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RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um grupo de doencas clonais das células
progenitoras hematopoiéticas, caracterizadas por citopenia(s) periférica(s), displasia de
uma ou mais linhagens celulares mieldides e aumento do risco de desenvolvimento de
leucemia mieldide aguda. A SMD é considerada uma doenca de pessoas idosas, pois
aproximadamente 80% dos pacientes acima de 60 anos sdo diagnosticados com a
doenca. As causas da SMD sdo conhecidas em apenas 15% dos casos. Em relacdo aos
fatores ambientais como desencadeadores da SMD, podem ser incluidos o uso de
quimioterapia prévia, especialmente de agentes alquilantes e andlogos da purina e
radioterapia. A patogénese da SMD envolve danos no DNA nas células tronco
hematopoéticas, oriundas também pelos danos de fita simples (SSB) no DNA tendo trés
mecanismos: reparo por excisao de bases (BER), reparo de erros de emparelhamento de
bases (MMR) e reparo por excisdo de nucleotideo (NER), como processos de reparo
necessarios para garantir a estabilidade gendmica das células-tronco. Este estudo de
coorte propds avaliar o nivel de expressdo do mRNA dos genes atuantes no mecanismo
de reparo em danos de fita simples no DNA, ERCC8 (CSA), ERCC6(CSB) atuantes no
mecanismo de reparo de excisdo de nucleotideos ligado a transcricdo (TC-NER), XPC
atuante no mecanismo de reparo por excisdo de nucleotpideos ligado ao genoma global
(GG-NER), ERCC5(XPG) e XPA atuantes na confluéncia das subvias GG-NER e TC-
NER, associando os achados moleculares com variaveis clinicas e socio-demogréaficas
de pacientes portadores de Sindrome Mielodisplasica. Esta analise baseou-se na
metodologia de qPCR, entre amostras de medula 6ssea de 74 pacientes com SMD e 10
amostras de medula déssea de idosos voluntarios sadios. Os pacientes com SMD foram
diagnosticados de acordo com os critérios propostos pela Organizacdo Mundial de
Saude e estratificados de acordo com os critérios progndsticos estabelecidos pelo indice
de Escore Prognostico Internacional revisado. Com este estudo foi possivel identificar
que: 1. pacientes diagnosticados com SMD hipocelular apresentaram aumento nos
niveis de expressdo dos genes XPA e XPC e reduzido nivel de expressdo do gene
ERCC8(CSA); 2. identificou-se que niveis de expressdo aumentados do gene
ERCCB8(CSA), ERCC5(XPG) e XPA em variaveis de pior prognostico para SMD; 3. foi
observado um aumento de expressao dos genes ERCC6(CSB), ERCC5(XPG) e XPA em
perfis de citopenias representativas de um quadro de doenga mais agressiva; 4. pacientes
com SMD apresentando niveis de expressdo aumentados do gene ERCC8(CSA)
exibiram maior sobrevida e quando apresentando niveis de expressdao aumentados dos
genes ERCC5(XPG), XPA e XPC exibiram menor sobrevida; 5. nas analises de
correlacbes verificou-se que a expressdo do gene XPA apresentou correlagéo de 26,8%
com a expressao do gene ERCC5(XPG), bem como, a expressdo do gene XPA exibiu
correlacdo 70,5% com a expressdo do gene XPC e, por fim, foi verificado que a
expressdo do gene XPC exibiu correlagdo de 36,7% com a expressdo do gene
ERCC5(XPG).

PALAVRAS CHAVE: SMD, Reparo de fita simples de DNA (SSB), reparo por
excisdo de nucleotideo (NER), gene ERCC8, gene ERCC6, gene ERCC5, gene XPA,
gene XPC.



ABSTRACT

Myelodysplastic Syndrome (MDS) is a group of clonal diseases of hematopoietic
progenitor cells, characterized by peripheral cytopenia (s), dysplasia of one or more
myeloid cell lines and increased risk of developing acute myeloid leukemia. SMD is
considered a disease of the elderly, as approximately 80% of patients over 60 years are
diagnosed with the disease. The causes of MDS are known in only 15% of cases.
Regarding environmental factors as triggers of MDS, the use of prior chemotherapy,
especially of alkylating agents and purine analogs and radiotherapy may be included.
The pathogenesis of SMD involves DNA damage in hematopoietic stem cells, also
resulting from single stranded DNA damage (SSB) in the DNA having three
mechanisms: base excision repair (BER), base pair mismatch repair (MMR), and repair
By nucleotide excision (NER), as repair processes necessary to ensure the genomic
stability of stem cells. This cohort study aimed to evaluate the mRNA expression level
of the single-stranded DNA repair mechanism, ERCC8 (CSA), ERCC6 (CSB) acting on
the transcription-linked nucleotide excision repair mechanism (TC (XPG) and XPA
acting at the confluience of the GG-NER and TC-NER subunits, associating the
molecular findings with clinical variables (NER), XPC acting on the nucleotide excision
repair mechanism linked to the global genome (GG-NER), ERCC5 And socio-
demographic characteristics of patients with Myelodysplastic Syndrome. This analysis
was based on the g°PCR methodology, between bone marrow samples from 74 patients
with MDS and 10 bone marrow samples from healthy elderly volunteers. Patients with
MDS were diagnosed according to the criteria proposed by the World Health
Organization and stratified according to the prognostic criteria established by the
revised International Prognostic Score Index. With this study, it was possible to identify
that: 1. patients diagnosed with hypocellular MDS presented increased levels of XPA
and XPC gene expression and reduced ERCC8 (CSA) gene expression level; 2.
Increased levels of ERCC8 (CSA), ERCC5 (XPG) and XPA gene were identified in
poorer prognostic variables for MDS; 3. increased expression of the ERCC6 (CSB),
ERCC5 (XPG) and XPA genes in cytopenic profiles representative of a more aggressive
disease picture was observed; 4. MDS patients with increased ERCC8 (CSA) gene
expression levels exhibited longer survival, and when increased expression levels of the
ERCC5 (XPG), XPA and XPC genes exhibited lower survival, 5. In the analysis of
correlations, the expression of the XPA gene showed a correlation of 26.8% with the
expression of the ERCC5 gene (XPG), as well as, the expression of the XPA gene
showed a 70.5% correlation with the expression of the XPC gene and, finally, XPC
gene expression was found to have a 36.7% correlation with ERCC5 (XPG) gene
expression.

Key-words: Myelodysplastic syndrome. DNA lesions. Double strand. Repair
mechanisms.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos Gerais das Sindromes Mielodisplasicas (SMDs)

A Sindrome Mielodisplasica é definida como uma doenca clonal (de um mesmo
patriménio genético) das celulas precursoras hematopoéticas (conhecidas como stem
cells), sendo caracterizada por citopenias (ou pancitopenias), mielodisplasia,
hematopoese ineficaz e aumento do risco de progressdao para leucemia mielode aguda
(LMA), segundo a classificacdo de tumores de tecidos hematopoéticos e linfoides da
Organizacdo Mundial da Sadde (World Health Organization - WHO) (SWERDLOW,
2008), configurando, uma neoplasia primaria de medula 6ssea, de ocorréncia comum no
mundo ocidental em individuos com idade superior a 60 anos (MUFTI, 2008; ADES,
2014).

Em funcdo de anormalidades na proliferacdo, maturacdo e processo de apoptose
das células tronco hemetopoéticas tem-se o0 quadro de hematopoese ineficaz, fazendo
com que a medula 6ssea (MO) seja incapaz de produzir e liberar uma quantidade
adequada de células maduras para o0 sangue periferico (YOSHIDA, 2007,
HELLSTROM-LINDBERG, 2008) (Figura 1). A hematopoese torna-se ineficaz na
SMD em fungdo do aumento da susceptibilidade das linhagens progenitoras mieloides
clonais ao processo de apoptose e a limitada capacidade de resposta dessas células aos
fatores de crescimento, resultando em citopenias, mesmo que O paciente possua uma
medula hipercelular (TEFFERI, VARDIMAN, 2009%, ADES, 2014) (Figura 1). Na
maioria de vezes, a evolucdo para LMA ¢ oligoclonal, ao invés de monoclonal, bem
como, a transformacdo para LMA é oriunda da expansdo de subclones (ADES, 2014)
(Figura 1).

O quadro de insuficiéncia medular acarreta as citopenias periféricas, podendo ser
também uma pancitopenia, quando envolve as trés linhagens celulares sanguineas (a
eritroide, a granulocitica e a megacariocitica) e origina graus variados de anemia,
neutropenia e trombocitopenia (ECNOMOPOULOU, 2008), onde, citopenias de sangue
periférico aliado a uma MO hipercelular e displasia sdo elementos caracteristicos das
SMD (HOFMANN, NOLTE, 2007). Tais citopenias podem tornar o paciente

dependente de transfusGes e elevar a susceptibilidade deste a infeccBes e hemorragias



22

(GREENBERG, 1997; MALCOVATI, 2011; GREENBERG, 2012; GREENBERG,
2013).

Figura 1: Representacdo esquematica da génese das Sindromes Mielodisplasica

Células tronco hematopoiética

A
[ )
Clones Aberrantes » Precursores
Mieldides
Hematopoiese ineficaz . Mea ‘ Insuficiéncia medular

e o

Displasias Medulares Citopenias periféricas

= 3L

Sindrome Mielodisplasica

Fonte: Adaptado de Hellstrom-Lindberg et al (2008) e Economopoulou et al (2008).

A identificacdo dos fatores causadores da SMD s6 ocorre em apenas 15% dos
casos diagnosticados (ADES, 2014). Em relacdo aos elementos intrinsecos, em
pacientes criancas, o fator genético € identificado em um terco dos casos, mesmo em
criancas acometidas com sindrome de Down, anemia de Falconi e neurofibromatose
(NIEMEWER; BAUMANN, 2008; ADES, 2014). Entretanto, o fator genético para o
paciente adulto tem menor incidéncia, mas ndo abstendo de investigacdo o paciente
adulto jovem ou de familia com outro(s) caso(s) de SMD, LMA ou anemia aplastica
(NIEMEWER; BAUMANN, 2008; ADES, 2014).

Em relacdo aos fatores extrinsecos, categorizando como ambientais, causadores
da SMD, pode-se incluir a quimioterapia prévia para neoplasia, em especial quando
emprega agentes alquilantes e agentes andlogos da purina, bem como a radioterapia
(STROM, VELEZ-BRAVO, ESTEY, 2008; BOWEN, 2013; IRONS, KERZIC,2014;
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ADES, 2014). Para com os fatores ocupacionais, pode-se relatar a exposicdo ao benzeno
e seus derivados, dados estes corroborados com o acometimento de SMD em
trabalhadores agricolas e industriais (BOWEN, 2013; ADES, 2014). Estas SMDs
secundérias, em especial pés quimioterapia, muitas vezes sdo de mau progndstico, tendo
a presenca de achados citogenéticos complexos (STROM, VELEZ-BRAVO,
ESTEY,2008; BOWEN, 2013; IRONS, KERZIC, 2014; ADES, 2014).

1.2 Classificacéo Clinica e Prognostica da SMD

Atualmente, ja foram elaborados sitemas de classificacdo objetivando estimar a
sobrevida e o grau de risco de progressdo para LMA, quando do diagndstico de SMD
(Tabela 1). A primeria estratificacdo para classificar as SMDs foi a classificacdo FAB
(Franco- Americana-Briténica), de 1982 (BENNETT, 1982). Segundo esta classificacdo,
pacientes eram diagnosticados com SMD quando apresentavam uma MO displasica
e/ou com 5 a 30% de mieloblastos (BENNETT, 1982).

Esta classificacdo teve como referenciais o percentual de blastos no sangue
periférico (SP) e MO, a existéncia de sideroblastos em anel na MO e na quantidade de
monocitos em SP, resultando em cinco subgrupos: anemia refrataria (AR), anemia
refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de blastos
(AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em transformacdo (AREB-t) e
leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) (BENNETT, 1982). O sistema FAB foi
bem aceito, servindo como padréo de classificacdo da SMD por mais de duas décadas,
mesmo tendo casos que ndo podiam ser classificados dentro dos parametros por ela
estipulados, pois 0 prognostico de pacientes categorizados em um mesmo subgrupo
tinha variagbes para prever sobrevida ou o risco de transformagdo para LMA (MUFTI,
2008).

No ano de 1999, a Organizagdo Mundial de Salde (OMS) propés a dicdo de
parametros biologicos e genéticos a entdo classificacdo FAB visando melhorias de
estimativa para o prognéstico da SMD (JAFFE, 2001) (Tabela 1). Dentre as
modificacdes, a porcentagem de blastos na MO foi reduzida de 30% para 20% e a
exclusdo dos subgrupos AREB-t e LMMC, este Gltimo por ter caracteristica clinicas e

bioldgicas proprias, foi excluido da classificacdo de SMD e inserido na classificacdo de
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doencas mieloproliferativas  cronicas, juntamente, com a leucemia mielomonocitica

juvenil e a leucemia mieldide cronica atipica (JAFFE, 2001).

Na classificacdo de 2016 tem-se uma revisdo da classificacdo anterior que
incorporou novas caracteristicas clinicas, prognosticas, morfoldgicas, imunofenotipicas
e dados genéticos que surgiram desde a edicdo anterior (ARBER, 2016). Além das
mudangas na nomenclatura, empregando o termo “sindrome mielodisplasica” em vez de
“anemia refratiria” ou ‘citopenia refrataria”, mas seguido pelos modificadores
apropriados, como: displasia simples ou de miultiplas linhagens, sideroblastos em anel,
excesso de blastos ou anormalidade citogenética del(5q) (ARBER, 2016). Nesta revisao,
uma das maiores mudancas foi separar as causas de citopenias e displasias. Embora que
0 limar que defina displasia permanega em 10% para qualquer linhagem
hematopoiética, reconhece-se que pode ocorrer um aumento desse valor de 10% nos
achados de displasia em individuos normais e mais frequentemente, em casos nao-
neoplasicos de citopenia (ARBER, 2016).

Tabela 1: Evolugdo na classificacdo da Sindrome Mielodispléasica.

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

CRDM/CRDU com 1%de
blastos no SP

ARSA ARSA ARSA Eritroide* <5 <1

CRDM-SA *>15% sideroblastos em

anel <5 <1

AREB AREB-1 AREB-I| > 1 linhagem 5-9 2-4

AREB-II AREB-II > 1 linhagem 10-19 5-19
AREB-t LMA LMA Mieléide + outra >20
LMMC  SMD/DMP SMD/NMP Variavel (monocitose >1 <20

LMMC LMMC x 10°/L)

LMMJ LMMJ

LMCa LMC BCR/abl

SMD/DMP-U  neg

SMD/NMP-U

Legenda: AR (Anemia Refratéria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), AREB (Anemia refratariacom excesso de blastos), AREB-
t (AREB em transformacdo), LMMC (Leucemia Mielomonocitica Cronica), SMD-U (SMD inclassificavel), CRDM (citopenia refrataria com
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displasia de multilinhagem), del 5q (deleg¢do 5q isolada), CRDM-AS (CRDM com sideroblastos em anel), LMA (Leucemia miel6ide aguda),
SMD/DMP (SMD/doengas mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (Leucemia miel6ide cronica atipica),
SMD/DMP-U (SMD/ doencas mieloproliferativas inclassificaveis), CRDU (citopenias refratarias com displasia unilinhagem), NR (neutropenia
refrataria), T R (trombocitopenia refrataria), SMD/NMP (SMD/neoplasias mieloproliferativas), SMD/NMP -U (SMD/neoplasias mieloproliferativas
inclassificaveis).

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

Posteriormente, o Sistema Internacional de Escore Progndstico (IPSS),
desenvolvido em 1997, resultou em um sistema prognostico, baseado em sete estudos
prévios com um total de 816 pacientes diagnosticados com SMD priméria. Este sistema
estipulou uma pontuacdo que considera as variaveis de numero de blastos em MO,
grupo de risco citogenético de trés categorias e nimero de citopenias em sangue
periférico. Tendo por base estas variaveis e a pontuacdo decorrente das mesmas obteve-
se a categorizacdo de quatro grupos de risco: baixo (pontuacdo 0), intemediario-I
(pontuacdo de 0,5 a 1,0), intermediario-11 (pontuacdo de 1,5 a 2,0) e elevado (pontuacédo
acima de 2,5) (Tabela2). A categorizacdo destes grupos exibiu significativa diferenca na
sobrevida global e no risco de progressdo para LMA, onde a sobrevida média teve
variacdo de 5,7 anos para pacientes de baixo risco a 0,4 anos para pacientes de risco
elevado (GREENBERG, 1997).

Tabela 2: Representacdo das variaveis estabelecidas no IPSS.

Estratificacdo de risco / Valor dos escores

Variavel Baixo Intermediario | Intermediario 11 Alto

0 0.5 1.0 1.5 2.0 >2.5

Blastos na MO <5% 5-10% - 11-20% 21-30% >30%
Cariotipo* Bom Intermediério Ruim - - -
Citopenia** Ooul 20u3 - - - -
Frequéncia de Evolucdo 19 30 33 45

para LMA (%)

Sobrevida média (anos) 5.7 3.5 1.2 0.4

* Cariétipo: Bom= normal ou -Y, del(5g), del(20q); Intermedidrio = outras anormalidades; Ruim = complexos (3
anormalidades) ou anormalidades do cromossomo 7.

** Citopenias: contagemde neutrofilos < 100.000/ul, hemoglobina < 10 g/dl.

Fonte: Adaptado de Greenberg et al (1997).

Outro sistema de prognostico foi proposto por Malcovati et al (2011) no
American Society of Hematology 2005 (ASH 2005), o WPSS (WHO Classification
Based Prognostic Scoring System) (Tabela 3). Neste sistema teve-se a inclusdo de
variaveis de classificacio WHO (BRUNNING, 2008), as categorias de grupos de risco
citogenéticos do IPSS (GREENBERG, 1997) e presenca ou ndo de dependéncia
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transfusional, resultando na estratificacdo de quatro grupos de risco: muito baixo (0

ponto), baixo (1 ponto), intermediario (2 pontos) e alto (3 pontos) (Tabela 3).

Tabela 3: Representacdo das variaveis estabelecidas no WPSS.

Estratificacdo de risco / Valor dos escores

Variavel Muito Baixo Baixo Intermediario Alto
0 1 2 3
Categoria OMS (2001) AR, ARSA, 50- CDDM, RCDM-SA AREB-1 AREB-II
Cariotipo* Bom Intermediario Ruim -
Dependéncia Transfusional** Nenhuma Regular - -

* Cariétipo: Bom= normal ou -V, del(5q), del(20q); Intermediario = outras anormalidades; Ruim = complexos (3

anormalidades) ou anormalidades do cromossomo 7.
** Dependéncia Transfusional: > lunidade de concentrado de hemacias cada 8 semanas durante 4 meses.

Fonte: Adaptado de Malcovati et al (2005).

Em seguida, o IPSS foi submetido a uma reformulagdo, originando o IPSS-R
(revisado), conservando as varidveis de citogenética, percentagem de blastos e
citopenias em SP para aferir o prognéstico de pacientes dignosticados com SMD
(GREENBERG, 2012) (Tabela 4). As alteracdes se deram pelo aumento de subgrupos
citogenéticos de trés para cinco subgrupos de estratificacdo de risco: muito baixo (até
1,5 pontos), baixo (de 1,5 a 3,0 pontos), intermediario (de 3,0 a 4,5 pontos), alto (de 4,5
a 6,0 pontos) e muito alto (acima de 6 pontos), juntamente, com a idade do paciante ao
diagnéstico, a dosagem de ferritina sérica e quantificacdo de lactato desidrogenase
(GREENBERG, 2012), tornando o IPSS-R um indice prognostico mais preciso que 0
antecessor IPSS (GREENBERG, 1997; GREENBERG, 2012) (Tabela 4).

Tabela 4: Representacdo das variaveis estabelecidas no IPSS-R.

Valor dos escores

Variavel

0 0.5 1.0 15 2.0 3.0 4.0
Blastos na MO <2% - >2-<5% - 5-10% >10% -
Cariotipo* Muito Bom - Bom - Intermediario  Ruim Muito
Ruim
Hemoglobina (g/dL) >10 - 8-10 <8 - - -
Plaquetas (mm®) >100 50-100 <50 - - - -
Neutrofilos (mm®) >0.8 <0.8 - - - - -
Estratificaco de risco
Muito baixo Baixo  Intermedidrio  Alto Muito Alto
<1.5 >15-3 >3-4.5 >4.5-6 >6
Sobrevida (anos) 8.8 5.3 3.0 1.6 0.8

Média de tempo de - 10.8 3.2 1.4 0.73
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Evolucdo para LMA,
25%, ano

* Cari6tipo: Muito Bom= -Y, del(11q); Bom= Normal, del(5q), del(12q), del(20q), duplo - incluindo o del(5q); Intermediario =
del(7q), +8, +19, i(17q), outras anormalidades simples ou duplas; Ruim = complexos (3 anormalidades), -7, inv(3)/t(3q)/del(3q),
duplos incluindo o -7/del(7q); Muito ruim= complexos (>3 anormalidades)

1.3 Incidéncia da SMD

A SMD ¢ considerada uma doenca que Se evidencia na senescéncia,
acometendo, principalmente, pessoas idosas, onde, aproximadamente, 80% dos
pacientes diagnosticados com SMD apresentam idade superior a 60 anos a época do
diagnostico (STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY, 2008). Esta enfermidade apresenta-se
rara na infancia e sendo incidente, entre as neoplasias hematoldgicas, em menos de 5%
dos pacientes diagnosticados com SMD com idade inferior a 14 anos, e nestes,
conferindo, boa apresentacdo clinica (HASLE, 2003; NIEMEYER, BAUMANN, 2008).

