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RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um grupo de doencas clonais das células progenitoras
hematopoéticas, 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
patogénese da SMD envolve danos no DNA nas ceélulas-tronco hematopoéticas acometidos
provavelmente pelos danos de fita simples no DNA tendo o processo de reparo por excisdo de
nucleotideos (Nucleotide excision repair — NER) como um dos principais mecanismos para garantir
a estabilidade gendmica das células-tronco. Este estudo de caso-controle de genes candidatos
prop0s avaliar a associagdo dos polimorfismos XPA rs1800975, XPC rs2228000, XPD rs1799793 e
XPF rs1800067 com as variaveis clinicas de pacientes com Sindrome Mielodisplasica. Esta analise
utilizou PCR quantitativo em tempo real como técnica de genotipagem entre amostras de medula
6ssea de 95 pacientes com SMD, oriundos do Hospital Universitario Walter Cantidio, e amostras de
sangue periférico de 94 idosos voluntérios sadios. Para o polimorfismo XPC rs2228000 obtivemos,
em relacdo a hemoglobina, na distribuicdo genotipica, que o genétipo CT é associado a maior razao
de chances de apresentar niveis de hemoglobina abaixo de 8,0g/dL (p= 0,010, OR 3,385, IC 1,343-
8,529); por sua vez, o0 genotipo CC associa-se a maior razdo de chances de Hb > 8g/dL. no modelo
de dominéncia (p= 0,027, OR 2,75, IC 1,125-6,722) e no modelo de heterozigose dominante (p=
0,013, OR 3,333, IC: 1,293-8,591); em relacdo a contagem de neutréfilos temos que o gendtipo
mutante TT tem maior razdo de chances de contagem de neutréfilos abaixo de 800/mm? (p= 0,017,
OR 8,750, IC 1,470-52,098), que o0 gendtipo CC associa-se a maior razdo de chances de neutrofilos
> 800/mm? no modelo de dominancia (p= 0,032, OR 2,833, IC 1,096-7,327) e no modelo de
homozigose (p= 0,013, OR 17,500, IC 1,828-167,558) e que a combinacdo CC+CT do modelo de
recessividade também associou-se com maior razdo de chances de neutrofilos > 800/mm? (p=
0,025, OR 12,500, IC 1,381-113,177). Constatamos ainda que para o polimorfismo XPD rs1799793
0 gendtipo GG se associa a menor razdo de chances de SMD no modelo de dominancia (p= 0,009,
OR 0,445, IC 0,242-0,816) e no modelo de heterozigose dominante (p= 0,010, OR 0,440, IC 0,235-
0,825), e 0 mesmo gendtipo parece ter menor razdo de chances de contagem de sideroblastos em
anel em medula 6ssea > 15% em trés modelos distintos: de distribuicao genotipica (p= 0,027, OR
0,980, IC 0,013-0,768), de dominancia (p= 0,027, OR 4,643, IC 1,195-18,034) e de heterozigose
dominante (p= 0,022, OR 5,000, IC 1,265-19,762). N&o obtivemos associac¢éo significante entre os
polimorfismos XPF rs1800067 e XPA rs1800975 e as variaveis clinicas para 0s pacientes com
SMD. Este estudo sugere que os polimorfismos de genes de reparo do DNA por excisdo de
nucleotideos sdo associados a caracteristicas clinicas de pacientes com Sindrome Mielodisplésica.

Palavras — chave: Sindrome Mielodisplasica. Reparo de DNA. Polimorfismo de nucleotidio

simples. NER. Xeroderma pigmentoso.