Embora a SMD seja uma doenca hematoldgica comum em individuos idosos,
onde a verificacdo da incidéncia sofre dificuldades em funcdo das classificacbes em
atualizacdo, bem como, a ndo inclusdo nos registros populacionais e a diminuta coleta
de MO de idosos para o diagnostico, acarretando, comprometimento dos dados
epidemioldgicos, por conseguinte, a verificacdo da incidéncia da SMD local, e também,
a comparar com outras regides do mundo (GERMING, 2008; STROM, VELEZ-
BRAVO, ESTEY, 2008), onde, mesmo com tais dificuldades, observa-se uma
incidéncia anual de, um poucoa mais de 25 casos por 100.000 pessoas, e esta proporcao
aumenta com com a idade (HELLSTROM-LINDBERG, 2008).

Em 2007, nos Estados Unidos, pesquisadores constataram uma incidéncia anual
de 5,4 a 36,2 por 100.00 individuos, com faixa etaria de 60 a 84 anos, onde, 86,4% dos
pacientes diagnosticados apresentavem mais de 60 anos e 6% tinham menos de 50 anos
(MA, 2007). Segundo dados do SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results)
sdo diagnosticados anualmente nos Estados Unidos e Comunidade Européia,
aproximadamente 12.000 e 20.000 pacientes com SMD, respectivamente,conferindo,
assim, um ndmero significativamente maior de casos de SMD do que de leucemias
agudas e de doencas mieloproliferativas (GERMING, 2008; STROM, VELEZ-
BRAVO, ESTEY, 2008).
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Posteriormente, dados mais atuais do SEER, baseados em valores entre 0s anos
de 2007 e 2011, resultaram em uma taxa de incidéncia global de 4,9 casos por 100.000
individuos (COGLE, 2015), onde, a taxa de incidéncia apresentou-se menor entre
individuos com idade inferior a 40 anos, com 0,14 casos por 100.000, por outro lado, a
taxa de incidéncia aumenta progressivamente com a idade, configurando, 36 casos por
100.000 individuos, em pacientes com idade superior a 80 anos (SEKERES, 2010).

No Brasil, o primeiro trabalho com dados de incidéncia da SMD, foi realizado
por Magalhdes et al. (2010) resultando, no Registro de Sindromes Mielodisplasicas —
Aspectos demogréaficos, clinico-patoldgicos e terapéuticos em centros de atencdo
terciaria, tendo por base, estudo realizado com 476 pacientes diagnosticados com SMD
e em tratamento, no periodo de 1° de janeiro de 2003 a 32 de dezembro de 2007,em 12
centros de atencdo localizados nas regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul do
Brasil (MAGALHAES, 2010), constatando, uma idade mediana de 68,3 anos nos
pacientes diagnosticados com SMD. Este valor, sendo menor que o observado nos
Estados Unidos e Europa, e equivalente ao encontrado no Japdo e Coréia, onde 50,8%
deste, eram mulheres e 86,6% residiam em zona urbana (MAGALHAES, 2010).

Um estudo mais fidedigino foi realizado por Belli et al. (2015), efetuando um
levantamento epidemiologico da SMD na América do Sul, incluindo o Brasil. Este
estudo restrospectivo avaliou 1080 pacientes, destes, 635 eram argentinos, 345
brasileiros e 100 chilenos. Dentre os achados, na amostra brasileira foram encontrados
uma predomindncia de pacientes do sexo masculino (193 de 345, com razdo de 1,3),
uma média de idade de 65+17 anos, uma prevaléncia de casos de CRDM (105 de 345),
seguida de uma segunda preveléncia de casos de AREB (89 de 345), exibindo uma
prevaléncia de casos de baixo risco (34% destes), seguidos por casos de risco
intermediario (23% destes), segundo o indice prognéstico IPSS (BELLI, 2015).

1.4 Etiologia da Sindrome Mielodisplasica

A SMD ¢ categorizada como priméria ou de novo e secundério ou relacionada a
terapia antineoplasica prévia (t-SMD). A maioria dos casos diagnosticados com SMD
esta ligada a priméria e sem definicdo da causa, tendo a a idade avangada como fator de

risco preponderante, ja a SMD secundaria esta relacionada a evento neoplasico prévio
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(LI, 2009; SEKERES, 2010). Esta pode ocorrer em qualquer faixa etaria, resultante pos
quimioterapia ou pos radioterapia em 4 a5 anos (NAEIM, RAO, GRODY, 2008).

As t-SMDs concentram a miora parte de anormalidades citogenéticas e maior
risco de transformacdo para leucemia aguda do que as SMDs primarias (NAEIM, RAO,
GRODY, 2008). Pacientes diagnosticados com SMD, numa porcentagem de 4% a 5%,
podem exibir transformacdo blastica extramedulares (sarcoma granulocitico), em
especial, na pele, associando-se a um ruim progndstico (NAEIM, RAO, GRODY,
2008).

Outras variaveis de risco para SMD foram identificadas por meio de estudos de
carater epidemiologico, por exemplo o tabagismo, exposicdo a benzeno e outros
solventes organicos, defensivos e fertilizantes agricolas, radiacdes ionizantes, ser do
sexo masculino e apresentar historico familiar de doenca hematoldgica (JADERSTEN,
HELLSTROM-LINDBERG, 2008; BRUNNING, 2008).

Outros fatores de risco para SMD estdo relacionados, como a anemia de Falconi,
disqueratose congénita, sindrome de Shwachmann-Diamond e sindrome de Diamond-
Blackfan (BRUNNING, 2008), bem como, exposicdo a drogas citotoxicas (por
exemplo, agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase Il) ou a radiagcbes de ordem
terapéutica aumentando o risco para t-SMD (JADERSTEN, HELLSTROM-
LINDBERG, 2008).

1.5 Patogénese da Sindrome Mielodisplasica

A SMD apresenta uma complexa patogénese que pode envolver elementos
genéticos, epigenéticos e imunomediadores, caracterizando, uma doenca clonal de
precursores hematopoiéticos (JADERSTEN, HELLSTROM-LINDBERG, 2008). Esta
patogénese pode envolver milltiplos passos, iniciados, certamente, por lesdo genética
em células tronco, originando, um clone anormal de células hematopoiéticas com
disfuncionalidades e morfologia displasica (NAEIM, RAO, GRODY, 2008) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica da patogénese das Sindromes Mielodisplasica.
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Fonte: Adaptado de Hellstrom-Lindberg et al (2008) e Economopoulou et al (2008).
A sindrome mielodisplasica é uma patologia paradoxal por apresentar,

concomitantemente, citopenias periféricas das trés linhagens celulares (a granulocitica,
a eritroide e a megacariocitica) e medula déssea hipercelular (OLNEY, LE BEAU, 2002)
que prepondera ao final o carater de citopenia periférica em funcdo do aumento do
processo de apoptose das células progenitoras hematopoiéticas (JADERSTEN,
HELLSTROM-LINDBERG, 2008). Na génese da doenca tem-se que as células tronco
hematopoiéticas pluripotentes, que sdo as precursoras mieldides, sofrem injlria em seu
DNA, originando um clone mielodisplasico com proliferacdo exacerbada frente ao
clone ndo aberrante, condizendo, com o quadro de citopenia caracteristico da doenca
(Figura 2).

A patogénese da sindrome mielodisplasica € iniciada com alteracdes no material
genético de uma célula tronco hematopoiética que sofre transformacdo maligna
consequente, expansdo clonal (LOOK, 2005) (Figura 2). Tais alteracdes podem
acarretar interrupcdo do processo de diferencicdo celular levando a displasia,
posteriormente, interferindo na proliferacdo celular e tornando a célula mais sensivel a
apoptose, favorecendo a expansad clonal do clone aberrante e transformacdo para LMA
(LOOK, 2005; BRUNNING, 2008) (Figura 2).
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A SMD relaciona-se muitas vezes com alteracbes cromossémicas nao
equilibradas, que podem gerar perca de material genético e inativagdo de genes
supressores tumorais, e por outro lado, outras neoplasias hematologicas com alteragdes
cromossdmicas equilibradas, como translocagBes reciprocas e inversdes ocorridas na
LMA, geram mutacBes dominantes e ativacdo de oncogenes (FEARON, 2002). Um
determinado gene pode perder sua funcdo prévia em funcdo de delecdo deste, mutacdo
pontual ou pelo silenciamento génico, via metilacdo das ilhas CPGs (regides ricas em
citosinas e guaninas) (OLNEY, LE BEAU, 2002). As delecbes cromossdmicas de
carater terminal ocorrem na maioria das vezes em doencas hematoldgicas, com perfil
variado em patologias oncohematologicas e muito frequentes na  Sindrome
Mielodisplasica (PINHEIRO, CHAUFFAILLE, SILVA, 2006a).

Atualmente, a citogenética é uma importante ferramenta para determinar de
modo heterogéneo, o prognostico da SMD (BERNASCONI, 2013). Onde, em um
caridtipo convencional, cerca de 50% dos pacientes diagnosticados com SMD de novo e
até 80% dos pacientes com t-SMD apresentam alteracdes citogenéticas (LEE, 2015). A
maior parte destas alteracbes sdo eventos genéticos secundarios oriundos de
instabilidade genbmica, e ndo, integrando uma patogénese primaria, exceto a del5q
(LEE, 2015). Empregando um estudo de coorte com 2902 pacientes diagnosticados com
SMD de novo, Schana et al. estipulou um novo escore com 5 grupos de prognéstico
citogenético, que foi adicionado ao IPSS-R (SCHANZ, 2012).

1.6 Citogenética e Sindrome Mielodisplasica

As neoplasias podem ter o surgimento facilitado em funcdo de uma prediposicéo
genética constitutiva, juntamente, com muta¢cdes somdticas adquiridas ou o acumulo
destas, que somados originam um fendtipo neoplasico, concomitantemente, as
alteracbes cromossdmicas fornecem dados para o0 diagnostico, progndstico e/ou
tratamento para muitas neoplasias, configurando biomarcadores para pProcessos
neoplésicos (KEEN-KIM, NOORAIE, RAO, 2008). Em SMD tem-se descrito diversas
alteracOes citogenéticas recorrentes, passivéis de deteccdo que agilizam o diagnostico, o
prognostico e o tratamento dos pacientes, no entanto, ndo se pode estipular que uma
determinada anomalia cromossdmica seja, estritamente, relacionada a uma determinada
doenca hematologica (MALCOVATI, NIMER, 2008).
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As aberracbes cromossdmicas apresentam-se, aproximadamente, em metade dos
casos de SMD de novo (entre 30% e 50%) e em SMD secundaria, esta porcentagem
atinge 80% dos casos diagnosticados (NAEIM, RAO, GRODY, 2008; LEE, 2015),
excetuando-se, a dele¢cdo do 59 (NAEIM, RAO, GRODY, 2008). Ressaltando, que a
gravidade e o risco de transformacdo para LMA, na SMD, sofrem incremento em
funcdo da alta frequéncia de anomalias citogenéticas, sendo de 15% a 20% para
subtipos AR e ARSA e de 75% nos subtipos AREB e AREB-t (OLNEY, LE BEAU,
2002).

Um importante achado citogenético foi obtido por Pinheiro, Chauffaile e Silva
(2006a), demonstrando, de modo inédito, a correlagdo do isocromossomo 17g com a
delecdo do 7g32, indicando, que o achado de i(17) em pacientes diagnosticados com
SMD exibem um quadro clinico diferenciado aliado a um perfil progndstico
desfavoravel (PINEIRO, CHAUFFAILE, SILVA, 2006a). Posteriormente, Pinheiro,
Chauffaile e Silva (2006b) comprovaram que pacientes com t(1,19) no decorrer da
progressdo de SMD para leucemia mieldide aguda (PINEIRO, CHAUFFAILE, SILVA,
2006b) e um quinto caso de SMD com 9qg- relacionadas com outras aberracfes
cromossomicas detectadas por banda G (PINHEIRO, 2004), verificando, que a
translocacdo entre o cromossomo 1 e 19 ocorre mais, frequentemente, em criancas
portadoras de leucemia linfoide aguda, apresentando um prognostico desfavoravel
(PINHEIRO, CHAUFFAILLE, SILVA, 2006) e somente 4 casos de t(1,19)(p12,pl11)
tinham sido descritos no mundo a época (ANDO, 2002; TCHINDA, 2002).

Em SMD primaria ou secundaria, as delecbes cromossomicas sdo as aberracdes
mais, comumente, evidenciadas em aproximadamente, 50% dos casos diagnosticados
(KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; HAASE, 2008). As delecOes, geralmente, séo
intersticiais e apresentam-se, frequentemente, nos cromossomos 5¢, 7¢, 20q, 11q, 13q,
12p e 17p (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; HAASE, 2008). Posteriormente, as
monossomias,  trissomias e  translocacbes desequilibbradas sdo as anomalias
cromossOmicas mais evidenciadas, em 15% dos pacientes. As monossomias frequentes
em SMD sdo relativas aos cromossomos 5, 7 e a nulissomia do Y (KEEN-KIM;
NOORAIE; RAO, 2008; HAASE, 2008), mesmo que as translocacbes equilibradas

sejam aberracbes cromossémicas, relativamente, comuns em doencas mieldides, em
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especial na LMA, possuem achados raros em SMD (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO,
2008; HAASE, 2008).

1.7 Lesbes no DNA

O genoma de seres eucariontes, em especial dos seres humanos, séo,
constantemente, modificados por agentes enddgenos resultantes do metabolismo celular,
e, primariamente, por metabolitos da via de respiracdo mitocondrial, bem como, por
agentes exogenos, sejam ambientais, fisicos, quimicos e bioldgicos, como por exemplo,
temperatura alta, luz ultravioleta, radiacdo ionizante, metais pesados, poluentes do ar e
quimioterapicos (LINDAHL, 1993). Pode-se estimar que, diariamente, ocorram mais de
10.000 lesbes ao DNA / dia (HOEIUMAKERS, 2009) (Figura 3).

Tais lesbes ao DNA, quando ndo corretamente corrigidas, podem originar
mutacdes cumulativas em genes importantes para 0 metabolismo e crescimento celular
normal, podendo contribuir para o surgimento de doencas. Sendo assim, a manutencdo
da integridade do material genético ¢ de fundamental importancia para a viabilidade de
células sadias, onde estas apresentam uma maquinaria de reparo eficaz contra a lesdes
do DNA, muitas vezes, eficiente no reparo de quase todas as injurias ao genoma
(HOENUMAKERS, 2009).

Quando as lesbes geram danos que ndo foram, devidamente reparados, ocorrem
mudancas biologicas funcionais e/ou estruturais, como por exemplo, alteracdes de
transcricdo génica, falha em processo de reproducdo, mutagdes herdaveis ou nao
herdaveis, morte celular adiantada ou tardia e doencas, como o cancer (OZTURK e
DEMIR, 2011), podendo contribuir para o envelhecimento precoce, doencas
relacionadas a senescéncia e neurodegeneracdo (IYAMA e WILSON, 2013). Tais
mudancas sdo oriundas da instabilidade gendmica, que se instalou por falha na
manutencdo e replicacdo do genoma ou massiva exposicdo a agentes carcinogénicos
(LANGIE, 2015).

A resposta ao estresse genotOxico que ocorre por meio de uma cascata de
sinalizacdo, onde a lesdo ao DNA, atua como um iniciador do processo de reparo, é
detectada por proteinas de reconhecimento e prossege para os efetores, por meio de
proteinas membranares e/ou citosélicas (DUROCHER; JACKSON, 2001).
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Em organismos complexos existem algumas linhas defesa contra o dano e
conservagdo deste, ao DNA celular. Primeiramente, os agentes protetivos contra a
formacdo do dano genético, por exemplo, peptideos detoxificante e os antioxidantes,
vitamina C e E (OZTURK e DEMIR, 2011). Secundariamente, tem-se as vias de reparo
ao DNA que removem o erro existente, reduzindo assim, a probabilidade de mutacGes.
Por final, tem-se a atuagdo da apoptose, morte celular, quando a lesdo génica persiste
pos atuacdo do mecanismo de reparo ao DNA. Independentemente, da linha de defesa
da integridade do DNA, a manutencdo da integridade do genoma é de suma importancia
a célula (KENYON; GERSON. 2007; ORTURK e DEMIR. 2011), sendo elemento
imprescindivel a viabilidade e manutencdo de um organismo saudavel (KENYON;
GERSON, 2007; IYAMA e WILSON, 2013).

Figura 3: Apresentacdo esquemdtica da exposicdo genotoxica que leva ao
desenvolvimento de danos no DNA nas células tronco e contribuem no
desencadeamento do processo neoplasico.
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1.8 Mecanismos de reparo ao dano no DNA

Os mecanismos de reparo do DNA sdo divididos, inicialmente, em mecanismo
de reparo de fita dupla de DNA e mecanismo de reparo de fita simples de DNA. O
reparo de fita dupla de DNA (Double Strand Breaks - DSBs) é composto pelo reparo de
juncbes por extremidades ndo homdlogas (Non-Homologous End-Joining - NHEJ) e a
recombinacdo homologa (Homologous Recombination - HR). E o reparo de fita simples
de DNA (Single Strand Breaks — SSBs) é composto pelo reparo de excisdo de base
(Base Excision Repair - BER), reparo de erros de emparelhamento de bases (Mismatch
Repair — MMR) e reparo por excisdo de nucleotideos (Nucleotide Excision Repair -
NER) (IYAMA e WILSON, 2013).

1.8.1 Mecanismo de reparo de fita dupla de DNA

As lesbes de fita dupla acarretam danos mais severos ao DNA, ativando o
mecanismo de morte celular, caso ndo ocorra pareamento da falha, e promovendo
instabilidade ao genoma (BOHGAKI, BOHGAKI e HAKEM, 2010), tais lesbes podem
ser originadas pela acdo deletéria de radicais livres endogenos que foram produzidos ou
induzidos por fontes exdgenas como as drogas antineoplasicas (IYAMA e WILSON,
2013).

Dentro deste mecanismo central existe a via de reparo por recombinacdo
homoéloga (HR) que requer uma cromatide-irmd homologa para ser executado o reparo
do DNA e a via de reparo de juncBGes por extremidades ndo homdlogas (NHEJ), que
pode atuar em células que estejam ou ndo em divisdo celular, ndo necessitando de uma
sequéncia homologa de controle, acarretando a esta via uma maior chace de erro do
reparo (OZTURK e DEMIR, 2011). Vérias doencas sdo originadas da deficiéncia
funcional das vias HR e NHEJ, conferindo defeitos no desenvolvimento imunologico e
neurologico, bem como sensibilidade a radiacdo, fenotipos de envelhecimento precoce e
predisposicdo ao cancer (IYAMA e WILSON, 2013).
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1.8.2 Mecanismo de reparo de fita simples de DNA
1.8.2.1 Reparo por excisdo de base

O mecanismo de reparo por excisdo de base (BER) foi descrito pela primeira vez
por Tomas Lindahl (LINDAHL, 1974) como sendo a via de reparo de DNA para a
maioria das lesdes advindas de processos enddgenos ou induzidos por exposicdo a
agentes quimicos exégenos ou radiacdo (DIANOV e HUBSCHER, 2013). Este
mecanismo objetiva remover nucleotideos danificados e, geralmente, € recrutado por
uma das varias DNA glicosilases substrato-seletivas que reconhecem e retiram
alteracOes de bases (WILSON, 2010). As lesdes removidas do DNA pelo mecanismo
BER sdo: uracil incorporados, pirimidinas fragmentadas, purinas N-alquiladas (7-
metilguanina, ~ 3-metiladenina,  3-metilguanina,  8-oxo-7,8-dihidroguanina  (8-Ox0G),
timinaglicol e outros (WILSON, 2010).

Os sitios apurinicos (perda de Adenina ou Guanina) ou apirimidinicos (perda de
Timina ou Citosina), também denominados de regides abasicas (DIANOV e
HUBSCHER, 2013), sdo originados apds a remogdo de bases errbneas e as bases
corretas sdo sintetizadas por uma polimerase, ao final, as extremidades livres sé&o
conectadas por ligases. Onde o mecanismo BER € composto por duas subvias: uma
curta (Short-Patch Repair - SRP) e uma longa (Long-Patch Repair - LRP) (OSTURK e
DEMIR, 2011). Na via curta, somente um nucleotideo é retirado pela DNA-glicosilase,
seguida da atuacdo de uma AP endonuclease (APE1) que forma as extremidades de
DNA necessarias ao inicio da resintese. Por conseguinte, uma DNA polimerase B efetua
a insercdo do nucleotideo correto ao sitio abasico. Por final, a ligacdo € realizada por
uma DNA ligase Ill. Na via longa, uma quantidade de 2 a 10 nucleotideos séo retirados
e as bases corretas sdo inseridas pelas enzimas polimerase & ¢ €, juntamente, com a
atuacdo do fator de replicagio C (RPC) e o antigeno nuclear de proliferacdo nuclear
(PCNA). Ao final, as extremidades livres sdo unidas pela DNA ligase |
(DIZDAROGLU, 2015).

1.8.2.2 Reparo de erros por emparelhamento de bases

O mecanismo de reparo de erros por emparelhamento de bases (MMR) atua na
remocdo de bases mal pareadas fomadas por agentes exdgenos e enddgenos, que

acarretam deaminacdo oxidacdo e metilacdo de bases, bem como, erros de pareamento
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oriundos de insercdes, delecbes e erros de replicacdo (OSTURK e DEMIR, 2011). Os
erros de replicacdo do DNA fazem incorporacdes de nucleotideos errados a cada 10’
adicdes, onde, aproximadamente, 0,1% destes erros ndo podem ser reparados pelo
sistema MMR e acarretam mutagdes (FISHEL, 2015). O mecanismo MMR possui
procedimentos simples de reconhecimento da leséo no DNA, descriminacdo da fita,
excisdo e reparo do erro (RICHMAN, 2015). Em mamiferos, as proteinas homélogas
MutS (MSH1-6, MLH1 e MLH3) MutL (PMS1 e PMS2) efetuam o reconhecimento dos
sitios com erros de pareamento. Em seguida, as bases mal pareadas sdo retiradas pela
enzima exonuclease | e novos nucleotideos sdo sintetizados pela polimerase o
(OSTURK e DEMIR, 2011). Defeitos na via MMR acarretam instabilidade de
microssatélites, ocorrendo em 15% dos cénceres colorretais, estando também
envolvidos de cancer de endométrio, cancer de ovario, cancer de estdbmago e melanoma
(RICHMAN, 2015).

1.8.2.3 Reparo por excisdo de nucleotideo

O reparo por excisdo de nucleotideo (Nucleotide Excision Repair - NER) é um
mecanismo que efetua reparos em longos segmentos de fita simples de DNA,
compreendidos entre 22 a 30 nucletideos, que geram uma distorcdo da dupla hélice
(ROUILLION e WHITE, 2010). Este sistema faz o reparo de danos causados por
diversos agentes, dentre eles, os dimeros de pirimidina ciclobutano (Cyclobutane
Pyrimidine Dimmers - CPDs), os fotoprodutos da 6-4 pirimidina pirimidona (6-4
Pyrimidine Pyrimidone Photoproducts — 6-4PPs), lesbes induzidas por radiagcdo
ultravioleta (UV), agentes quimicos exogenos (benzenos e outros solventes organicos),
quimioterapicos (como a cisplatina) e ciclopurinas geradas por espécies reativas de
oxigénio (MARTEIJN, 2014). Em organismos eucarioticos, tem-se a atividade de, em
média, 30 proteinas no NER, configurando trés grandes processos internos: (1) a
deteccdo do erro, (2) a verificacdo do dano causado e (3) remogdo do erro, seguindo da
ressintese de um novo segmento (KUPER e KISKER, 2012).

No mecanismo NER atuam proteinas com atividades principais na via, as
proteinas do Xeroderma Complementation Group, de XPA a XPG; a proteina Excision
Repair Complementation group 1 (ERCC1), homblogo B da proteina de reparo RAD23
(RAD23B), a Replication Protein A (RPA), as subunidades Transcription Factor
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(TFIIH) e as proteinas Cockayne Syndrome A (CSA) e Cockayne Syndrome (CSB)
(BARAKAT, GAJEWSKI, TUSZYNSKI, 2012).

A génese do mecanismo NER é dividida em duas subvias, NER do genoma
global (Global Genome NER — GG-NER) e NER acoplado a transcricdo (Transcription
Coupled NER — TC-NER) que, posteriormente se confluem. O GG-NER efetua a
remocdo de lesbes em qualquer parte do genoma, sendo iniciado por distor¢bes da dupla
hélice, e o TC-NER, que faz reparo de erro em fita molde para transcricdo, sendo
iniciado quando ocorre a parada da elongacdo da enzima RNA polimerase 1l (RNA Pol
I1), quando esta efetua 0 processo de transcricdo (ALEKSEEV e COIN, 2015) (Figura
4).

O processo GG-NER ¢ iniciado pelo XPC na sondagem de lesbes de distor¢éo
da hélica de DNA, gue ao detectar algum erro (Passo 1 — Figura 4), recruta o complexo
UV-DDB (Ultraviolet — UV — radiation DNA Damage Binding Protein) para anelar ao
erro na fita, fazer a eversdo do erro e em seguida, tem-se 0 anelamento do complexo
XPC, RAD23B e centrina 2 (CETN2) (Passo 2 — Figura 4), posteriormente, tem-se a
dissociacdo do proteina RAD23B do complexo, que marca a entrada do GG-NER na via
central do NER (Passo 3 — Figura 4). Em relacdo da subvia TC-NER, o reconhecimento
do erro ocorre durante o processo de transcricdo (Passo 1 — Figura 4), quando tem-se a
parada da elongacdo da RNA polimerase Il na lesdo e ligagdo do complexo proteico
UVSSA (UV Stimulated scaffold protein A) e USP7 (Ubiquitin Specific processing
Protease 7), imediatamente, seguido também, da proteina CSB a RNA Pol Il (Passo 2 —
Figura 4). Posteriormente, a proteina CSA liga-se a proteina CSB (que ja estd dentro do
complexo UVSSA+USP7) fazendo com que ocorra o inicio do retrocesso de transcricao
para tornar a lesdo acessivel (Passo 3 — Figura 4), isto marca a entrada do TC-NER na

via central do NER.

A via central do NER (confluéncia do GG-NER e TC-NER) é iniciada com o
recrutamento complexo TFIIH (Transcription Initiation Factor 1IH), que é formado por
um subcomplexo da CAK (CDK activating kinase ), XPB, XPD e XPA, ERCC5 (XPG),
na fita que contém a lesdo, e pelas proteinas RPA na fita que ndo contém erro para
estabilizar (Passo 4 — Figura 4). O complexo TFIIH efetua a abertura da dupla hélice

(TFIIH tem atividade helicase), XPD faz a verificacdo da lesdo e recruta XPA para fazer
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a eversdo da lesdo, em seguida XPG anela-se a fita com erro na porgdo 3’ e pela porcao
5°, XPA recruta o complexo PCNA (que faz a contencdo da dupla hélice), ERCCL1 e
XPF, estes dois ultimos fazem a clivagem no segmento 5’ da lesdao e tem-Se a abertura a
fita com les@o e libera 0 subcomplexo CAK (Passo 5 — Figura 4). Ap6s a atuacdo do
complexo PCNA, ERCC1 e XPF, o complexo TTFIIH desconecta-se da fita com leséo e
a proteina XPG (que tem atividade endonuclease) secciona 0 segmento que contém a
lesdo (Passo 6 — Figura 4). Com esta abertura, permanece a proteina PCNA, desconecta-
se deste 0 subcomplexo ERCC1 e XPF (que recrutam DNA polimerases), desconectam-
se as proteinas RPAs da fita sem erro (RPA faz a contencdo estérica da fita sem erro), e
na proteina PCNA tem-se a ligagdo da DNA Pol 3, DNA Pol x ou DNA Pol ¢
.efeturando a confeccdo de uma nova fita sem erros (Passo 7 — Figura 4). Ao final da
elongacdo da nova fita a unido das extremidades é feita pela pela DNA ligase 1 ou DNA
ligase 3 (Passo 8 — Figura 4) (MARTEIIJN, 2014).
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Figura 4: Representacdo esquematica das vias do reparo por excisdo de nucleotideo
Nucleotide excision repair pathways — NER).
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1.8.3 Genes de reparo por excisdo de nucleotideo - NER
1.8.3.1 Gene ERCC8 (CSA)

O gene ERCCB8(CSA) possui, aproximadamente, 2kb, organizando-se em 12
exons no brago longo do cromossomo 5, posicdo 5g12.1, e codifica um polipeptideo de
396 aminoacidos, totalizando, 44kDa. A nomenclatura do gene ERCC8 (excision repair
cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 8) também
compartilha o nome CSA, em fungdo da patologia Cockayne syndrome A configurar
anomalia na subvia de reparo TC-NER (SANO, 2013; LANZAFAME, 2013). (Figura
5).

Figura 5: Representacdo do cromossomo 5 e a indicagdo (seta amarela) da localizagao
do gene ERCCS.
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A proteina CSA atua, conjuntamente, com a proteina CSB por interacdo direta,
onde CSA efetua o retrocesso da RNA polimerase Il quando ocorre a parada do
processo de transcricdo génica efetuada pela proteina CSB na subvia de reparo de DNA
TC-NER. CSA é critica ndo somente para a transcricdo pela RNA polimerase I, como
também é para a RNA polimerase | e a biogénese ribossomal que ocorre no ndcleo
celular, pois experimentos indicaram que a sindrome de Cockayne configura-se por uma
ribossomopatia. (KOCH, 2014). O polipeptideo CSA também atua no controle de
ubiquinizagdo das proteinas CSB e p53 no sistema proteassomo, com fun¢do de controle
de atuacdo do p53 (AAMANN, 2013)
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1.8.3.2 Gene ERCC6 (CSB)

O gene ERCC6(CSB) possui, aproximadamente, 7kb, no braco longo do
cromossomo 10, posicdo 10qg11.23, e codifica um polipeptideo de 1493 aminoacidos,
totalizando, 168kDa (TROELSTRA, 1992). A nomenclatura do gene ERCC6 (excision
repair  cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 6)
também compartiha 0 nome CSB, em funcdo da patologia Cockayne syndrome B
configurar uma anomalia na subvia de reparo TC-NER (TROELSTRA, 1992) (Figura
6).

Figura 6: Representacdo do cromossomo 10 e a indicacdo (seta amarela) da localizagéo
do gene ERCCE6.
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A proteina CSB atua na parada da elongacdo da RNA polimerase 1l quando esta
atinge uma lesdo de DNA, consequentemente, forma um complexo com CSA, UVSSA
e USP7, para iniciar o retrocesso da RNA polimerase Il e o reparo da lesdo
(MARTELN, 2014).

Fora do mecanismo de reparo de fita simples de DNA, o peptideo CSB atua
como modulador da p53 efetuando, a ubiquitinizagio do p53 quando
fosforilado,juntamente com CSA, a manter em niveis basais de p53 para a homeostase
celular (LATINI, 2011), bem como a proteina CSB é promotora de autofagia
mitocondrial quando ocorre acumulo de lesdes no DNA da mitocondria (SCHEIBYE-
KNUDSEN, 2012).

Células CS-B (Cockayne syndrome — B cells) sdo hipersensiveis aos danos de
origem oxidativa e por radiacdo ionizante (CRAMERS, 2011). Bem como, a protéina
CSB interage com a proteina p53 por meio de mudulacdo reciproca em diferentes

mecanismos, evidenciando que células CS (Cockayne syndrome cells) possuem altos
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niveis basais de proteina p53 quando comparadas com células normais (LATINI, 2011;
VELEZ-CRUZ, 2013).

Pacientes acometidos pela sindrome de Cockayne, geralmente, ndo desenvolvem
cancer e sim fenotipo de envelhecimento precoce com outras comorbidades, em funcao
das altas taxas de proteina p53, que atua, justamente, como fator protetivo (VELEZ-
CRUZ, 2013; KEIZER, 2010; MAIER, 2004; TYNER, 2002). Defeitos de processo de
transcricdo acarretam forte resposta do processo de apoptose em células CS-A e CS-B,
contribuindo com fenotipo de neurodegeneracdo e protecdo contra  cancer
(LANFAZAME, 2013).

1.8.3.3 Gene ERCC5 (XPG)

O gene ERCC5(XPG) possui, aproximadamente, 30,2kb, organizado em 15
exons, no braco longo do cromossomo 13, posicdo 13g33.1 e codifica um polipeptideo
de 1186 aminoacidos, totalizando, 133,1kDa. A nomenclatura do gene ERCC5 (excision
repair  cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 5)
também compartiha o nome XPG, em funcdo da patologia Xeroderma Pigmentosum

group G configurar uma anomalia da via de reparo NER (JIANG, 2015). (Figura 7).

Figura 7: Representacdo do cromossomo 13 e a indicacdo (seta amarela) da localizacao
do gene ERCCS.
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O gene ERCC5 (XPG) tem funcdo de endonuclease, cortando o DNA na por¢édo
3’ durante o processo de reparo de fita simples de DNA pelo NER (TSE, 2008;
MACHADO, 2014; McCULLUGH, 2014), juntamente com a proteina XPF efetuam a
excisdo do fragmento de DNA, entre 22 e 32 nucleotideos (ZENG, 2015; ZOU, 2015).
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Polimorfismos no gene ERCC5(XPG) estdo associados a maior risco de cancer
de cabeca e pescoco na populagdo Asiatica (JIANG, 2015), ao cancer de mama em
fumante (NA, 2015; DING, 2011) e ao céancer de estdbmago (DUAN, 2012). Bem como,
polimorfismo simples de nucleotideo (Single nucleotide polymorphisms - SNP), no caso
0 rs17655, estd associado ao desenvolvimento de céancer colorretal (ZENG, 2015). Onde
desordens no mecanismo de reparo de fita simples de DNA, em fungcdo de anomalias do
gene ERCC5(XPG) conferem com instabilidade gendémica (ZENG, 2015).

1.8.3.4 Gene XPA

O gene XPA possui, aproximadamente, 43kb, organizado em 10 exons, esta
localizado no braco longo do cromossomo 9 na posicdo 9g22.3 e codifica um
polipeptideo de 273 aminoacidos, totalizando, 31,4kDa. A nomenclatura do gene XPA
compartilha essa denominacdo em funcdo da patologia Xeroderma Pigmentosum group

A, configurada por uma anomalia da via de reparo NER (FU, 2015). (Figura 8).

Figura 8: Representacdo do cromossomo 9 e a indicacdo (seta amarela) da localizacdo
do gene XPA.
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A proteina XPA tem funcdo de verificador da lesdéo de DNA, atuando em
conjunto com o complexo TFIIH (que tem atividade helicase), a proteina RPA (para
estabilizacdo da fita oposta), 0 complexo XPF-ERCC1 e ERCC5(XPG), os dois ultimos
com atividade endonuclease (MARTEIIN, 2014). Mutagdes do gene XPA inviabilizam
o reparo de DNA via NER e direcionam para o reparo via BER (Base excision repair)
das lesdes por estresse oxidativo e tal mutacdo caracteriza a Sindrome de De Sanctis-
Cacchione (MARTEIN, 2014).

Baixos niveis de expressdo do gene XPA induzidos por radiacdo ionizante

acarretam aberrag0es cromossomicas, ressaltando a importancia da atuagdo do gene
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XPA no mecanismo de reparo de fita simples de DNA pelo NER (SASSA, 2015;
ZHANG, 2009).

1.8.3.5 Gene XPC

O gene XPC possui, aproximadamente, 33,6kb, organizado em 16 exons, estd
localizado no brago curto do cromossomo 3 na posicdo 3p25.1 e codifica um
polipeptideo de 940 aminoacidos, totalizando, 105kDa. A nomenclatura do gene XPC
compartilha essa denominagdo em funcdo da patologia Xeroderma Pigmentosum group
C, configurada por uma anomalia da subvia de reparo GG-NER (JIANG, 2015). (Figura
9).

Figura 9: Representacdo do cromossomo 3 e a indicacdo (seta amarela) da localizagcdo
do gene XPC.
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A proteina XPC tem funcdo de sensoreamento de lesdo em fita simples de DNA,
juntamente com as proteinas RAD23B e CETN2, formando um trimero que anela a fita
simples de DNA ndo lesionada, bem como, possui outros sitios de ligagdo (dominios de
interacdo) para as proteinas XPA, p62, OGGL1, DDB2 e XPB, que atuam na central do
NER (PUUMALAINEN, 2016). A acdo da proteina XPC ocorre pelo reconhecendo de
nucleotideos ndo pareados por causa da lesdo acarretar uma deformacdo na dupla hélice
de DNA (MARTEILN, 2014; PUUMALAINEN, 2016).

As lesdes sdo induzidas por radiacdo UV natural ou artificial, acarretando
fotoprodutos como os dimeros de pirimidina ciclobutano (Cyclobutane pyrimidine
dimers - CPDs) e 6-4- pirimidina pirimidona (6-4-pyrimidine pyrimidone photoproducts
— 6-4PPs), que consequentemente, geram distorcdes na fita dupla de DNA
(MARTEIN, 2014; PUUMALAINEN, 2016).
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Em resposta a exposicdo da luz UV, radiacdo ionizante ou agentes alquilantes, o
gene XPC tem sua atuagdo modulada pelo gene p53 (supressor tumoral)
(PUUMALAINEN, 2016). Um outro modulador do gene XPC, o transcrito do gene
BRCAL,que estd relacionado ao cancer de mama e ovario, pode interferir na atuagdo do
XPC, consequentemente, na subvia GG-NER, levando a acumulos de lesdes no DNA e
mutagbes do p53, acarretando defeitos so sistema NER e instabilidade gendmica
(PUUMALAINEN, 2016; HARTMAN, 2002).

1.8.4 Patologias relacionadas a mutagdes nos mecanismos de reparo do DNA
1.8.4.1 Xeroderma pigmentoso

O xeroderma pigmentoso (Xeroderma pigmentosum - XP) é uma doenca
genética rara, de carater autossémica recessiva, que caracteriza-se por ter risco aumento
para cancer de pele e de mucosa, induzidos por radiacdo UV, bem como, para tumores
cerebrais, leucemias, carcinomas gastricos e pulmonares (DIGIOVANNA e
KRAEMER, 2012).

A patologia apresenta manifestacbes de hipersensibilidade a radiacdo UV,
queimaduras de pele a UV, eritema persistente a minima exposicdo ao Sol, fotofobia,
keratinose severa (com progressdo para opacificacdo da cdrnea), perda auditiva
progressiva botbes de atrofia de pele e aumento de risco para neoplasia de pele a partir
da segunda década de vida (carcinoma de células basais, carcinoma de células
escamosas e melanoma) (MARTENN, 2014).

Epidemiologicamente,  aproximadamente, 25% dos pacientes com XP
desenvolvem sintomas neurologicos, como: microcefalia, deterioracdo mental, ataxia
cerebelar, surdez neurossensorial e neuropatia periférica, em suspeita de envolvimento

de atrofia cerebral.

A disfuncdo do sistema de reparo de DNA relaciona-se com as proteinas de XPA
a XPG, que sdo componentes da via de reparo NER. A disfuncdo destas proteinas

acarreta 0 acimulo de lesdes ao DNA, disfuncdo da replicacdo e/ou mutagdo nas células
em divisdo celular (I'YAMA e WILSON, 2013).
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1.8.4.2 Sindrome de Cockayne

A sindrome de Cockayne (Cockayne syndrome - CS) é uma enfermidade
genética autossdmica recessiva acarretada por mutagdes nos genes CSA e CSB, que sdo
genes intrinsecos da via TC-NER. Apresenta manifestacGes neurologicas (retardo do
desenvolvimento neuropsiquico e cognitivo, microcefalia, alteracbes da motricidade,
convulsGes e cefaléia), oftalmologicas (reducdo da lacrimacdo, catarata, hipoplasia
Optica, retinopatia pigmentosa, presbiopia, nistagmo, microcornea),
otorrinolaringoldgicas  (diminuicdo da audicdo, atrofia da mucosa nasal, tonsilas
hipotroficas e fenda palatina) e anormalidades dentarias (caries, retardo da erupgéo
dentaria, ma oclusdo e dentes hipoplasicos) (GUARDIOLA, 1999). A forma juvenil
caracteriza-se por ser a mais grave com fotossensibilidade, microcefalia, retardo de
desenvolvimento, surdez sensorial, nanismo e envelhecimento precoce (NATALE,
2011).

Na sindrome de Cockayne (SC) a atuacdo das proteinas CSA e CSB € regida
por interacdo direta entre si e com a protéina p53 (que também interfere diretamente, na
modulacdo da proteina CSB ) (VELEZ-CRUZ, 2013), onde elevadas taxas de p53
interferem na biogénese ribossomal, contribuindo, com degeneracdo e envelhecimento
precoce na sindrome de Cockayne (KOCH, 2014). A patologia ndo exibe incidéncia
aumentada para cancer, como ocorre no XP, denotando defeitos moleculares diferentes
e, conservando avia GG-NER (KRAEMER, 2007).

1.8.4.3 Tricotiodistrofia

A tricotiodistrofia  (Trichothiodystrophy - TTD) configura-se por ser uma
patologia genética de carater autossomico recessivo que manifesta-se com pele seca de
aspecto ictiosiforme, alteracbes em pélos e unhas, alopécia, retardo do crescimento,
desmielinizacdo, imaturidade sexual e céries dentarias, sendo alteracfes que
compartilham a mesma origem neuroectodermica com caracteristicas de transcricdo
(MARTELN, 2014; PUYA, 2007). Em manifestcdes mais avangadas com
caracteristicas de defeito do sistema NER tem-se fotossensibilidade (cerca de 50% dos
casos), lesdes pigmentadas na pele, degenerag@o neural e cancer de pele (PUYA, 2007).
Podendo compartilhar manifestacGes clinicas da sindrome de Cockayne e do xeroderma
pigmentoso (KRAEMER, 2007).
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Associa-se a defeitos na subvia de reparo da via cental do NER, por meio de
mutacdes nos genes XPB, XPD e TTDA (que integram complexo TFIIH) (MARTELN,
2014). A TTD interfere no processo de transcricdo celular durante os estagios finais de
diferenciacdo de cabelos, unhas e pele, tendo baixas concentracbes enxofre tissular
(THEIL, 2013; PUYA, 2007).