ABSTRACT

The myelodysplastic syndrome (MDS) is a group of clonal hematopoietic stem cell disorders
characterized by peripheral cytopenias, dysplasia of one or more myeloid cell lineages and
increased risk of acute myeloid leukemia development. The pathogenesis of MDS involves DNA
damage in the affected hematopoietic stem cells, probably caused by single strand DNA damage,
with the nucleotide excision repair (NER) pathway as one of the main mechanisms ensuring stem
cells genomic stability. This case-control study of proposed to evaluate the association of XPA
rs1800975, XPC rs2228000, XPD rs1799793 and XPF rs1800067 polymorphisms with clinical
variables of MDS patients. This analysis used quantitative real-time PCR as genotyping technique
in bone marrow samples from 95 patients with MDS, coming from Walter Cantidio University
Hospital and 94 healthy elderly volunteer controls. MDS. For the XPC rs2228000 polymorphism
we obtained that, considering hemoglobin levels, in the genotipic association model, the CT
genotype was associated with increased odds ratio of presenting hemoglobin levels below 8.0 g/ dL
(p = 0.010, OR 3.385, CI 1,343 - 8,529); in turn, the CC genotype was associated with higher odds
ratio of Hb > 8 g/ dL in the dominant model (p = 0.027, OR 2.75, CI 1.125 - 6.722) and in the
heterozygous dominant model (p = 0.013 , OR 3.333, CI: 1.293 to 8.591); considering neutrophil
levels, the mutant TT genotype had a higher odds ratio of neutrophils count under 800/ mm3 (p =
0.017, OR 8.750, Cl 1.470 - 52.098), the CC genotype was associated with an increased odds ratio
of > 800 neutrophils/ mm3 in the dominant model (p = 0.032, OR 2.833, CI 1.096 to 7.327) and in
the homozygous model (p = 0.013, OR 17,500, CI 1.828 - 167.558) and that the combination of CC
+ CT genotypes, in the recessive model, was also associated with higher odds ratio of neutrophils >
800 / mm3 (p = 0.025, OR 12,500, CI 1.381 - 113.177). We acknowledged that the XPD rs1799793
polymorphism GG genotype was associated with lower odds ratio of SMD in the dominant model
(p = 0.009, OR 0.445, Cl 0.242 - 0.816) and in the heterozygous dominant model (p = 0.010, OR
0.440 , CI 0.235 - 0.825), and the same genotype seemed to have lower odds ratio of ring
sideroblasts count > 15% in bone marrow in three different models: genotypic distribution (p =
0.027, OR 0.980, C1 0.013 - 0.768), dominant model (p = 0.027, OR 4.643, 1.195 to 18.034 IC) and
dominant heterozygous model (p = 0.022, OR 5.000, Cl 1.265 - 19.762). We haven’t had significant
association between XPF rs1800067 and XPA rs1800975 polymorphisms and clinical variables for
patients with MDS. This study suggests that polymorphisms of DNA repair genes that take part in

the NER pathway are associated with clinical features of patients with MDS.

Key - words: Myelodysplastic Syndromes. DNA damage. Single strand. Repair mechanisms.

Polymorphism. NER.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome Mielodispléasica

1.1.1 Definicéo

A classificacdo de tumores de tecidos hematopoéticos e linfoides da Organizacdo Mundial
da Saude (World Health Association - WHO), OMS, define a Sindrome Mielodisplasica (SMD)
como uma doenca clonal de células precursoras hematopoéticas (stem cells) caracterizada por
citopenia, mielodisplasia, hematopoese ineficaz e risco aumentado de progressdo para leucemia
mieldide aguda (LMA) (SWERDLOW et al., 2008).

1.1.2 Epidemiologia

Em 2001, o programa Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) do National
Cancer Institute and Center for Disease Control and Prevention iniciou o registro de incidéncia de
SMD nos Estados Unidos. Baseado nos dados coletados de 2001 a 2003, a taxa de incidéncia global
foi estimada em 3,4 casos por 100.000 habitantes (ROLLISON et al, 2008), aumentando para 10
entre individuos de 60-69 anos e para 36,6 naqueles com 85 anos ou mais. Dados mais recentes do
SEER de levantamento realizado entre 2007 e 2011 mostram uma taxa de incidéncia global de 4,9
casos por 100.000 habitantes (COGLE, 2015). A taxa de incidéncia € menor entre pessoas com
menos de 40 anos, 0,14 caso por 100.000 habitantes, aumentando progressivamente com a idade,
chegando a 36 casos por 100.000 habitantes em pacientes com mais de 80 anos (SEKERES, 2010).
Pode-se observar na tabela 1 que, independentemente do sexo, hd importante aumento na taxa de
incidéncia de SMD com o envelhecimento. Homens tém uma taxa de incidéncia significativamente
maior do que mulheres (4,5 vs 2,7 por 100.000 por ano). Entre grupos raciais, individuos
caucasianos tiveram uma maior taxa de incidéncia. Estimativas acuradas do nimero de pessoas que
vivem com SMD sdo dificeis de se fazer devido a escassez de registros oficiais de seguimento
(COGLE, 2015), porém dados alemaes revelam uma taxa de prevaléncia de SMD de 7 casos por
100.000 habitantes (NEUKIRCHEN et al., 2011). Acredita-se, entretanto, que seja subestimada a
incidéncia de SMD principalmente devido a dificuldade no diagnostico, o que geraria uma baixa
notificacdo dos casos (COGLE et al., 2011).