1.9 Importancia do mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideo — NER

A integridade do genoma humano é vital para a homeostase celular,e
consequentemente, para o organismo. Diariamente o DNA humano é submetido a 10* a
10° injdrias, sejam enddgenas ou exdgenas (HOEIIMAKERS, 2009). O que mostra a
necessidade de manutencdo da integridade do material genético, funcdo esta
desempenhada pelos mecanismos de reparo de DNA, que em eucariotos, existem 0s
sistemas de reparos de fita dupla de DNA e de reparos de fita simples de DNA
(IYAMA, 2013).

Quando os mecanismos de reparos ndo atuam corretamente, tem-se a formacao
de lesdes de DNA, podendo originar modificacbes biologicas como alteragdes na
transcricdo génica, falhas de reproducdo, desenvolvimento ineficaz, mutacdes, morte
celular e neoplasias (OZTURK e DEMIR, 2011).

Alteracdes nos mecanismos de reparo de fita simples de DNA podem reproduzir
doencas com muitas manifestacbes. A observacdo da diversidade clinica e a
especificidade do acometimento fenotipico dessas doencas, podem inferir que defeitos
relacionados ao GG-NER relacionam-se com mutacdes e neoplasias, e ao TC-NER
relacionam-se com mal funcionamento e morte celular, e envelhecimento precoce
(IYAMA, 2013).

Atualmente, tem-se um progressivo conhecimento sobre a etiologia da SMD,
guanto a mutacbes e alteracBes cromossdmicas que desencadeiam a doenca, por outro
lado existe a necessidade de angariar conhecimento quanto a lesdes de fita simples de
DNA relacionadas a doenca (ARBER, 2016). Motivo pelo qual o corrente estudo
efetuiou a avaliacdo da expresséo dos genes ERCC8 (CSA), ERCC6(CSB),
ERCC5(XPG), XPA e XPC, em pool de medula 6ssea, relacionando com varidveis

clinico-laboratoriais de pacientes diagnosticados com sindrome mielodisplasica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o nivel de expressdo do mRNA dos genes atuantes no mecanismo de
reparo em danos de fita simples no DNA e associd-los com as variaveis clinicas-

laboratoriais dos pacientes com Sindrome Mielodisplasica.

2.2 Objetivos especificos

1. Detectar as alteracGes cromossdmicas pelo estudo do cariétipo por banda G em

cultura de curta duracdo in vitro da medula 6ssea de pacientes com SMD;

2. Avaliar o papel da expressdo dos genes ERCC8 (CSA), ERCC6 (CSB), ERCC5
(XPG), XPA e XPC quanto as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com SMD;

3. Mensurar as correlagcdes de expressdo entre os genes ERCC8 (CSA), ERCC6
(CSB), ERCC5 (XPG), XPA e XPC;

4. Averiguar a expressao dos genes ERCC8 (CSA), ERCC6 (CSB), ERCC5 (XPG),
XPA e XPC quanto a anélise de sobrevida global.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Casuistica

Neste estudo foram incluidas 84 amostras de pool celular de medula dssea de
pacientes portadores de SMD diagnosticados de acordo com critérios da Organizagdo
Mundial de Saide (BRUNNING, 2008), e seguidos no Ambulatério de Sindrome
Mielodisplasica do Hospital Universitario Walter Cantidio na Universidade de Federal
do Ceara (HUWC/UFC), no periodo de 2007 a 2015. Alem das amostras de medula
6ssea de pacientes portadores de SMD, foram analisadas 10 amostras de pool medular
oriundas de individuos saudaveis doadores voluntérios de medula 6ssea.

Foram excluidos deste estudo pacientes portadores de quaisquer outras doencas
que nao fossem Sindrome Mielodisplasica, que ndo foram diagnosticados no
Laboratério de Citogenémica do Céancer no periodo compreendido entre os anos de
2007 a 2015 ou que a amostra ndo tivesse qualidade suficiente para a obtencdo fiel dos

resultados experimentais.

3.2 Aspectos éticos

A presente pesquisa foi submetida e aprovada (N° do processo: 1.292.509) pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario Walter
Cantidio, através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se de Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentados na sessdo apéndice deste
projeto.

Nestes termos, a equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir
todas as diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de
dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Salde que aprova as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

A representacdo esquematica da metodologia a ser utilizada neste projeto

encontra-se apresentada na figura 5.
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Figura 10: Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo.
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3.3 Caridtipo por Banda G

Os cariotipos foram realizados de acordo com os protocolos ja estabelecidos
pelo Laboratorio de Citogendmica do Cancer, segundo a técnica descrita por Chauffaille
adaptado por Pinheiro (PINHEIRO et al, 2009) (Figura 11). A medula 6ssea foi colhida
em heparina e de forma estéril foi dividida em dois frascos contendo 7 mL de meio
RPMI 1640 (pH 7,0), 3 mL de soro fetal bovino ¢ 100ul de L-glutamina. Este material
foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°'C. Uma hora antes do término da cultura
foram adicionados 50 uL de colchicina (Colcemid®), por 30 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado e ressuspenso em solucéo hipotonica de KCI 0,075 M e fixado
em solucdo de metanol e acido acético (3:1), por 4 vezes.

Para confeccdo das laminas para analise, o material foi gotejado em laminas de
microscopia e secado ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa
(GTG), sendo analisadas pelo menos 20 metafases, sempre que possivel, e 0s
cromossomos classificados de acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura
Citogenética Humana - ISCN 2013. As metafases foram capturadas em sistema
computadorizado (Cytovision) com software para cariotipagem e o cariétipo foi

digitalizado e impresso em impressora a laser.

Figura 11: Representacdo esquematica dos procedimentos da citogenética por banda G.
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3.4 Analise da Expressdo do mRNA por gPCR

3.4.1 Obtencgdo de amostras de células da medula 6ssea

Ao diagndstico, as 84 amostras de medula 0ssea (sendo 74 amostras de pacientes
com SMD e 10 amostras de individuos saudaveis) foram coletadas em tubos de vidro
Vacutainer® contendo EDTA e processadas conforme procedimento de rotina do
Laboratorio de Citogendmica do Cancer do HUWC/UFC.

Para a separacdo das células do pool celular da medula éssea, realizou-se a
transferéncia da amostra de medula 6ssea para um tubo do tipo Falcon de 50 mL onde
foi lavada com solucéo de lise (25mL de solucdo de cloreto de amodnio 0,144M e
bicarbonato de aménio 0,01 M). O contetdo foi agitado lentamente por 3 minutos e
centrifugado a 13200 rpm por 10 minutos a 4° C. Em seguida foi desprezada a fase
aquosa e acrescentado 250uL de PBS, dependendo do volume do material obtido.

Posteriormente, foi acrescentado 750uL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen,
EUA) para cada 250uL de volume de PBS aplicado no pool medular. O material foi
homogeneizando com pipeta até dissolucdo completa. ApoOs este procedimento, o

material foi armazenado no freezer a —80°C.
3.4.2 Extracdo de RNA Total

A extracdo de RNA das células do pool medular dos pacientes com SMD e dos
controles foi realizada a partir da utilizacdo do Trizol LS Reagente® de acordo com o
protocolo pelo fabricante. Para cada 10° células armazenadas em 1mL de Trizol
Reagente® foram adicionados 200uL de Cloroférmio para desproteinizacdo e posterior
centrifugacdo a 11.000 RPM por 15° a 2°C. O RNA total presente na fase aquosa foi
transferido para um microtubo estéril de 1,5mL, precipitado com 0,5 mL de
isopropanol, e incubado em temperatura ambiente durante 10 minutos.

O RNA total foi, entdo, recuperado por 10 minutos de centrifugacdo a 4° C e
12.000g e posteriormente lavado com 1 mL de etanol 75% (v/v) em &gua deionizada
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1%. Apds ser seco, 0 RNA foi diluido em
agua DEPC para evitar a sua degradacéo.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de
230, 260 e 280 nm, obtendo-se suas relagdes para posterior afericdo de contaminagéo

das amostras. A qualidade das amostras de RNA foi confirmada por eletroforese em gel
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de agarose 2% corado com brometo de etidio e as bandas de RNA 18S e 28S foram

visualizadas em luz ultravioleta.

3.4.3 Sintese de cDNA

A sintse do cDNA foi realizada com a utilizacdo do Kit para Transcricdo
Reversa da Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Applied Biosystems®). Os procedimentos referentes & sintese do cDNA foram
realizados de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Para cada reacdo de transcricdo reversa foram utilizados uma quantidade
otimizada de RNA total para uma concentracdo final de 2000ng. Para cada reacao,
utilizou-se de 2,0uL de buffer, 0.8uL de dNTP, 2,0uL. de Random Primers, 1,25ul de
Multiscribe Reverse Transcriptase™ e 1,0uL de RNAse Inhibitor.

A guantidade citada de cada reagente foi multiplicada pelo nimero de amostras
de RNA total para a confec¢do de um “Mix” de reagdo. Posteriormente, 6,8yl deste
Mix foi adicionado a cada microtubo de PCR de 0,2 mL. Em seguida foram adicionados
as quantidades otimizadas de RNA total para cada amostra nos microtubos devidamente
identificados em um volume final de 3,2uL. Por fim, o volume final de 10uL de cada
reacdo foram submetidos ao termociclador onde foram realizados os seguintes ciclos de
termociclagem para a sintese de cDNA: 25°C por 10 minutos e 37°C por 120 minutos.

Por fim, as amostras de cDNA foram armazenadas em um freezer a uma

temperatura de -20°C.

3.4.4 gPCR (PCR quantitativa em tempo real)

A quantificacdo da expressdo génica dos cinco genes avaliados neste estudo
(ERCCS8, ERCC6, ERCCS5, XPA e XPC) e dos genes enddgenos (B2-Microglobulina e
Ubiquitina C) (Tabela 5) foi realizada a partir da anélise da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR) realizadas no aparelho 7500 Real-Time PCR
System® (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) disponivel no Laboratorio
de Citogendmica do Cancer. As reagdes foram preparadas utilizando-se do TagMan®
Universal PCR Marter Mix (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) otimizado
para reagcdes com sonda TagMan assay® (Tabela 5) e contendo a AmpliTag Gold DNA

polimerase, 0s ANTPs e tampdo otimizados.
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Tabela 5: Genes avaliados por qPCR envolvidos nos mecanismos de reparo em SSBs
no DNA

Mecanismo de TagMan Assay

GeneBank Simbolo Nomenclatura
reparo

NC_000005.10 ERCC8 Excision repair  Complexo de  Hs01122124 ml

(CSA) Cross- ligacdo
complementation Ubiquitina
group 8 ligase —-CSA

(trascription
coupled repair,

TC-NER)
NC_000010.11 ERCC6 Excision repair Fator de Hs00972920_m1
(CSB) Cross- remodelacao
complementation  da cromatina
group 6 (trascription
coupled repair,
TC-NER)
NC_000013 ERCC5(XPG) excisionrepair5 Endonuclease Hs01557031 ml
NC_000009.12 XPA Xeroderma Reparo por  Hs00166045_m1
pigmentosum, NER
complementation
group A
NC_000003.12 XPC Xeroderma Reparo por ~ Hs00897854 _m1
pigmentosum, NER (global
complementation genomic
group C repair, GG-
NER)
NM_004048.2 B2M Beta-2- Gene Hs99999907_m1
Microglobulin Enddgeno
NM_021009.5 UBC Ubiquitin C Gene Hs00824723_m1
Enddgeno

Os preparos e armazenamentos dos materiais foram realizados de acordo com as
instrucbes do fabricante, excetuando o volume final de cada reacdo otimizado em 10
pL. Para cada reagdo foram utilizados 5,0 uL de TagMan PCR Master Mix, 0,5 puL de
sonda TagMan assay® ¢ 2,5uL. de cDNA (diluido 1:5). Apés esta etapa, as placas das
reacdes foram centrifugadas por 1 minuto a 4500 rpm.

As condicOes para a reacdo de PCR foram as seguintes: pré-aquecimento a 50° C
por 2 minutos, ativacdo da polimerase a 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de
desnaturacdo (15 segundos a 95° C) e anelamento e extensdo (60 segundos a 60°C). Na
preparacdo das reacOes foram utilizadas placas de polipropileno para 96 reacOes
(MicroAmp 96-well Plates, Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) cobertas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004048.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_021009.5
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com adesivos para microplacas Opticas resistentes a alcool e a altas temperaturas
(Optical Adhesive film, Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA).Todas as
etapas do procedimento descrito foram realizadas com as amostras imersas em gelo com
pouca exposicao a luz.

Cada amostra foi avaliada em duplicata e foram consideradas para analise
somente as amostras cujas diferencas de amplificacdo ndo excedeu a 0,8 ciclos
(ACg=<0,8) (VAN VANDESOMPELE et al., 2002). As duplicatas das amostras que
apresentaram diferengas maiores que um ciclo e meio, mesmo ap6s repeticdo do
experimento, foram desconsideradas. Em todas as placas foram realizados controles
negativos (NTC) das reacOGes para todos os genes estudados sendo que, para estas
reacOes, foram adicionados 2,5uL de agua ao invés de cDNA. Todas as reagdes que
mostraram amplificacdo para qualquer um dos controles negativos foram
desconsideradas.

Adicionalmente, foi utilizado para cada placa e por cada gene estudado, uma
amostra de referéncia (REF), em duplicata, a fim de padronizar e validar todas as placas
do experimento. A amostra referéncia foi composta por cDNA oriundo de mRNA de
um pool de duas linhagens celulares oriundas de tumores humanos disponibilizada pela
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto - FMRP/USP.

Os resultados foram avaliados através do software Sequence Detection System
v1.3 (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para obtencdo dos valores de
quantitative cycle (Cq). A partir do threshold estabelecido, os valores de Cq foram
fornecidos pelo software do aparelno 7500 Real-Time PCR System® (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para a realizacdo das andlises estatisticas. Ao
final de cada corrida os dados foram exportados para planilhas do software Excel para o
calculo dos valores de ACq e de 2““ tanto dos genes alvos quanto dos genes endégenos
(LIVAK et al, 2001). A nomenclatura padrdo utilizada para os experimentos da PCR
guantitativa em tempo real foi baseada no MIQE (Minimum Information for Publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et. al., 2009).

3.4.5 Avaliacédo e definicdo dos genes enddgenos utilizados nas analises dos dados de
qPCR.

Para este estudo, 0s genes enddgenos mais estaveis nas amostras de cDNA

obtidas a partir do mMRNA da medula 6ssea de pacientes com SMD submetidos a
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presente pesquisa foram a pB2-microglobulina e Ubiquitina, segundo RIBEIRO, H.J,
2016.
3.4.6 Avaliacdo da qualidade, integridade e estabilidade do nivel de expressdo das

amostras de cDNA dos pacientes avaliados.

Sabe-se que a ocorréncia de dados classificados como outliers, frente as
amostras avaliadas em um dado estudo, pode interferir na precisdo da estimativa correta
das analises realizadas. Assim, inicialmente, antes de quaisquer validacdo dos dados
para realizacdo de analises estatisticas, a fim de determinar a qualidade, integridade e
estabilidade do nivel de expressdo das amostras dos pacientes avaliados, utilizou-se,
neste estudo, o software Best Keeper (PFAFFL, 2004).

Com este aplicativo em Excel, pode-se calcular o desvio padrdo de cada amostra
para cada gene alvo avaliado com base em valores brutos de Cq, independentemente da
eficiéncia da amostra (PFAFFL, 2004). As amostras de cada gene com o menor SD é
considerada a mais estavel. Neste sentido, iniciamos este estudo com um total de 112
amostras de cDNA oriundas de medula déssea de pacientes SMD, mantendo-se, somente

o total de 84 amostras para prosseguimento das analises estatisticas.

3.5 Variaveis analisadas

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

- Sexo: masculino e feminino;

- ldade (Categorizada de acordo como IPSS-R): <60 anos, >60 - <70 anos, >70 - <80
anos e >80 anos;

- Origem: urbano e rural;

- Quanto a classificagdo OMS (2001/2008) (JAFFE et al., 2001; BRUNNING et al.,
2008), os pacientes foram divididos em oito classificagdes distintas: CRDU (Citopenia
Refrataria com Displasia de Unica Linhagem), ARSA (Anemia Refrataria com
Sideroblastos em Anel), CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia de Multiplas
Linhagens), AREB | (Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1), AREB II
(Anemia Refrataria com Excesso de Blastos IlI), t-SMD (SMD Secundéaria ao
tratamento), LMMC (Leucemia Mielomonocitica Crénica) e CRDM-SA (Citopenia
Refrataria com Displasia de Multiplas Linhagens com presenca de Sideroblastos em

anel);
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- Forma da SMD: os pacientes foram estratificados quanto a forma da doenga, sendo
definida, de acordo com a classificagio OMS em baixo grau, correspondendo aos
casos de AR, CRDM e ARSA, e alto grau, sendo definida pelos casos de AREB I,
AREB Il e t-SMD (GILL et al., 2016);

- Celularidade da medula éssea: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;

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

- Presenca de Fibrose na medula dssea: Presenca e Auséncia;

- Presenca de Displasias na medula éssea: 0, 1 displasia, 2 displasias e 3 displasias;

- Presenca de Diseritropoese: Sim e N4o;

- Presenca de Dismegacariopoese: Sim e Nao;

- Presenca de Micromegacariocito: Sim e N&o;

- Presenca de Sideroblastos em anel:>1% - <15%, >15% - <50% e >50%;

- Faixas de percentagens de Blastos: <5%, >5% <10% e >10%;

- Faixas de percentagem de Blastos (categorizada): <5% e >5%

- Cariotipo:

- Quanto a alteracdo: normal e alterado;

- Cari6tipo (Aneuploidia): normal, alterado ndo aneuploide, aneuploide;

- Cariotipo (Presenca de alteracdo no 5q): normal, alterado com 5q e alterado sem 5q;

- Cariotipo (Presenca de alteracdo no 7q): normal, alterado com 7q e alterado sem 7q;

- Cariotipo (Presenga de alteragcdo no 11q): normal, alterado com 11q e alterado sem
11q;

- Cariotipo (Complexo - alteragfes no mesmo clone): normal, 1 alteracdo, 2 alteracdes e
3 ou mais alteracgoes;

- Caridtipo (presenca de alteracGes estruturais): 1 alteracdo, 2 alteracdes, 3 ou mais
alteragoes;

-Quanto ao progndstico (IPSS-R): muito favoravel, favoravel, intermediario,
desfavoravel e muito desfavoravel,

- Classificacéo dos valores de hemoglobina (HB) de acordo com o IPSS-R: >10g/dL, 8-
<10g/dL e <8g/dL;

- Classificagdo dos valores de hemoglobina (HB) (categorizada): >8g/dL e <8g/dL;

- Classificacdo dos valores de neutréfilos (ANC) de acordo com o IPSS-R: >800 por

mm? e <800 por mm?;
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- Classificagédo dos valores de plaquetas de acordo com o IPSS-R: >100.000 por mm?,
>50.000 - <100.000 por mm?® e <50.000 por mm>;

- Classificagdo do numero de citopenias no sangue periférico de acordo com o IPSS-R:
1 citopenia, 2 citopenias e 3 citopenias;

- Classificacdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R: muito baixo, baixo,
intermediario, alto e muito alto;

- Classificacdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R (categorizada): muito baixo e
baixo versus intermediario, alto e muito alto;

- Classificagdo do grupo de risco de acordo com o0 WPSS (MALCOVATI et al., 2011):
muito baixo e baixo versus intermediario, alto e muito alto;

- Dependéncia Transfusional: sim e ndo (utilizando-se o critério de 1 transfuséo a cada 8
semanas durante periodo de 4 meses (MALCOVATI et al., 2005);

- Obito: sim e n&o;

- Evolucdo para LMA: sim e ndo.

3.6 Analises estatisticas

3.6.1 Analises estatisticas para a avaliacao dos dados de expressao génica

Os resultados referentes as andlises do nivel de expressdo génica foram
analisados com base no valor de cada Cq (quantitative cycle), para cada amostra de
cDNA (em duplicata). Para normalizar os valores de Cq, de forma a considerar
diferencas causadas por quantidades distintas de cDNA utilizadas nas reagdes, o Cq
determinado para uma amostra foi subtraido da média geométrica dos Cq's dos genes
constitutivos utilizados (Beta-2-Microglobulin e Ubiquitin) da mesma amostra, gerando
assim os valores de ACq e, consequentemente, de 2 (LIVAK et al, 2001;
SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variavel
analisada apresentavam-se com distribuicdo normal (dados paramétricos, com grupos
com menos de 50 casos). Os valores de outliers foram retirados (quando ocorreram),
por ndo representarem os resultados que o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-
valor >0.05 para o teste de Shapiro-Wilk).

Os dados paramétricos foram analisados através do teste t de Student, para a

comparacdo da média entre dois grupos, e do teste de ANOVA, para a comparagéo das


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmittgen%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18546601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livak%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18546601
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médias em variaveis com mais de dois grupos. O pds-teste (post-hoc) para a ANOVA
foi definido a partir da analise da homogeneidade de variancias através do teste de
Levene. Caso houvesse homogeneidade de variancias (p-valor > 0,05), foi definido
como pos-teste para a ANOVA o teste de Tukey. Caso ndo houvesse homogeneidade de
variancias entre os dados (p-valor<0,05), foi definido como pés-teste para a ANOVA o
teste de Games-Howell.

O teste de correlacdo de pearson foi utilizado para a obtencdo dos valores de r e
r-square (r’) que demonstra a influéncia do nivel de expressdo de um dado gene sobre o
outro na populacdo avaliada buscando demonstrar se tais genes séo regulados pelo
mesmo mecanismo molecular.

Os dados sobre o0 nivel de expressdo génica (valores de 2“?) foram expressos
em média * desvio padrdo (SD), com intervalo de confianga (Cl) (méximo e minimo), a
fim de determinar a possivel associacao entre o nivel de expressdo dos genes frente cada
variavel analisada. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de p<0,05 e todas as

analises foram efetuadas com recurso do software SPSS para Windows (versao 20.0).

3.6.2 Anélises estatisticas para a avaliacdo da associacdo dos dados de expressao dos
genes avaliados e a sobrevida dos pacientes com SMD baseado no software Cutoff

Finder.

As sobrevidas globais dos pacientes com SMD em relacdo ao nivel de expressao
dos genes de reparo em SSBs foram avaliadas pelo método de Kaplan-Meier
considerado-se como evento o Obito por qualquer causa, sendo o tempo de
acompanhamento a data de diagnostico até a data do Obito (descrita em meses). As
diferencas entre as curvas de sobrevivéncia foram feitas pelo teste de LogRank. Para
esta andlise, a variavel de expressdo génica foi reajustada para pontos de corte (Cutoff
ponits) estabelecidos pelo algoritimo do software Cutoff Finder (BUDCZIES et al.,
2012).

O Cutoff Finder é uma ferramenta on-line disponivel gratuitamente
(http://molpath.charite.de/cutoff) que disponibiliza um conjunto de métodos de
otimizacdo e visualizacdo de pontos de cut-off para avaliagdo de novos potenciais
biomarcadores de dados moleculares (BUDCZIES et al., 2012), tais como os dados
provenientes de analises de expressdo génica e proteica, utilizando-se da estatistica R

como suporte para a visualizacdo e computacgéo estatistica (CORE TEAM, 2012). Para
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as analises de sobrevida, foi utilizada a ferramenta de andlise de significancia de
correlacdo com a variavel de sobrevivéncia pelo teste de log-rank proveniente do
software Cutoff Finder (BUDCZIES et al., 2012).

Este método se encaixa para os modelos de analises de risco proporcional de
Cox para uma variavel dicotomizada (binaria) e uma variavel de analise de sobrevida
(BUDCZIES et al., 2012). A analise de sobrevida é executada utilizando-se das funcdes
coxph e survfit do pacote estatistico R (THERNEAU; LUMLEY, 2011). O ponto de
corte ideal é definido como o ponto com o desdobramento mais significativo obtido
pelo teste de log-rank (BUDCZIES et al., 2012) aumentando o poder do teste em afastar
a hipotese nula dos resultados. O odds-ratio, incluindo intervalos de confianca de 95%,
também sdo calculados por essa ferramenta do software Cutoff Finder (BUDCZIES et
al., 2012).

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao dos pacientes

O ndmero amostral deste estudo (n) foi igual a 84, sendo 74 pacientes para o
grupo SMD e 10 voluntéarios para o grupo controle (Tabela 6). Quanto as varidveis
socio-demografica dos pacientes com SMD, observou-se que, frente a variavel SEXO,
foram incluidos neste estudo 36 individuos (48,6%) do sexo masculino e 38 (51,4%) do
sexo feminino para o grupo SMD (Tabela 6).

Frente a varidvel IDADE, esta foi dividida em duas faixas: IDADE
CATEGORIZADA (<60 anos, >60 anos) e IDADE CATEGORIZADA PELO IPSS
2012 (GREENBERG et al, 2012) (<60 anos, >60 - <70 anos, >70 - <80 anos ¢ >80
anos). Para o grupo SMD, a média de idade foi de 63,39 anos (mediana = 66 anos /
minimo de 22 anos e maximo de 91 anos) com uma predominancia de pacientes com
idade superior a 60 anos em 65,3% (47/74) dos casos avaliados (Tabela 6).

Quanto a variavel ORIGEM (dividida em urbana ou rural), foram avaliados um
total de 45 pacientes de origem urbana (63,4%) e 26 pacientes de origem rural (36,6%)
dentro do grupo SMD (Tabela 6).
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Tabela 6: Caracterizacdo descritiva das varidveis socio-demograficas

dos pacientes com SMD.

Variaveis N° %
Grupo Caso 74 100,0%
Sexo Feminino 38 51,4%
Masculino 36 48,6%
Idade (Categorizada de acordo com o IPSS 2012) <60 anos 26 35,1%

>60 - <70 anos 18 24,3%
>70 - <80 anos 19 25,7%

>80 anos 11 14,9%
Idade (categorizada) <60 anos 27 36,5%
> 60 anos 47  63,5%
Origem Urbana 45  63,4%
Rural 26 36,6%

Em relacdo as varidveis clinicas dos pacientes com SMD, identificou-se que 74
(100,0%) dos pacientes foram classificados como SMD primaria (Tabela 7). Na analise
da variavel da classificagdo OMS (2001/2008) (JAFFE et al., 2001; BRUNNING et al.,
2008), observamos 9 pacientes (12,3%) como AR, 12 (16,4%) pacientes como ARSA,
39 (53,4%) pacientes como CRDM, 4 (5,5%) pacientes classificados como AREB 1, 9
(12,3%) pacientes como AREB II, 0 (0,0%) pacientes como SMD secundaria e 0
(0,0%) pacientes como LMMC (Tabela 7). Quanto a forma da SMD, foi observado que
60 (82,2%) dos casos foram inseridos nas formas de baixo grau da doenga e 13 (17,8%)
foram definidas como formas de alto grau (Tabela 7).
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Tabela 7: Estratificacdo descritiva diagndstica dos pacientes pela classificagdo da WHO
(2001/2008).

Variaveis N° %
Classificagcdo da WHO AR 9 123
ARSA 12 16,4%
CRDM 39 53,4%
AREB | 4 55%
AREB Il 9 12,3%
SMD-sec 9 10,8%
Classificacdo da WHO (categorizada) AR 9 12,3%
ARSA 12 16,4%
CRDM 39 53,4%
AREB 13 17,8%
LMMC 0 0,0%
SMD-sec 0 0,0%
Formas da SMD Baixo Grau 60 82,2%

Alto Grau 13 17,8%

Quanto a variavel celularidade da medula dssea, estabelecida pela biopsia da
medula dssea dos pacientes com SMD, foi dividida em hipocelular, normocelular e
hipercelular e categorizada em hipocelular versus normocelular + hipocelular. Foram
observados que 9 pacientes (17,6%) apresentaram medula éssea hipocelular, seguidos
de 9 pacientes com medula 6ssea normocelular (17,6%) e 33 pacientes com medula
hipercelular (64,7%) (Tabela 8). Adicionalmente, foi observado que 10 (52,6%)
pacientes apresentaram fibrose na medula 6ssea (Tabela 8).

Quanto a presenca de displasias na medula dssea, observou-se que 21 (50,0%)
dos pacientes apresentaram dois tipos de displasias, corroborando com a predominancia
de 71,4% dos casos inseridos na faixa de presenca de 2-3 displasias na medula éssea
(Tabela 8). Dentre as principais displasias observadas no mielograma ao diagndstico,
observou-se que houve um predominio de achados de disgranulopoiese, em 30 (71,4%)
casos, seguidos de diseritropoiese 33 (78,6%), dismegacariopoiese 18 (42,9%) e
presenca de micromegacariocitos 11 (23,4%) na medula dssea dos pacientes com SMD
(Tabela 8).

Ao analisar a celularidade da medula dssea, 5 (21,7%) pacientes apresentaram
de 1% a 14% de sideroblastos em anel, na analise do mielograma ao diagnostico,
sequidos de 7 (30,4%) pacientes inclusos na faixa de >15% a <50% e, por fim, 11

(47,8%) dos pacientes apresentaram uma contagem maior ou igual a 50% (Tabela 8).
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Quanto a percentagem de blastos observados ao mielograma, foi identificado
que 61 (82,4%) pacientes apresentaram menores ou iguais a 5% de blastos na medula
6ssea ao diagnostico (Tabela 8). Por conseguinte, 5 (6,8%) pacientes foram inclusos na
faixa de >5% a <10% de presenca de blastos, seguidos de 8 (10,8%) pacientes inseridos
na faixa de mais que 10% de blastos na medula 6ssea (Tabela 8).

Tabela 8: Caracterizacdo descritiva das varidveis clinicas relacionadas

aos achados da medula 6ssea em pacientes com SMD.

Variaveis N° 9%
Celularidade da medula ssea Hipocelular 9 17,6%
Normocelular 9 17,6%
Hipercelular 33 64,7%

Fibrose na medula 6ssea Auséncia 9 47,4%
Presenca 10 52,6%

Presenca de diseritropoiese 9 21,4%

Sim 33 78,6%

Presenca de disgranulopoiese Né&o 12 28,6%
Sim 30 71,4%

Presenca de sideroblastos em anel >1% - <14% 5 21,7%
>15% - <50% 7 30,4%
>50% 11 47,8%
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Quanto a analise citogenética dos pacientes do grupo SMD, observou-se que
cinguenta e um pacientes (68,9%) apresentaram resultados e 23 (38,1%) apresentaram
auséncia de metafase ao diagnéstico (Tabela 9 e 10). Dentre os 51 pacientes com
resultado citogenético (Figura 9), identificou-se que 29 (56,9%) pacientes possuiam
cariotipo normal (Tabela 9) e 22 (43,1%) pacientes apresentaram cariétipo alterado, dos
quais 14 (27,5%) pacientes apresentaram uma Unica alteracdo e 11 (68,8%) pacientes
apresentaram clones com 1 (um) alteracdo estrutural. Adicionalmente, 13 (25,5%)
pacientes apresentaram a presenca de ganho ou perda de cromossomos (aneuploidias)
dentre os pacientes com cariotipo alterado (Tabela 9 e Tabela 10).

Quanto as alteragBes citogenéticas mais comuns que acometem os pacientes
com SMD, observou-se que 8 (15,7%) pacientes apresentaram alteragdo no cromossomo
5 (-5/50-) (Tabela 9 e Tabela 10). Adicionalmente, foram observadas outras alteracdes
frequentes em SMD, tais como as envolvendo os cromossomos 7 (-7/7q9-) e 11 (-11/11g-
), sendo observado em 7,8% dos casos avaliados (Tabela 9 e Tabela 10).

Dos pacientes com resultados (exceto os pacientes com SMD-sec), quanto a
classificacdo progndsitica frente ao resultado citogenético estabelecido pelo IPSS-R
(GREENBERG et al., 2012), verificou-se que houve um predominio de pacientes com

prognostico favoravel em 38 (76,0%) dos casos (Tabela 9).

Tabela 9: Caracterizacdo descritiva dos resultados dos caridtipos e seu impacto
prognostico em pacientes com SMD ao diagnostico.

Variaveis N° 9%

Cariétipo (Aneuploide versus ndo Aneuploide) Normal 29 56,9%

Alterado ndo Aneuploide 9 17,6%
Aneuploide 13 25,5%

Cariotipo (Presenca de alteracdo no 7q) Normal 29 56,9%
Alterado com 7g- 4 7,8%
Alterado sem 7g- 18 35,3%



Caridtipo (alterado)

Classificacao do cariétipo de acordo com o IPSS-R
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Normal 29 56,9%
1 alteracdo 14 27,5%
2 alteracOes 4 78%
3 ou mais alteragdes 4 7,8%

Muito favoravel 0 0,0%
Favoravel 38 76,0%
Intermediario 9 18,0%
Desfavoravel 0 0,0%
Muito desfavoravel 3 6,0%




Tabela 10: Descricdo clinica dos pacientes com SMD.

Paciente  Sexo Idade Celularidade Cari6tipo - ISCN 2013 OMS IPSS-R DP e-LMA Obito
1 F 28 - 46,XX[20] AR Baixo (>1.5-3) S N N

3 F 78 - 46,X,i(x)(q10),del(17)(q22023.3)[ 71/46,XX[13] Baixo (>1.5-3) N N

5

n

45 Normocelular  46,XX][7] Baixo (>1.5-3) N

~
n

83 Normocelular  46,XX[20] AR Muito Baixo (<=1.5) N

P
P

©
<

47 Normocelular  47,XY,+mar[5]/46,XY ,del(5)(q31)[5]/46,XY[15] CRDM Baixo (>1.5-3)

z

w

[any
[N
<

30 46,XY[24] CRDM Baixo (>1.5-3)

zZ
zZ

[uny
w
<
=z

53 - 46,XY[20] CRDM Intermedidrio (>3-4.5)

[uny

o1

n

(%2}

Pz
'

70 Hipercelular ~ Auséncia de Metéfase ARSA -

[N
-
<
[{e]
g
z
P4

46,X-Y[4]/46,XY[16] ARSA Muito Baixo (<=1.5)

[uny
©
m
o]
N

- 46,XX,del(20)(q13.1)[7]/46,XX[16] AR Baixo (>1.5-3)

N
[y
Tn

Hipercelular  46,XX[11] ARSA Muito Baixo (<=1.5)

zZ
P

N
w
n

77 - Auséncia de Metafase AREB Il -

'
wn
wn

N
a
<

45 Hipocelular 47 XY ,+mar[3]/46,XY[17] CRDM Alto (>4.5-6)

pd
P
P

N
N
<

70 Hipercelular ~ Auséncia de Metafase CRDM -

=z

)
©
<

81 Hipercelular  46,XX[20] ARSA Baixo (>1.5-3) S

zZ

w
=
<

80 - 47, XY +8[12]/46,XY[8] AREB | Intermediario (>3-45) N

w
w

w
w
7

41 Normocelular ~ Auséncia de Metafase ARSA - S

w
a
<

68 Hipercelular ~ 46,XY,del(5)(q15q33)[7]/46,XY[11] CRDM Baixo (>1.5-3)

P4

90,XXXX,-6,-7,-8,-
11,421,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[

w
by
-n
=z
w

30 Hipocelular

AREB I Muito Alto (>6) S
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3]/45,XX,-7[5]/45~46,XX,-
7,del(7)(932),del(11)(932),-
17,del(17)(p11.2),del(20)(q13.1)[cpll]

41 Hipocelular ~ 46,XY[10] Baixo (>1.5-3)

44 Normocelular ~ Auséncia de Metéfase -

89,XXY,-20,-22,-

43 M 82 Hipercelular CRDM Baixo (>1.5-3) S N N

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

45 Hipercelular  46,XY[8] CRDM Baixo (>1.5-3)

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

a7 M 63 Hipercelular  rg1/46 X del(5)(q15033)[5]/46,XY[6]

AREB 1| Muito Alto (>6) S N N

49 71 Hipercelular ~ 46,XX[25] CRDM-SA Baixo (>1.5-3) S - -

51 58 Hipocelular ~ Auséncia de Metafase CRDM - S S S

46,XX,del(5)(q15033)[9]/46,XX,del(5)(q15433),

53 F 40 del(11)(?925)[7]/46, X X[4]

CRDM Baixo (>1.5-3) S N S

Hipercelular ~ Auséncia de Metafase CRDM

- Auséncia de Metafase CRDM

59 F 70 - Auséncia de Metafase AR - N N N

Hipercelular ~ Auséncia de Metéfase -

Hipercelular  46,XX]5] Baixo (>1.5-3)

Hipocelular 46,XY,del(5)(?915q33)[81/46,XY[12] Baixo (>1.5-3)

Hipocelular 46,XX,del(5)(q15933)[4]/46,XX[18] Muito Baixo (<=1.5)
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69 F 77 Normocelular ~ Auséncia de Metéfase CRDM - N N N

71 F 46,XX[20] AR Baixo (>1.5-3)

73 M 71 Auséncia de Metafase AREB Il -

Legenda: IPSS-R (Sistema Internacional de Score Prognostico Revisado), OMS (Organizacdo Mundial de Salde), DP (Dependéncia Transfusional), e-LMA
(Evolugdo para Leucemia Mieldide Aguda), AR (Anemia refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), AREB (Anemia refrataria com
excesso de blastos tipo | e II), CRDM (Citopenia refrataria com displasia em multilinhagens). S (Sim), N (N&o), M (Masculino), F (Feminino).
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Figura 12: Representacdo esquematica de resultados citogenéticos a partir de amostras de medula 6ssea de pacientes com SMD.
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A. Paciente do sexo masculino apresentando cariotipo normal 46,XX[20] de progndstico favoravel de acordo com a classificacdo do IPSS-R (GREENBERG et al., 2012). B. Paciente
do sexo feminino apresentando cariétipo alterado del(5)(q31)[5] de prognéstico favoravel de acordo com a classificacdo do IPSS-R (GREENBERG et al., 2012). C. Paciente do sexo
masculino apresentando cariotipo alterado del(7)(g32)[2] de progndéstico intermediario de acordo com a classificagdo do IPSS-R (GREENBERG et al., 2012). D. Paciente do sexo
masculino apresentando cariotipo alterado del(5)(g31),del(7)(g22),+8[10] de progndstico desfavoravel de acordo com a classificacdo do IPSS-R (GREENBERG et al., 2012).
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Quanto aos achados clinicos observados no sangue periférico dos pacientes
com SMD, foi observado, ao hemograma, que 37 (50,0%) pacientes apresentaram Hb
inferior a 8g/dL, que 49 (66,2%) pacientes apresentaram contagem de neutrdfilos
(ANC) superior a 800 por mm® e, por fim, 35 (47,3%) pacientes apresentaram contagem
de plaguetas superior a 100.000/mm?® (Tabela 11).

Frente a variavel indicativa do nimeros de citopenias identificados no sangue
periférico dos pacientes com SMD, em acordo com os critérios estabelecidos Greenberg
e colaboradores (2012), foi observado que houve um predominio de pacientes com a
presenca de 1 (uma) citopenia ao hemograma em 39 (52,7%) casos avaliados (Tabela
11).

Tabela 11: Caracterizacdo descritiva das variaveis clinicas relacionadas aos achados do
sangue periférico em pacientes com SMD.

Variaveis N° 9%
Classificacéo dos valores de hemoglobina (HB) > 10g/dL 17 23,0%
>8 - <10g/dL 20 27,0%
<8 g/dL 37 50,0%

Classificacdo dos valores de neutréfilos (ANC) >800/mm 49 66,2%

<800/mm? 25 33,8%

Classificacéo dos valores de plaquetas (categorizada) >50.000 52 70,3%

<50.000 22 29,7%

Frente a variavel prognostica estabelecida pelo IPSS-R (GREENBERG
et al., 2012), verificou-se que 7 (13,7%) pacientes foram classificados como muito bom
progndstico; 31 (60,8%) pacientes foram definidos com bom progndstico; 5 (9,8%)
pacientes definidos com progndstico intermediario e 3 (9,7%) e 5 (9,8%) pacientes
foram estabelecidos como prognoéstico alto e muito alto, respectivamente (Tabelal2).
Em relacdo a variavel prognostica estabelecida pelo WPSS, observou-se que houve um
predominio de casos de baixo risco, em 18 (36,0%) casos, seguidos de pacientes
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estabelecidos ao prognostico de risco intermediario e alto em 16 (32,0%) e 7 (14,0%)
dos casos avaliados, respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12: Estratificacdo descritiva das variaveis associadas ao risco prognostico dos
pacientes com SMD ao diagnostico.

Variaveis N° 9%

Classificacéo do grupo de risco de acordo com 0 Muito baixo+baixo 38 74,5%
Intermediario+alto+muito alto 13 25,5%

IPSS-R (categorizada)

Quanto ao acompanhamento terapéutico do paciente com SMD, foi observado
que 38 (55,1%) pacientes tornaram-se dependentes transfusionais, quando utilizado o
critério de 1 transfusdo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses estabelecido por
Malcovati e colaboradores (2005) (Tabela 13). Por fim, verificou-se que 24 (32,4%)
pacientes foram a ébito e 10 (14,5%) pacientes evoluiram para LMA no decorrer da

execucao do presente estudo (Tabela 13).

Tabela 13: Caracterizagcdo descritiva das escolhas terapéuticas e
evolucdo clinica dos pacientes com SMD.

Variaveis N° 9%
Dependéncia transfusional Néo 31 44,9%
Sim 38 55,1%
Evolugdo para LMA Né&o 59 85,5%

Sim 10 14,5%
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4.2 Andlise do nivel de expressdo génica por gPCR em amostras de pool celular da

medula de pacientes com SMD

Os niveis de expressao génica referente aos genes ERCC8 (CSA), ERCC6 (CSB),
ERCC5 (XPG), XPA e XPC para a associacao entre os individuos controles (n=10) e as
amostras de pool celular dos pacientes com SMD (n=84), e suas respectivas variaveis

clinicas (como listado abaixo), serdo apresentadas nas secoes a seguir.

Sexo

Idade

Origem

Quanto a classificacdo da OMS

Formas da SMD

Celularidade da Medula Ossea

Celularidade da medula 6ssea (Categorizada)

Presenca de Fibrose na medula 6ssea

Presenca de Displasias na medula éssea

Presenca de Diseritropoese

Presenca de Dismegacariopoese

Presenca de Micromegacaridcito

Presenga de Sideroblastos em anel

Faixas de percentagens de Blastos

Faixas de percentagem de Blastos (categorizada)

Carittipo

Cariotipo (Quanto a alteracdo: normal/alterado)

Cari6tipo (Aneuploidia)

Cari6tipo (Presenca de alteracdo no 5q)

Caridtipo (Presenca de alteracdo no 7q)

Caridtipo (Presenca de altera¢do no 11q)

Cari6tipo (Complexo - alteragdes no mesmo

clone)

Cariotipo (presenca de alteracdes estruturais)

e Quanto ao prognostico (IPSS-R)

o Classificacdo dos valores de hemoglobina (HB)
de acordo com o IPSS-R

e Classificagdo dos valores de hemoglobina (HB)
(categorizada)

e Classificacdo dos valores de neutrofilos (ANC)
de acordo com o IPSS-R

e Classificagdo dos valores de plaquetas de acordo
com o IPSS-R

¢ Classificacdo do numero de citopenias no
sangue periférico de acordo com o IPSS-R

e Classificacdo do grupo de risco de acordo com o
IPSS-R

e Classificacdo do grupo de risco de acordo com o
IPSS-R (categorizada)

e Classificagdo do grupo de risco de acordo com 0
WPSS

e Dependéncia Transfusional

e Obito

e Evolugdo para LMA
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4.2.1 Andlise do nivel de expressdo do gene ERCC8 (CSA)

Inicialmente, em relacdo ao gene ERCC8 (CSA), as varidveis de analise foram

separadas em varidveis com significancia estatistica (relatadas na sessdo corrente) e

varidveis sem significncia estatistica (ndo demonstradas) como verificado na Figura
13.

Figura 13: Variaveis de analises com significancia estatistica e sem significancia
estatistica para o gene ERCC8 (CSA).

Variaveis com significancia estatistica Variaveis sem significancia estatistica




75

Inicialmente, para 0 gene ERCCS, foi encontrada associagdo com relagdo a

varidvel de celularidade e presenca de alteracbes displasicas na medula 6ssea dos

pacientes com SMD. Quanto a associacdo do nivel de expressdao do gene ERCC8 e o

perfil de celularidade da medula 6ssea de pacientes com SMD, identificou-se que o gene

ERCCS8 apresenta uma menor expressdo em pacientes com medula hipocelular frente a
pacientes com medula hipercelular (p=0,000245; 1C= 0,000245185 — 0,000070094)

(Figura 14).

Figura 14: Nivel de expressdo do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel Celularidade.
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Levene test
. 0,145000
Hipocelular | 7 [77,8% [ 0,000118350| 0,0000191744 | 0,000071432 | 0,000165268 0.000245*
Celularidade 0 145000
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Ossea 0,000245~
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+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p<0,05.
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Quanto ao perfil de celularidade da medula dssea de pacientes com SMD,
observou-se que pacientes com medula dssea hipocelular apresentam uma menor
expressdo do gene ERCC8 em relagcdo a pacientes com medula éssea categorizada em
normocelular + hipercelular (p= 0,000420; 1C= 0,0002149300 — 0,0000668837) (Figura
15).

Figura 15: Nivel de expressdao do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel de celularidade da medula 6ssea (categorizada) em pacientes com SMD.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a série hemopoética eritroblésti ca com presenca de diseritropoese em

pacientes com SMD, observou-se que pacientes com medula 6ssea sem diseritropoese

apresentam uma maior expressao do gene ERCC8 em relacdo a pacientes com medula
6ssea com diseritropoese (p=0,000150 ; IC= 0,0000395256 — 0,0001093841) (Figura

16).

Figura 16: Nivel de expressdo do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel presenca de diseritropoese na medula 6ssea em pacientes com SMD.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto as faixas de percentagens de blastos em pacientes com SMD, observou-

se que pacientes com medula 6ssea com percentagem de blastos menores ou iguais a 5%

exibiram uma menor expressdéo do gene ERCC8 em relagdo a pacientes com

percentagem de blastos maiores que 5% e menores ou iguais a 10% (p<0,0001 ; IC=
0,000321954 — 0,000512819) (Figura 17).

Figura 17: Nivel de expressdao do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel percentagem de blastos na medula éssea em pacientes com SMD.
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+ ANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p<0,05.
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Quanto as faixas de percentagens de blastos categorizadas para pacientes com

SMD, observou-se que pacientes com medula dssea com percentagem de blastos abaixo

de 5% exibiram uma menor expressdao do gene ERCC8 em relacdo a pacientes com
percentagem de blastos acima de 5% (p=0,002525; IC= 0,0003946113 — 0,0001067379)
(Figura 18).

Figura 18: Nivel de expressdao do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel percentagem de blastos (categorizada) na medula 6ssea em pacientes com

SMD.
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Na analise do nivel de expressdao do ERCC8 e o perfil citogenético dos pacientes

com SMD, inicialmente, observou-se que pacientes com cariotipo normal possuem uma

maior expressdo do gene ERCC8 em relagdo a pacientes com resultado de caridtipo
alterado (p=0,046628; IC= 0,000001 — 0,000124) (Figura 19).

Figura 19: Nivel de expressdao do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel caridtipo normal versus cariotipo alterado.
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Em relacdo ao nivel de expressio do ERCC8 e o perfil citogenético dos

pacientes com SMD quanto a presenca de alteracdo no braco longo do cromossomo 11,

observou-se que pacientes com cariotipo alterado com 11g possuem uma maior

expressdo do gene ERCC8 em relacdo a pacientes com resultado de cari6tipo normal e

estes possuem expressdo do gene ERCC8 maior que pacientes com cariotipo alterado
sem 11q(p=0,034066 ; IC= 0,000006827 — 0,000181848) (Figura 20).

Figura 20: Nivel de expressdo do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

variavel Cariotipo (Presenca de alteracdo no 11q): normal, alterado com 11q e alterado

sem 11q.
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Quanto a classificacdo clinica categorizada dos pacientes de acordo com 0s

critérios preconizados pela OMS, observou-se que pacientes diagnosticados com AREB

possuem um maior nivel de expressdio do gene ERCC8 em relacdo a pacientes
diagnosticados com ARSA (p=0,021956; I1C= 0,000441233 - 0,000030229) e este,
possuindo maior expressdéo em relagdo a pacientes diagnosticados com CRDM
(p=0,008935; 1C= 0,000458408 - 0,000064003) (Figura 21).

Figura 21: Nivel de expressdao do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

classificacdo diagnostica da doenga.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em relagdo ao nivel de expressdo do gene ERCC8 e as formas de SMD

diagnosticadas nos pacientes, foi observado que pacientes com formas avancadas

possuem uma maior expressdo do gene ERCC8 em relacdo a pacientes com formas
iniciais (p=0,002385; IC= 0,0003967080 — 0,0001087665) (Figura 22).

Figura 22: Nivel de expressdao do gene ERCC8 em pacientes com SMD frente a

classificacdo das formas de SMD.
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05
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4.2.2 Andlise do nivel de expressdo do gene ERCC6 (CSB)

Inicialmente, em relacdo ao gene ERCC6 (CSB), as varidveis de analise foram

separadas em varidveis com significancia estatistica (relatadas na sessdo corrente) e

varidveis sem significancia estatistica (ndo demonstradas) como verificado na Figura
23.

Figura 23: Variaveis de analises com significancia estatistica e sem significancia
estatistica para o gene ERCC6 (CSB).

Variaveis com significancia estatistica Variaveis sem significancia estatistica
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Quanto a associacao do nivel de expressdo do gene ERCC6 e idade categorizada

segundo o IPSS revisado para pacientes com SMD, foi identificado que o gene ERCC6

apresentou uma maior expressao em pacientes compreendidos na faixa etaria >70 - <80

anos frente a pacientes compreendidos na faixa etaria < 60 anos (p=0,006846; IC=
0,000037467 — 0,002160626) (Figura 24).

Figura 24: Nivel de expressao do gene ERCC6 em pacientes com SMD frente a idade

categorizada pelo IPSS revisado.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a analise da variavel do nimero de displasias identificados na medula

Ossea dos pacientes com SMD, identificou-se que pacientes com 2 displasias na MO

apresentam uma maior expressdo do gene ERCC6 frente a pacientes com 1 displasia
(p=0,007273; 1C= 0,000318516- 0,002103308) (Figura 25).

Figura 25: Nivel de expressdao do gene ERCC6 em pacientes com SMD frente a

variavel Displasia na MO.
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05582 | 3 displasias | 8 | 88,9% | 0,003960374 | 0,00095822165 | 0,001694552 | 0,006226196 83%23

tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a analise da variavel do nimero de citopenias identificados na medula

Ossea dos pacientes com SMD, identificou-se que pacientes com 3 citopenias no sangue

periférico apresentam uma maior expressdo do gene ERCC6 frente a pacientes com 1

citopenia e este apresentou uma maior expressédo do gene ERCC6 frente a pacientes com
2 citopenias (p=0,000060 ; IC= 0,000386594 - 0,003281815) (Figura 26).

Figura 26: Nivel de expressdao do gene ERCC6 em pacientes com SMD frente a

variavel nimero de citopenias no sangue periférico de acordo com o IPSS revisado.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.3 Andlise do nivel de expressdo do gene ERCC5 (XPG)

Inicialmente, em relacdo ao gene ERCC5 (XPG), as variaveis de analise foram

separadas em varidveis com significancia estatistica (relatadas na sessdo corrente) e

varidveis sem significancia estatistica (ndo demonstradas) como verificado na Figura
27.

Figura 27: Variaveis de analises com significancia estatistica e sem significancia
estatistica para o gene ERCC5 (XPG).

Variaveis com significancia estatistica  Variaveis sem significancia estatistica
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Quanto a analise da variavel origem dos pacientes com SMD, foi verificado que

pacientes de origem rural apresentaram uma maior expressao do gene ERCC5 frente a
pacientes de origem urbana (p=0,003248 ; IC= 0,0064175127 - 0,0013481614) (Figura

28).

Figura 28: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

variavel origem.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05
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Quanto a anéalise da variavel valores de hemoglobina (HB) categorizada dos

pacientes com SMD, foi verificado que pacientes com valores de hemoglobina <8g/dL

apresentaram uma maior expressdo do gene ERCC5 frente a pacientes com valores de

hemoglobina >8gdL (p=0,035419 ; IC= 0,0039406948 - 0,0001446555) (Figura 29).

Figura 29: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

variavel classificacdo dos valores de hemoglobina (HB) categorizada.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05
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Quanto a andlise da variavel valores de plaquetas, segundo IPSS-2012, dos

pacientes com SMD, foi verificado que pacientes com valores de plaquetas

<50.000/mm? apresentaram uma maior expressdo do gene ERCC5 frente a pacientes

com valores de plaquetas entre >50.000 - <100.000/mm?* e este superior aos que
apresentaram valores de plaquetas : >100.000/mm?® (p=0,000282 ; IC= 0,000084489 -

0,010537735) (Figura 30).

Figura 30: Nivel de expressdo do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

variavel classificacdo dos valores de plaquetas de acordo com o IPSS-2012.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a analise da variavel valores de plaquetas, segundo IPSS-2012
categorizado, dos pacientes com SMD, foi verificado que pacientes com valores de
plaquetas <50.000/mm? apresentaram uma maior expressdo do gene ERCC5 frente a
pacientes com valores de plaquetas entre >50.000 (p=0,003302; IC= 0,0097776921 -
0,0021800534) (Figura 31).

Figura 31: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a
variavel classificacdo dos valores de plaquetas de acordo com o IPSS-2012
categorizado.
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05
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Quanto a analise da variavel do nimero de citopenias identificados na medula

Ossea dos pacientes com SMD, identificou-se que pacientes com 3 citopenias no sangue

periférico apresentam uma maior expressdo do gene ERCCS5 frente a pacientes com 2

citopenias e este apresentou uma maior expressédo do gene ERCC5 frente a pacientes
com 1 citopenia (p=0,001297 ; IC= 0,000714275 - 0,011331141) (Figura 32).

Figura 32: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

variavel nimero de citopenias no sangue periférico de acordo com o IPSS revisado.
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Quanto a classificagdo dos pacientes de acordo com as definigOes estabelecidas

pela OMS foi verificado associa¢do entre as categorias AREB Il e CRDM, onde

pacientes classificados como AREB Il possuem uma maior expressao do gene ERCC5
em relagdo aos pacientes diagnosticados como CRDM (p=0,002043 ; IC= 0,001223572
- 0,001989732) (Figura 33).

Figura 33: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

classificacdo da OMS.
0.04 -
l * I
— I I
g
»
&y 0.03-
S *
‘B —
s [ |
a
< 0.02 $
2 - s —+-
3 I J— o
g 0.01
*
= n
o (]
0.00 T T T T T
AR ARSA CRDM AREB| AREBII
Nivel de Expressdo (2°4%)
Games-
N % Média DESVI~0 Minimo Maximo |ANOVA# Testede | Howell
Padrao Levene | pos-hoc
test
AR | 8 8899 |0,011129852|0,0014952374 | 0,007594177 | 0,014665527 -
Classificagéio | ARSA | 12100,0% | 0012856814 | 0,0014061869 | 0,009761818 | 0,015951811 -
diagnéstica | CRDM [ 31| 79 504 |0,010406390 | 0,0006745522 [ 0,009028771 | 0,011784009 | 0,002130 | 0,110425 | 0,002043*
daSMD - TAREB 1| 4 [ 100,0% [0.016231211 [ 0,0022889491 | 0,008946753 | 0,023515668 -
AREBII | 9 [ 100,09 | 0,017419487 [ 0,0024698864 | 0,011723919 | 0,023115055 0,002043*

tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em relagdo ao nivel de expressdo do gene ERCC5 e as formas de SMD

diagnosticadas nos pacientes, foi observado que pacientes com formas avancadas

possuem uma maior expressdo do gene ERCC5 em relacdo a pacientes com formas
iniciais (p=0,024456; 1C= 0,0,0080510634 — 0,0,0005724678) (Figura 34).

Figura 34: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

classificacdo das formas de SMD.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05
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Quanto a variavel dependéncia transfusional do grupo de pacientes com SMD,

pOde-se observar que pacientes sem dependéncia transfusional, definido de acordo com

os critérios estabelecidos por Malcovati e colaboradores (2005), apresentaram um maior

nivel de expressdo do gene ERCC5 do que pacientes com dependéncia transfusional
(p=0,031367; IC=0,0002521801 - 0,0051199253) (Figura 35).

Figura 35: Nivel de expressdo do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente ao perfil

de dependéncia transfusional.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto & varidvel evolucdo para LMA, foi observado que pacientes que

apresentaram quadro clinico de evolucdo para LMA também apresentaram um maior

nivel de expressdao do gene ERCC5 em relacdo aos pacientes que ndo evoluiram para
LMA (p=0,017654; IC=0,0073453995 — 0,0007270832) (Figura 36).

Figura 36: Nivel de expressdao do gene ERCC5 em pacientes com SMD frente a

variavel de evolucéo para LMA.

0.03 -

mRNA ERCC5 expression (249)

0.02 ~

0.01 +

0.00 T
Nao Sim
Nivel de Expressdo (2%)
N % Média Desvlo Minimo Méximo Teste de p-valort
Padréo Levene
Evolucdo [ Nao | 53| 89,8% |0,011837805 | 0,0006153918 | 0,010602931 | 0,013072679
para - 0,217259 | 0,017654
LMA [Sim|[10]100,0% [0,015874046 | 0,0020047043 | 0,011339090 | 0,020409002

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
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4.2.4 Analise do nivel de expressdo do gene XPA

Inicialmente, em relacdo ao gene XPA, as variaveis de analise foram separadas
em variaveis com significancia estatistica (relatadas na sessdo corrente) e variaveis sem
significancia estatistica (ndo demonstradas) como verificado na Figura 37.

Figura 37: Varidveis de analises com significancia estatistica e sem significancia

estatistica para o gene XPA.

Variaveis com significancia estatistica Variaveis sem significancia estatistica




99

Quanto a variavel Grupo, foi observado que pacientes categorizados como
Controle apresentaram um maior nivel de expressdao do gene XPA em relacdo aos
pacientes categorizados como Caso (p=0,008653; IC= 0,0001814053 -
0,0,0012077668) (Figura 38).

Figura 38: Nivel de expressdo do gene XPA em pacientes com SMD frente a varivel
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto & associacao do nivel de expressdao do gene XPA e idade segundo o IPSS

revisado para pacientes com SMD, identificou-se que o gene XPA apresentou uma

maior expressdo em pacientes compreendidos na faixa etaria >80anos frente a pacientes

compreendidos na faixa etaria < 60 anos, que apresentou maior expressao frente a

pacientes compreendidos na faixa etaria >70-<80 anos e este apresentou maior

expressdao do gene XPA frente a pacientes compreendidos na faixa etaria >60-<70
(p=0,002665; 1C= 0,000124363 — 0,001721836) (Figura 39).

Figura 39: Nivel de expressdo do gene XPA em pacientes com SMD frente a idade

categorizada pelo IPSS revisado.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto & associacdo do nivel de expressdo do gene XPA e idade segundo o IPSS
categorizado para pacientes com SMD, identificou-se que o gene XPA apresentou uma
maior expressao em pacientes compreendidos na faixa etaria <60 anos frente a pacientes
compreendidos na faixa etaria > 60 anos (p= 0,037400; IC= 0,0000215732 -
0,0,0006948327) (Figura 40).

Figura 40: Nivel de expressao do gene XPA em pacientes com SMD frente a idade pelo

IPSS categorizado.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a analise da variavel origem dos pacientes com SMD, foi verificado que

pacientes de origem rural apresentaram uma maior expressdo do gene XPA frente a
pacientes de origem urbana (p=0,033395; 1C=0,0006714980 - 0,0000284644) (Figura

41).
Figura 41: Nivel de expressdo do gene XPA em pacientes com SMD frente a variavel
origem.
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fTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto & associacdo do nivel de expressdo do gene XPA e o perfil de

celularidade da medula 6ssea de pacientes com SMD, identificou-se que o gene XPA

Celularidade da MO.

Figura 42: Nivel de expressao do gene XPA em pacientes com SMD frente a variavel

apresenta uma maior expressdo em pacientes com medula hipocelular frente a pacientes
com medula hipercelular (p=0,061571 ; IC= 1,82E-7 — 0,001018196) (Figura 42).
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto ao perfil de celularidade da medula dssea de pacientes com SMD,

observou-se que pacientes com medula Ossea hipocelular apresentam uma maior

expressdao do gene XPA em relacdo a pacientes com medula dssea categorizada em
normocelular + hipercelular (p=0,000583; IC= 0,0002994033 — 0,0009982221) (Figura

43).

Figura 43: Nivel de expressdo do gene XPA em pacientes com SMD frente a variavel

de celularidade da medula éssea em pacientes com SMD.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a classificacdo dos valores de neutrofilos (ANC) de acordo com o IPSS

revisado, de pacientes com SMD, observou-se que pacientes com valores de neutrofilos

<800/mm? apresentam uma maior expressdo do gene XPA em relacdo a pacientes com
valores de neutrofilos >800/mm?* (p=0,004245; 1C=0,0009494217 — 0,0001851046)
(Figura 44).

Figura 44: Nivel de expressdo do gene XPA em pacientes com SMD frente a variavel

classificacdo dos valores de neutréfilos (ANC) de acordo com o IPSS revisado em

pacientes com SMD.
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#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a analise da variavel do nimero de citopenias identificados na medula

Ossea dos pacientes com SMD, identificou-se que pacientes com 2 citopenias no sangue

periférico apresentam uma maior expressao do gene XPA frente a pacientes com 3

citopenias e este apresentou uma maior expressao do gene XPA frente a pacientes com 1

citopenia (p= 0,006946 ; 1C= 0,000979287 - 0,000117812) (Figura 45).

Figura 45: Nivel de expressdo do gene XPA em pacientes com SMD frente a variavel

namero de citopenias no sangue periférico de acordo com o IPSS revisado.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto ao quesito Evolucdo para LMA, foi identificado que pacientes que

apresentaram, no percurso da doenca, evolucgdo clinica para LMA, apresentaram maior

nivel de expressdo do gene XPA em relacdo a pacientes que nao evoluiram para LMA
(p=0,022442; 1C= 0,0010684647 — 0,0000843381) (Figura 46).

Figura 46: Nivel de expressdao do gene XPA em pacientes com SMD que evoluiram

para LMA.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.5 Andlise do nivel de expressdo do gene XPC

Inicialmente, em relacdo ao gene XPC, as variaveis de analise foram separadas
em variaveis com significancia estatistica (relatadas na sessao corrente) e variaveis sem

significancia estatistica (ndo demonstradas) como verificado na Figura 47.

Figura 47: Variaveis de analises com significancia estatistica e sem significancia
estatistica para o gene XPC.

Variaveis com significancia estatistica Variaveis sem significancia estatistica
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Quanto a associacao do nivel de expressdo do gene XPC e idade segundo o IPSS

revisado para pacientes com SMD, identificou-se que o gene XPC apresentou uma

maior expressao em pacientes compreendidos na faixa etaria >80anos frente a pacientes

compreendidos na faixa etdria < 60 anos, que apresentou maior expressao frente a

pacientes compreendidos na faixa etaria >70-<80 anos e este apresentou maior

expressdao do gene XPC frente a pacientes compreendidos na faixa etaria >60-<70
(p=0,005345 ; IC=0,000449455 — 0,010819107) (Figura 48).
Figura 48: Nivel de expressdo do gene XPC em pacientes com SMD frente a idade

categorizada pelo IPSS revisado.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.




110

Quanto ao perfil de celularidade (categorizada) da medula 6ssea de pacientes

com SMD, observou-se que pacientes com medula 6ssea hipocelular apresentam uma

maior expressao do gene XPC em relagdo a pacientes com medula éssea categorizada
em normocelular + hipercelular (p=0,000340; IC= 0,0021917275 — 0,0067043853)
(Figura 49).

Figura 49: Nivel de expressdo do gene XPC em pacientes com SMD frente a variavel

de celularidade da medula éssea em pacientes com SMD.
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Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Quanto a variavel de presenga de sideroblastos em anel na medula Gssea dos
pacientes com SMD. Nesta andlise, verificou-se que pacientes que possuem valor na
faixa de >1% - <15% possuem um maior nivel de expressdo do XPC frente aos
pacientes inseridos com valores >50% e este com maior expressdo do gene XPC em
relacdo a pacientes com valores >15%- <50% em pacientes com presenga de
sideroblastos em anel na MO (p= 0,000067; IC= 0,005634453 — 0,024920488) (Figura
50).

Figura 50: Nivel de expressdo do gene XPC em pacientes com SMD frente a presenca

de Sideroblastos em anel na MO.
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tANOVA one-way. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Em suma, pode-se relatar que os resultados apresentados demonstram que:

1. Ocorre uma importante reducédo da expressao do gene ERCC8 e aumento dos
genes XPA e XPC em pacientes com SMD hipocelular (figura 51);

Figura 51: Resultados dos niveis de expressdo dos genes ERCC8, XPA e XPC em
pacientes com SMD hipocelular.
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2. Tem-se um aumento dos niveis de expressao dos genes ERCC8, ERCC5 e XPA
em pacientes com faixas de percentagens de blastos entre 5%-10%, cari6tipo
alterado, AREB, formas avancadas, dependéncia transfusional e evolucéo para
LMA.

Figura 52: Resultados dos niveis de expressdo dos genes ERCC8, XPA e XPC em
pacientes com com faixas de percentagens de blastos entre 5%-10%, cari6tipo alterado,

AREB, formas avancadas, dependéncia transfusional e evolugdo para LMA.
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3. Ha um importante aumento nos niveis de expressdo dos genes ERCC6, ERCC5 e
XPA em pacientes com numero de citopenias (duas e trés citopenias), valores de
neutrofilos menor que 800/mm?, hemoglobina menor que 8g/dL e plaquetas

menor que 50000/mm?.

Figura 53: Resultado dos niveis de expressdo dos genes ERCC6, ERCC5 e XPA
em pacientes com numero de citopenias (duas e trés citopenias), valores de
neutrofilos menor que 800/mm?, hemoglobina menor que 8gdL e plaquetas menor

que 50000/mm?.
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4. Tem-se um importante aumento nos niveis de expressdo dos genes ERCCS,
ERCC5, XPA e XPC em pacientes com SMD, de origem rural e idade

menorigual a 70 anos.

Figura 54: Resultado dos niveis de expressdo dos genes ERCC6, XPA e XPC em

pacientes com SMD e idade menorigual a 70 anos.
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5. Ha um importantes aumento do nivel de expressdo do gene XPC em pacientes

com percentagem de sideroblastos em anel entre 1% e 15%.

Figura 55: Resultado do nivel de expressdo do gene XPC em pacientes com SMD

quanto a percentagem de sideroblastos em anel entre 1% e 15%.
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4.3 Andlises de sobrevida dos pacientes com SMD em relagdo aos niveis de
expressdo dos genes relacionados aos mecanismos de reparo em danos de fita
simples do DNA

Para a realizacdo das analises de associagcdo entre o0s niveis de expressdo dos
genes relacionados aos mecanismos de reparo em SSB e a sobrevida dos pacientes com
SMD, foi inicialmente definido o cutoff (baseado no algoritimo estabelecido pelo
software Cutoff Finder) de cada perfil de expressdo, por gene, para que se tornasse
possivel realizar o teste de log-rank associado com o grafico de curva de sobrevida
estabelecido por Kaplan-Meier. Os dados dos cutoffs, por gene, estdo apresentados na
tabela 14.

Tabela 14: Caracterizacdo dos cutoffs na analise de associacdo entre os niveis de

expressdo dos genes de reparo em SSBs e a sobrevida dos pacientes com SMD.

Faixa**
Gene | Cutoff* i i OR IC p valor
Superior | Inferior
ERCCS8 | 0.0002529 | 40 (54.1%) | 34 (45.9%) | 0.5 | 0.26 | 0.98 0.04
ERCC5 | 0.01472 | 25(33.8%) | 49 (66.2%) | 2.62 | 1.33 | 5.14 0.0038
XPA | 0.001807 | 25 (33.8%) | 49 (66.2%) | 10.63 | 3.92 | 28.87 | 0.000000031
XPC 0.0171 | 22(29.7%) | 52 (70.3%) | 2.59 | 1.15 | 5.81 0.017

*Algoritimo estabelecido pelo software Cutoff Finder
**Faixa de pacientes com expressdo superior ou inferior ao cut-off estabelecido.
OR - Odds-Ratio / IC — Intervalo de Confianga

A tabela 14 apresenta, inicialmente, a analise de correlacdo da sobrevida dos
pacientes com SMD e o nivel de expressdo do gene ERCC8, demonstrando que 40
(54.1%) pacientes com niveis de expressao superior ao cutoff de 0.0002529 possuem
uma maior sobrevida (Figura 56A), com uma taxa de risco (HR, hazard ratio) de 0.5
(IC=0.26-0.98) e com uma correlacdo significativa (p=0.04) entre 2.5% dos pontos de
corte investigados, conforme apresentado na figura 56B.
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Figura 56: Analises de associacdo entre o nivel de expressdo do gene ERCCS8 e a
sobrevida dos pacientes com SMD. A. Grafico de curva de sobrevida (Kaplan-Meyer).

B. Grafico de obtencéo de Cutoff a partir da otimizagédo por correlacdo com a sobrevida.
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Segundamente, a tabela 14 apresenta a analise de correlacdo da sobrevida dos
pacientes com SMD e o nivel de expressdao do gene ERCC5, demonstrando que 49
(66.2%) pacientes com niveis de expressao superior ao cutoff de 0.01472 possuem uma
menor sobrevida (Figura 57A), com uma taxa de risco (HR, hazard ratio) de 2.62 (IC=
1.33-5.14) e com uma correlacdo significativa (p=0.0038) entre 21.3% dos pontos de
corte investigados, conforme apresentado na figura 57B.
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Figura 57: Analises de associacdo entre o nivel de expressdo do gene ERCC5 e a

sobrevida dos pacientes com SMD. A. Gréfico de curva de sobrevida (Kaplan-Meyer).

B. Gréfico de obtencao de Cutoff a partir da otimizagéo por correlagdo com a sobrevida.
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Por conseguinte, a tabela 14 apresenta a anélise de correlacdo da sobrevida dos
pacientes com SMD e o nivel de expressdo do gene XPA, demonstrando que 49 (66.2%)
pacientes com niveis de expressdo superior ao cutoff de 0.001807 possuem uma menor
sobrevida (Figura 58A), com uma taxa de risco (HR, hazard ratio) de 10.63 (IC= 3.92-
28.87) e com uma correlacéo significativa (p=3.1e-08) entre 42.2% dos pontos de corte

investigados, conforme apresentado na figura 58B.

Figura 58: Andlises de associacdo entre o nivel de expressdo do gene XPA e a
sobrevida dos pacientes com SMD. A. Gréfico de curva de sobrevida (Kaplan-Meyer).

B. Grafico de obtencdo de Cutoff a partir da otimizagédo por correlacdo com a sobrevida.
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Ao final a tabela 14 apresenta a andlise de correlagdo da sobrevida dos pacientes
com SMD e o nivel de expressdo do gene XPC, demonstrando que 52 (70.3%) pacientes
com niveis de expressdo superior ao cutoff de 0.0171 possuem uma menor sobrevida
(Figura 59A), com uma taxa de risco (HR, hazard ratio) de 2.59 (IC= 1.15-5.81) e com
uma correlacdo significativa (p=0.017) entre 2% dos pontos de corte investigados,

conforme apresentado na figura 59B.

Figura 59: Andlises de associacdo entre o nivel de expressdao do gene XPC e a
sobrevida dos pacientes com SMD. A. Gréfico de curva de sobrevida (Kaplan-Meyer).

B. Grafico de obtencdo de Cutoff a partir da otimizagdo por correlacdo com a sobrevida.
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4.4 Analises de correlacdo entre os niveis de expressao dos genes relacionados aos

mecanismos de reparo em danos de fita simples de DNA

Para as analises de correlacdo entre os genes, foi analisada a influéncia da
expressao de cada gene sobre a expressdo dos demais a partir da analise do teste de
correlagdo de Pearson (R) e obtencdo do r? (R square), a fim de definir a influéncia que
um gene tem sobre o outro, buscando-se caracterizar como se comporta determinado
mecanismo de reparo em SMD.

Inicialmente, na analise de correlagdo de pearson, observou-se que ha uma forte
correlacdo entre o gene XPA e o gene ERCC5 (r=0.517; p= 0,000002), demonstrando
que estes genes sdo responsaveis por 26.8% (r’=0.268) da variacdo dos seus respectivos

niveis de expressdo em pacientes com SMD (Figura 60).

Figura 60: Analise de correlacdo dos niveis de expressdo dos genes XPA e ERCC5 em

pacientes com SMD.
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Seguidamente, na analise de correlacdo de pearson, foi observado que hd uma
forte correlacdo entre o gene XPA e o0 gene XPC (r=0.839; p<0.001), demonstrando que
estes genes sdo responsaveis por 70,5% (r?=0.705) da variacdo dos seus respectivos
niveis de expressdo em pacientes com SMD (Figura 61).

Figura 61: Andlise de correlacdo dos niveis de expressdao dos genes XPA e XPC em

pacientes com SMD.
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Ao final, na anélise de correlacdo de pearson, foi observado que ha uma forte
correlacdo entre o gene XPC e 0 gene ERCC5 (r=0.605; p<0.001), demonstrando que
estes genes sd0 responsaveis por 36,7% (r’=0.367) da variacdo dos seus respectivos
niveis de expressdo em pacientes com SMD (Figura 62).

Figura 62: Analise de correlacdo dos niveis de expressao dos genes XPC e ERCC5 em

pacientes com SMD.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar o nivel de expressdao de cinco genes
relacionados ao mecanismo de reparo de fita simples de DNA, especificamente, reparo
por excisdo de nucleotideo (NER), correlacionando com as variaveis clinicas e socio-
demograficas de 74 pacientes diagnosticados com SMD.

Inicialmente, quanto & caracterizacdo dos pacientes, foi verificado que a média
de idade foi de 63,39 anos (mediana de 66 anos, com minimo de 22 anos e maximo de
91 anos), onde, tais resultados corroboram com achados nos estudos de Magalhées et al.
(2010) e Belli et al. (2015). Em relacéo a proporcao de pacientes do sexo masculino e
feminino, neste estudo foi verificada uma relacdo de 1,05. Tal dado possui valor
equivalente aos observados em registros epidemiol6gicos internacionais de SMD, que
possuem razdo masculino/feminino entre 1,1 e 2 (HAASE et al., 2007; BELLI et al.,
2015).

Foi verificado um importante predominio de de casos de SMD diagnosticados
em pacientes que relataram ser de origem urbana 63,4% (45/74), corroborando, com
achados de outros estudos, onde Magalhées et al. (2010) obtiveram 86,6% de casos de
pacientes que viviam em centros urbanos.

Em relacdo a extratificacdo diagnéstica dos pacientes, segundo a classificagdo da
OMS, foi observado um predominio de casos de CRDM (53,4%), seguido de casos de
AREB (17,8%), ARSA (16,4%) e AR (12,3%), conferindo, que mais da metade dos
casos sdo de pacientes com SMD de baixo grau (82,2%). Estes dados seguem em
conformidade com estudos de Belli et al. (2015), que analisou 345 pacientes brasileiros,
constatando predominio de casos de CRDM (35,1%), seguido de casos de AREB
(29,8%), CRDU (13,4%) e ARSA (10,4%). Bem como, corroboram com estudos de
Haase et al. (2007) que apresentou predominancia de SMD de baixo grau (76,7%) em
paises ocidentais, prevalescendo, principalmente, os casos de CRDU, ARSA e CRDM,
em aproximadamente, 64% dos casos.

Quanto ao perfil de celularidade da medula éssea foi observado predominio de
casos de medula hipercelular, e estes possuindo duas displasias, bem como achados
medulares de predominancia de disgranulopoese. Onde este dado morfoldgico €
importante para o diagndstico inicial da SMD (GOASGUEN et al., 2014; RAUH,
2014). Em relagdo ao perfil hipercelular da medula 6ssea, os dados do corrente trabalho

estdo em conformidade com os estudos de Bernasconi et al. (2008) e Ishibashi, Tamura
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e Ogata (2011), que constataram correlagdo entre medula hipercelular e o perfil
patogénico da doenca, onde a alta taxa de apoptose em fases iniciais da doenca sao
contrabalancados pela supraproliferacdo de células progenitoras hematopoiéticas
(BERNASCONI et al., 2008; ISHIBASHI; TAMURA; OGATA, 2011).

A ocorréncia de displasias na morfologia celular da medula 6ssea de pacientes
diagnosticados com SMD é dado caracteristico da patologia, onde, tomando-se por base
os tipos de linhagens comprometidas, seja eritroide, granulocitica e megacariocitica, € 0
namero de displasias conferem importantes achados para a classificagdo da SMD. Em
particular, no corrente trabalho, o predominio de duas displasias infere perfil mais
agressivo e de pior progndstico da SMD (BRUNNING et al., 2008; RAUH, 2014).
Neste estudo, a analise das displasias granulociticas (disgranulopoese) em SMD
conferiu com hipolobagcdo nuclear (pseudocélulas de Pelger-Hiet), que é uma
hipersegmentacdo irregular ou um perfil de alta granulosidade citoplasmatica
(GOASGUEN et al., 2014; RAUH, 2014), e segundo a classificagdo da OMS
(BRUNNING et al, 2008) foi verificado nesta, que uma quantidade > 10% de células
mieldides com granulopoese em pacientes diagnosticados com SMD. Salientando, que a
apresentacdo de disgranulopoese é associada a presenca de dele¢cdes no cromossomo 17
(17p-, 117q) em pacientes diagnosticados com SMD (PINHEIRO et al., 2006a).

Em relacdo ao perfil citogenético verificou-se que 43,1% dos pacientes
diagnosticados com SMD de novo apresentaram cariétipo normal, corroborando com
dados dos estudos de Dakshunamurthy et al (2005) e Haase et al (2007 e 2008), que
predominaram casos de cariétipo normal (57,1%), altos indices de alteraces
citogenéticas com delecdo isolada do 5q (72,5%) e cariétipos normais (74,5%),
enquadrando, os pacientes em prognéstico favoravel, em relagdo aos indices
progndsticos do IPSS (GREENBERG et al.; 1997) e IPSS-R (GREENBERG et al.
2012), corroborando, com o estudo de Magalhées et al (2010). Estudos adicionais, de
Solé et al (2005) e Haase et al (2008) observaram que alteracfes citogenéticas mais
comuns em pacientes com SMD compreendiam alteracBes desbalanceadas do
cromossomo 5 (-5/5g-), do cromossomo 7 (-7/7g-) e do cromossomo 11 (-11/11Q-).
Adicionalmente, a variacdo na frequéncia das alteracfes citogenéticas condizem com
possivel relagdo com o perfil étnico da populacdo estudada (CHEN et al., 2005), onde,
alteragcdes do cromossomo 5 (-5/50-) e cromossomo 7 (-7/7q-) tem maior ocorréncia em
pacientes com SMD de paises ocidentais (CHEN et al., 2005).
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Quanto aos elementos hematolégicos, no corrente trabalho, foi constatado o
predominio de pacientes acometidos por anemia (valores de Hb menores que 8g/dL —
quando ndo categorizada), com 37 casos (50,0%); neutropenia (contagem superior a
800 por mm®), com 49 casos (66,2%); plaquetopenia (contagem superior a
100.000/mm*® — quando ndo categorizada), com 35 casos (47,3%); e dependentes
transfusionais (utilizando-se o critério de 1 transfusdo a cada 8 semanas durante periodo
de 4 meses (MALCOVATI et al., 2005)), com 38 casos (55,1%). Sabendo-se que a
patologia da SMD caracteriza-se por um quadro de neutropenia e/ou plaquetopenia
(TEFFERI et al., 2009b; CERRANO et al., 2016), o paciente diagnosticado com SMD
apresentando anemia associada acompanhada de citopenia(s), por exemplo neutropenia
e plaquetopenia, a doenca sera categorizada com baixa agressividade, caso contrario,
com citopenias, sera de alta agressividade (BRUNNING et al., 2008).

No corrente trabalho, entre os pacientes diagnosticados com SMD, foi
encontrado uma reduzida taxa de ébito (até o0 momento de analise estatistica), com 24
casos (32,4%), bem como, em paralelo, a evolugdo para LMA, também reduzida, com
10 casos (14,5%) e, contrariamente, uma taxa de dependéncia transfusional alta, com 38
casos (55,1%), conferindo um caréater heterogéneo da patologia. Corroborando com a
literatua,onde, estudos demonstram que pacientes diagnosticados com SMD possuem
evolucdo clinica heterogénea da doenca, seja com o0 acometimento por anemia leve
(condizente com bom progndstico) a citopenia grave, configurada por elevada
percentagem de blastos na medola 6ssea, conferindo pior prognéstico (NACHTKAMP
et al., 2016), somando a esta conjuntura, a dependéncia transfusional (MALCOVATI et
al, 2011) e comorbidades (DELLA PORTA et al., 2012; ZIPPERER et al., 2014)
acarretam reducdo da expectativa de vida do paciente.

O registro mais atual de causas de morte em pacientes diagnosticados com SMD
foi efetuado por Nachtkamo et al., (2016) ao avaliar 2877 pacientes alemées,
constatando que a principal causa de 6bito ocorria pela transformacéo para leucemia
mieldide aguda, seguida das causas por infeccBes, cardiopatias, hemocromatose,
neoplasia e hemorragia (NACHTKAMP et al., 2016). Importante observacao a ser feita
no corrente trabalho é que embora apresentando uma taxa de 6ébito e de evolugéo pra
LMA, ambas de baixo valores, a dependéncia transfusional apresentou-se alta, tendo
como causa uma hematopoese ineficaz, que € caracteristica da SMD.

Nesta pesquisa, realizamos o primeiro estudo de analise da expressdo dos
genes de reparo em fita simples de DNA (ERCC8(CSA), ERCC6 (CSB), ERCC5(XPG),
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XPA e XPC) em associacdo com variaveis clinicas em pacientes com SMD. Os
resultados deste estudo serdo discutidos de acordo com a categorizacdo dos niveis de
expressdo dos genes avaliados de acordo com o agrupamento das associacgdes clinicas
significantes apresentadas.

Inicialmente, foi observado que pacientes diagnosticados com SMD
hipocelular apresentaram uma reduzida expressédo do gene ERCC8(CSA),
significativamente associada a presenca de anormalidades cromossdmicas (5/9; 71,4%)
(Tabela 10). ERCC8(CSA), juntamente com ERCC6(CSB) fazem a sinalizagéo celular
na via de reparo de fita simples acoplada a transcricdo (TC-NER), uma subvia do
mecanismo de reparo de excisdo de nucleotideo (NER). Estes genes atuam como
sensores iniciais em lesBes de fita simples de DNA, podendo considerar que este tipo de
reparo de DNA esta deficiente em SMD hipocelular. Este dado reforca uma intrinseca
relacdo entre lesGes de quebra de fita simples e lesfes de quebra de fita dupla de DNA,
principalmente, em paciente diagnosticados com SMD hipocelular. Este fato pode ser
justificado, pois sabe-se que as lesdes por quebra de fita simples, normalmente, ndo sao
associadas a quebras cromossomicas (RIBEIRO, 2014), mas podendo ser consideradas
0 primeiro passo para ocorréncia de lesdes de fita dupla, quando ndo corrigidas
corretamente (BELLI, 2002).

Os pacientes com SMD hipocelular também evidenciaram um aumento de
expressdo dos genes XPC e XPA, genes pertencentes a subvia GG-NER, onde o gene
XPC configura uma proteina que atua como sensor de dano a fita simples de DNA e o
gene XPA elabora uma proteina com funcéo verificadora do dano a ser reparado pelo
sistema NER (MARTEIJN, 2014). Observamos uma correlacdo entre genes XPA e
XPC, quando empregamos o teste de pearson, obtendo valores de r=0,839; p<0,001 e
r?=0,705, evidenciando que os genes XPA e XPC s&o responsaveis por 70,5% da
variacdo dos respectivos niveis de expressdo em pacientes com SMD hipocelular. Tal
achado corrobora com o fato da proteina XPC possuir sitios de ligacdo (dominios de
interacdo) para as proteinas XPA, p62, OGG1, DDB2 e XPB, que atuam na via central
do NER (PUUMALAINEN, 2016), indicando, que a correlacdo entre as expressdes dos
genes XPC e XPA, encontradas no corrente trabalho, sdo uma reprodugdo da modulagéo
génica, em funcgdo de interacdes proteicas entre XPA e XPC.

Aliado a estas observacdes, foi verificado que a supraexpressao dos genes XPA
e XPC configuraram menor sobrevida, pois ao empregarmos a ferramenta bioestatistica

Cutoff Finder, foi observado que pacientes com expressdao alta do gene XPA
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(>0,001807) resultaram em menor sobrevida (p=0,000000031; HR=10,63;
95%ClI=3,92-28,87), bem como, a alta expressdo do gene XPC (>0,0171) também
resultaram em menor sobrevida de pacientes diagnosticados com SMD (p=0,0171;
HR=2,59; 95%Cl=1,15-5,81). Este teste bioestatistico correlaciona biomarcadores
dicotomizados com um resultado binario, empregando uma regressdo logistica [9].
Angariando estas observacfes, podemos supor que o mecanismo de reparo de fita
simples de DNA andmalo pode relacionar-se com o evento de instabilidade gendmica, e
consequentemente, aberragdes cromossomicas.

No corrente estudo, foram identificadas importantes associa¢fes entre 0s niveis
de expressdo dos genes autantes no NER frente as varidveis de pior progndéstico para
SMD, tais como: presenca de 2-3 citopenias periféricas (XPA, ERCC5 e ERCCS6),
cariotipo alterado (ERCCS8), presenca de mais que 5% de blastos na MO (ERCCS),
dependéncia transfusional (ERCCS5), pacientes diagnosticados como AREB (ERCCS e
ERCCS5), sobrevida blobal (ERCC5 e XPA) e evolugédo para LMA (ERCC5 e XPA).

Sabe-se que Kuramoto et al. (2002), empregando linfécitos de sangue periférico
de pacientes com SMD da cidade de Hiroshima, Japdo, detectaram uma baixa expressdo
dos genes ERCC3(XPB), ERCC5(XPG) e XPC em 10% dos pacientes com baixo risco
para evolucdo para LMA e em 40% dos pacientes com alto risco de evolugdo para
LMA, associando a deficiéncia do sistema de reparo NER a progressdo da SMD para
LMA. Assim, vé-se que defeitos no sistema de reparo NER que acarretam a doenca
Xeroderma pigmentosum estdo associados a maior risco para SMD (WEBB, 2008).

Além disto, quanto a estratificacdo diagndstica da SMD (BRUNNING et al.,
2008; SALIM et al., 2016), tem-se que a classe AREB, que engloba os subtipos AREB |
e AREB II, corresponde a um subtipo de AREB configurada por uma faixa de de 5% a
19% de blastos na medula Ossea, e esta categoria estd associada a ocorréncia de
cariétipos alterados, uma menor sobrevida no curso clinico e um elevado risco de
progressdo para LMA (BRUNNING et al., 2008; NAEIM; RAO; GRODY, 2008; LEE
etal., 2015; SALIM et al., 2016).

Assim, fica claro o importante papel da participagdo do aumento da expressao do
gene pertencente a via global de reparo do NER (XPC), a via acoplada transcri¢ao
(ERCC8 e ERCCS6), subvia do NER, e a via central (XPA e ERCC5), frente a variaveis
de pior prognostico para a SMD. Acreditamos que a via de reparo global do NER (GG-
NER) esteja associada a neoplasias, por apresentar carcteristicas de proliferacao
(YIGIN, 2015; STOUT, 2005; CHEN, 2007), devido a fortes e positivas correlagfes
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entre os genes XPC/XPA e XPC/ERCCS e atuantes na via global e central do NER, pode
ser considerado os principais mecanismos de reparo de lesbes de fita simples de DNA
que acomentem o pool medular em pacientes diagnosticados com SMD. Estes achados
demonstram a atuagdo de modo concomitante destes genes, em uma mesma cascata de
eventos na patogénese da SMD, podendo ser considerados importantes marcadores de
agressividade e de evolucao clinica da SMD para LMA.

Uma importante limitacdo do corrente trabalho esta associada a necessidade de
validacdo funcional do perfil e do impacto da expressdo dos genes de reparo de fita
simples de DNA avaliados, em uma causuistica mais ampla de casos, sej, por exemplo,
por analises protedbmicas, analises de modelos murinos knockout para os referidos genes
ou sequenciamento de Gltima geracdo quanto a avaliacdo de novas mutacGes passiveis
de impactarem o correto funcionamento desses genes em pacientes com SMD.

Outra abordagem interessante seria confirmar o papel dos genes de reparo em
fita simples de DNA ndo somente em amostras do pool medular, mas, sim, em amostras
de células tronco CD34+ a partir das mesmas metodologias apresentadas. Alguns
autores ja citam que a patogénese da SMD involve genes relacionados a apoptose
(RAZA; GALILI, 2012), alteracdes epigenéticas (SHEN et al., 2010), splincing
(PAPAEMMANUIL et al.,, 2011; ARBER et al., 2015) e genes relacionados ao
bloqueio de diferenciacdo (GUELLER et al., 2010) das células tronco hematopoéticas
isoladas.

Em sintese, demonstramos que 0s genes relacionados a reparo de fita simples
de DNA sédo também relacionados a patogénese da SMD. Estes resultados suportam a
importancia dos genes ERCC8(CSA), ERCC6(CSB), ERCC5(XPG), XPA e XPG na
manutencdo da estabilidade gendmica das células tronco hematopoiéticas promovendo
um melhor entendimento da etiologia, estratificacdo diagnostica, progndstica e do

processo de evolugdo clonal da Sindrome Mielodisplasica.
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6 CONCLUSOES

A partir do desenvolvimento deste estudo, podemos concluir que:

- Os genes ERCCB8(CSA, XPA e XPC) podem corresponder a novos marcadores
moleculares da patogénese da SMD associada a presenga de anormalidades
cromossémicas;

- Entende-se que o aumento de expressdo dos genes (ERCCB8(CSA),
ERCC6(CSB), ERCC5(XPG), XPA e XPC) estdo associados a variaveis de pior
progndstico para SMD tais como: citopenias, percentagem de blastos, cari6tipo alterado,
formas avancadas, dependéncia transfusional, menor sobrevida e evolugdo para LMA.

- Demonstramos que o0s genes relacionados a reparo de fita simples de DNA
sdo também relacionados a patogénese da SMD. Estes resultados indicam a importancia
dos genes ERCC8(CSA), ERCC6(CSB), ERCC5(XPG), XPA e XPG quanto a etiologia,
estratificacdo diagndstica, progndstica e do processo de evolucdo clonal da Sindrome

Mielodisplasica.
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APENDICE A - Termo de Conssentimento Livre e Esclarecido do Paciente

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ESTUDOS DE ALVOS MOLECULARES RELACIONADOS AS VIAS
DE REPARO DE DANOS NO DNA EM PACIENTES COM SINDROME
MIELODISPLASICA

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

O abaixo assinado,

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

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é estudar o material genético de pacientes portadores de
Sindrome Mielodisplasica gerando dados que favorecam a uma melhor compreensao do
surgimento e evolucdo clinica desta doenca.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra biologica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula éssea
do individuo.

A medula 6ssea corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o interior
dos 0ssos, sendo conhecida popularmente por ‘tutano'. Na medula 6ssea sdo produzidos
0s componentes do sangue: as hemacias (globulos vermelhos), os leucocitos (glébulos
brancos) e as plaquetas.

A coleta da medula 6ssea sera realizada por médico hematologista experiente
com agulha de mielograma mediante puncdo esternal. O 0sso do esterno é um 0SSO
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chato, plano e impar localizado no centro do térax. O 0sso do esterno é um importante
0ss0 hematopoético, ou seja, de producdo das células sanguineas. E neste 0sso que é
realizada a pungao da medula dssea.

Serdo coletadas somente 2mL de amostra de medula 6ssea com o0 uso de uma
agulha especifica para aspiracdo da medula 6ssea. Todo o procedimento de coleta da
medula dssea € realizado mediante administracdo de anestésico local com duracao
méxima de 15 minutos. Durante o procedimento de coleta esternal da medula
0ssea, pode, raramente, determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local
de onde foi retirado a medula dssea, desaparecendo em poucos dias, e podera ocorrer
dor discreta e de facil alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior intensidade.
Excepcionalmente, podera ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer infeccao
local. Para pacientes com maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de realizar
o0 procedimento sob anestesia geral. A recoleta deste material € necessaria, em poucos
casos, pela amostra ser insuficiente ou inadequada para analise.

Apo6s o procedimento, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade,
apresentacdo clinica e checagem dos exames laboratoriais indicados para
esclarecimento diagndstico, tais como: hemograma completo, citologia e histologia
(analise microscopica das células) da medula dssea, avaliacdo para depdsitos de ferro
medular, bem como outros exames que sdo feitos mesmo para 0s pacientes que nao
participam de nenhuma pesquisa.

E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horarios informados e

submeter-se aos procedimentos de rotina do servico.
PARTICIPACAO VOLUNTARIA

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

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

O Laboratério de Citogendmica do Cancer o mantera informado, em tempo
oportuno, sempre que houver alguma informacdo adicional que possa influenciar seu
desejo de continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento
em relacédo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitagéo.
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DIVULGACAO DE INFORMAGCOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

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

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) 6rgdos(s) regulamentar(es)
envolvido(s) terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua
pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e
regulamentaces aplicaveis, como o propoésito de verificar os procedimentos e dados do
estudo, sem, no entanto, violar a condicao de que tais informag6es sdo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato solicitar
contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa
Pinheiro (85-81881972) ou com o aluno de Doutorado Académico Allan Rodrigo
Soares Maia (85 — 87651070).

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceard - UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou pelo
telefone 3366-8344, para apresentar recursos ou reclamacgées em relagdo ao estudo.

Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos 0s
esclarecimentos e informacGes para decidir conscientemente sobre a sua participacdo
neste estudo.

ASSINATURAS

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

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

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds a assinatura, tive
oportunidade de fazer perguntas sobre o conteddo do mesmo e também sobre o referido
estudo, recebendo explicacdes que responderam por completo minhas duvidas e
reafirmando estar livre e espontaneamente decidido a participar do estudo, ficando
munido de uma via do documento assinado pelo pesquisador responsavel.

Data Assinatura do participante da pesquisa
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Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Responsavel pela aplicacdo do
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APENDICE B - Termo de Conssentimento Livre e Esclarecido do Voluntario

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ESTUDOS DE ALVOS MOLECULARES RELACIONADOS AS VIAS
DE REPARO DE DANOS NO DNA EM PACIENTES COM SINDROME
MIELODISPLASICA

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

O abaixo assinado,

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

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é estudar o material genético de pacientes portadores de
Sindrome Mielodisplasica gerando dados que favorecam a uma melhor compreenséo do
surgimento e evolucdo clinica desta doenca. Para compreender melhor os pontos
clinicos dos pacientes visualizados nesta pesquisa, precisamos comparar 0s achados
clinicos destes pacientes com individuos sadios (voluntarios). E devido a este contexto
gue necessitamos recrutar individuos saudaveis (voluntarios) para participar da presente
pesquisa.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula déssea
do individuo.
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A medula dssea corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o interior
dos 0ssos, sendo conhecida popularmente por ‘tutano’. Na medula éssea sdo produzidos
0s componentes do sangue: as hemacias (glébulos vermelhos), os leucdcitos (globulos
brancos) e as plaquetas.

A coleta da medula 6ssea seré realizada por medico hematologista experiente
com agulha de mielograma mediante puncdo esternal. O 0sso do esterno € um 0SS0
chato, plano e impar localizado no centro do térax. O 0sso do esterno € um importante
0ss0 hematopoético, ou seja, de producdo das células sanguineas. E neste osso que é
realizada a puncgao da medula dssea.

Serdo coletadas somente 2mL de amostra de medula 6ssea com o0 uso de uma
agulha especifica para aspiracdo da medula 6ssea. Todo o procedimento de coleta da
medula dssea € realizado mediante administracdo de anestésico local com duracao
méaxima de 15 minutos.

Durante o procedimento de coleta esternal da medula 6ssea, pode, raramente,
determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de onde foi retirado a
medula éssea, desaparecendo em poucos dias, e podera ocorrer dor discreta e de facil
alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior intensidade. Excepcionalmente,
podera ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer infeccdo local. Para
pacientes com maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de realizar o
procedimento sob anestesia geral. A recoleta deste material é necessaria, em poucos
casos, pela amostra ser insuficiente ou inadequada para analise.

Ap0s o procedimento, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade.

E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horarios informados e

submeter-se aos procedimentos de rotina do servigo.
PARTICIPACAO VOLUNTARIA

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

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

O Laboratério de Citogendmica do Cancer o mantera informado, em tempo
oportuno, sempre que houver alguma informacdo adicional que possa influenciar seu
desejo de continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento
em relacdo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitacéo.



143

DIVULGACAO DE INFORMAGCOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

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

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) érgdos(s) regulamentar(es)
envolvido(s) terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua
pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e
regulamentacg6es aplicaveis, como o propoésito de verificar os procedimentos e dados do
estudo, sem, no entanto, violar a condi¢édo de que tais informacdes sdo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato solicitar
contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa
Pinheiro (85-81881972) ou com o aluno de Doutorado Académico Allan Rodrigo
Soares Maia (85 — 87651070).

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceard - UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou pelo
telefone 3366-8344, para apresentar recursos ou reclamacgées em relagdo ao estudo.

Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos 0s
esclarecimentos e informac@es para decidir conscientemente sobre a sua participacao
neste estudo.

ASSINATURAS

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

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

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds a assinatura, tive
oportunidade de fazer perguntas sobre o contedtdo do mesmo e também sobre o referido
estudo, recebendo explicacdes que responderam por completo minhas dividas e
reafirmando estar livre e espontaneamente decidido a participar do estudo, ficando
munido de uma via do documento assinado pelo pesquisador responsavel.

Data Assinatura do participante da pesquisa
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Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Responsavel pela aplicacdo do



ANEXO A - Aprovagcédo do Comité de Etica em Pesquisa da UFC
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS DE ALVOS MOLECULARES RELACIONADOS AS ViAS DE|REPARD DE
DAMOS NO DMNA EM PACIENTES COM SINDROME MIELODISPLASICA

Pesquisador: Howard Lopes Ribeiro Junior

Area Tematica:

Versio: 3

CAARE: 45116415.6.0000.5054

Instituigio Proponemnte: Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal do Ceara
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.282 509

Apresentagio do Projeto:

Meste estudo serdo incluidas 140 amostras de medula dssea (100 amostras encaminhadas para a
separagdo de pool celular & 40 amostras encaminhadas para a separagio de células tronco CO34+) de
pacientes portadores de SMD diagnosticados, de acordo com critérios da Organizagio Mundial de Sadde,
no Laboratdrio de Citogendmica do Cancer ma Universidade de Federal do Ceara (UFC), a serem
diagnosticados no periode de 2016 a 2019, Além das amostras de medula dssea de pacientes poriadores
de SMD, serdo analisadas 10 amostras de medula dssea de pacientes voluntaro sadios encaminhados ao
Laboratdrio de Citogendmica do Cancer sem confirmagdo de ocoméncia e historico de doenga hematologica.
Obtengdo de amostras de pool de células de medula dssea. Ao diagndstico, 100 amostras de medula dssea
serao coletadas em tubos de vidro Vacutainer® contendo EDTA e processadas conforme procedimento de
rotina do Laboratério de Citogendmica do Cancer do HU/UFC. Obtenc3o de isclados de células-tronco
(CD34+) de medula dsseado diagndstico, 40 (guarenta) amostras de medula dssea foram coletadas em
tubos de vidro Vacutainer® contendo EDTA e encaminhadas para a separagdo de células tronco CD34+
mediante uso de colunas imunomagnéticas conforme procedimento de rotina do Laberatario de
Citogendmica do Cancer do HWUFC. O mesmo procedimento foi realizado para as 10 amostras de

inAdividiine rnntrnlac {dnodnrac nnrmaic Ao modola Accan Cariatines e Banda G O sarintinac
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serdo realizados de acordo com os protocclos ja estabelecidos pelo Laboratorio de Citogendmica do
Cancer, segundo a t&cnica descrita por. A citogenética classica por banda G sera realizada conforme

procedimento de rotina do Laboratario de Citogendmica do Cancer do HU/UFC.

Critério de InclusSo:

Serdo incluidos neste estudo pacientes portadores de Sindrome Mislodisplasica submetidos a diagnastico
no Laboratorio de Citogénomica do Cancer, no periodo compreendido entre os anos de 2015 5 2010, & que
autorizaremn o uso de amostra de medula dssea, mediante compreens3o e assinatura de Termo de
Consentiments Livre & Esclarecido, para compor o grupo caso do estudo. Adicionalmente, serdo incluidos
no estudo individuos saudaveis gque autorzarem o uso de amostra de medula ossea medianie compreensao

e assinatura de Temo de Consentimento Livre & Esclarecido, para compor o grupo controle do estudo.

Critério de Exclusao:

Serdo excluides deste estudo pacientes portadores de quaisquer outras doengas que ndo seja Sindrome
Micledisplasica, que nio seja diagnosticado no Laboratério de Citogendmica do Cancer no periode
compreendido entre os anos de 2015 a 2019 e que autorizarem o uso de amostra de medula dssea,

mediante compreensio e assinatura de Terme de Consentimento Livre & Esclarecide . para compor o grupe
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pacientes com SMD.Avaliar o nivel de expressio

das proteinas atuantes nos mecanismos de reparo de danos de fita simples e fita dupla do DMA (Tabela 1)
através da metogologia de Westermn

Blat;Avaliar a presenca de metilagio das ilhas CPG dos genes de reparo de danos de fita simples e fita
dupla do DNA (Tabela 1) em celulas-tronco

hematopoéticas em células-tronco hematoposticas no pool medular & em células CD24+ isoladas da meduls
ossea de pacientes com SMD atraves

da tecnica de MS-PCR (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction).Associar os achados moleculares
com o perfil clinico dos pacientes com

Sindrome Mislodisplasica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Analisamos como riscos ao paciente ou voluntaro sadio participantes da presente pesguisa, durante o
procedimento de coleta esternal da medula éssea, o fato de gue pode, raramente, determinar uma
equimose (mancha amoxeada) ao redor do local de onde foi retirado a medula dssea, desaparecendo em
poucos dias, e podera ocommer dor discreta e de facil alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior
intensidade. Vé-se que, excepcionalmente, podera occorrer sangramento local e, raramente, pode ocorrer
infeccdo local. Para pacientes com maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de realizar o
procediments sob anestesia geral. E importante ser salientado gue a recoleta deste material & necessaria,
em poucos casos, pela amostra ser insuficients ou inadequada para analise.

Beneficios:

Analisamos com beneficios a serem obtidos com a presente pesquisa o fato de gue estudos que avaliem o
perfil de express3o génica, protéica e metilagio dos genes de reparo do DNA em células de pacientes com
SMD poder3o identificar alvos moleculares que possam predizer um melhor tratamento epigenetico para

esta doenga assim como uma melhor compreensao dos genes envolvidos na fisiopatologia da SMD.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante & atende as normas relativas & pesquisas com seres humanos, em especial 3 Res.
486/12 do CN5.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatonia:

Endersgo. Rua Cel Nunes de Melo, 1000

Balmo: Rodolfo Teolln CEP. 50.430-275
UF: CE Municipla: FORTALEZA
Tedafone:  [35)3366-5344 Fax: [85)3223-2903 E-mall: comepedulc.br

Piiginm 20 da (15
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Foram todos devidamente apresentados.

Recomendagdes:
Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Aprovado, s.m.j. desse CEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

ot

mo
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Tipo Documento Arquivo Postagem Auwrtor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INMFORMACOES_BASICAS_ DO F | 21/0%2015 Aceito
do Projeto ROJETO 512387 pdf 15:17:23
Outros AReracoes Parecer CEP_UFC_Projeto (| 21/0002015 |Howard Lopes Aceito

Doutorade 2106301 5.doc 15:16:07 | Ribeiro Junior
Projeto Detalhado /| Projeto_Reparo_Atualizado_21082015.d] 210872015 |Howard Lopes Aceito
Brochura oc 15:14:45 | Ribeiro Junior
Investigador
TCLE / Temnos de | TCLEVoluntanoMowvo.doc 18/08/2015 |Howard Lopes Aceito
Assentimento / 15:48:14 | Ribeiro Junior
Justificativa de
Auséncia
TCLE | Temos de | TCLEPacienteMowvo.doc 18/08/2015 |Howard Lopes Aceito
Assentimento 15:48:44 |Ribeiro Junior
Justificativa de
Auséncia
QOutros Declaracdo de concordancia pdf 15/05/2015 Aceito
12:28:32
Quiros Laties pdf 12005/2015 Aceito
12:43:06
Outros CARTA DE AFRESENTACAD DO 020572015 Aceito
FPROTOCOLO.jpg 12:51:14
Cutros TERMO DE CIENCIA DO MEDMCO D8/05/2015 Aceito
RESFOMNSAVEL jpg 12:31:01
Folha de Rosio FOLHA DE ROSTO jpg D8/05/2015 Aceito
12:-26:38

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Enderago:  Rua Cel Nunes da Melo, 1000

Babmg: Rodoifo Teollo
UF: CE
Tedalons:

Municipio:
(35133655344

CEP: 50430275

FORTALEZA
Fax: ([85)3223-2503
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FORTALEZA, 22 de Outubro de 2015

Assinado por:
FERMAMDO ANTOMIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)
Endersgo. Rua Cel Munes de Melo, 1000
Balmo: Rodolfo Tedllin CEP: &50.430-275

UF. CE Municiplo: FORTALEZA
Tedafone: (35133665344 Fax: ([85)3223-2003 E-mall: comepegarc.br

Piginm 25 da [
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