12



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

Idade ao Ambos 0s Sexos Masculino Feminino
Diagnostico
N° % N° % N° %
<40 362 0.2 190 0.2 172 0.2
40-49 465 0.8 212 0.7 253 0.9
50-59 1221 2.5 668 2.8 553 2.2
60-69 2619 9.2 1477 11.0 1142 7.6
70-79 5149 27.1 3021 36.6 2128 19.8
>80 6414 49.8 3480 77.5 2934 35.2

Fonte: Adaptado de SEER (2012).

O primeiro levantamento de SMD no Brasil foi estimado por Magalhées et al. Neste estudo,
foi apresentado o Registro Brasileiro de Sindromes Mielodisplasicas - Aspectos demogréaficos,
clinico-patologicos e terapéuticos em centros de atencéo terciaria, elaborado com base em estudo
realizado com 476 pacientes com SMD em tratamento em 12 centros das regides Nordeste, Sudeste,
Sul e Centro-Oeste do Brasil, diagnosticados no periodo de 1° de janeiro de 2003 a 31 de dezembro
de 2007 (MAGALHAES et al., 2010). Um dos principais pontos abordados no estudo foi que a
idade mediana do diagndstico dos pacientes com SMD foi de 68,3 anos, nimero menor que
observado nos EUA e Europa, mas muito similar a Japdo e Coreia. Destes, 50,8% eram mulheres e
86,6% residentes em zona urbana (MAGALHAES et al., 2010).

Em estudo sul-americano mais recente, envolvendo 1080 pacientes com diagndstico de
SMD de novo do Brasil (345), Chile (100) e Argentina (635), observou-se que pacientes chilenos
tinham uma menor média de idade (64 anos) ao diagndstico, predominio do sexo feminino e maior
porcentagem de doentes classificados como de alto risco pelos escores prognosticos (IPSS e IPSS-
R), o que Ihes conferia menor sobrevida global em relacdo aos demais grupos. Pacientes argentinos

e brasileiros mostraram-se mais semelhantes entre si (BELLI et al., 2015).

1.1.3 Fatores de risco

A SMD pode, ao diagnostico, apresentar-se de novo (pela auséncia fator causal evidente), e
tem a idade como seu principal fator de risco, aumentando sua incidéncia em cerca de dez vezes nos
individuos octogenarios, como descreve Sekeres (SEKERES, 2010) ou ser secundaria a exposicao a
radiacdo ionizante, toxinas ou a drogas quimioterapicas (GERMING et al., 2008), particularmente
agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase. A SMD ndo parece ser uma condicdo hereditéria

ou congénita, embora haja raros casos descritos com componente familiar (SEKERES, 2010).

13



1.1.4 Classificacao

O termo “Sindrome Mielodisplasica” foi formalmente introduzido em 1982 em uma revisao
da classificacdo Franco-Americano-Britanica (FAB) publicada em 1976 (BENNET et al., 1976)
onde se propds um guideline detalhado para seu diagnostico e classificacdo baseado nas linhagens
celulares afetadas pela displasia e pela porcentagem de blastos no sangue periférico e na medula
Gssea, sendo esse um sistema baseado unicamente em critérios morfoldgicos. E a despeito dos
avancos em citogenética e citometria de fluxo, a morfologia celular aberrante identificada no
sangue periférico a na medula dssea permanecem como fator definidor no diagnostico de SMD,
embora tais achados sejam examinador-dependente e variem significativamente (NATELSON e
PYATT, 2013). No intuito de incluir novas informacdes emergentes, foi criada a classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2001, revisada em 2008 (SWERDLOW et al., 2008),
atualmente utilizada largamente, que se propde a usar toda informacdo disponivel: clinica,
morfologia, citoquimica, imunofenotipagem e genética para definir o significado clinico de cada
entidade patologica que compde a Sindrome Mielodisplasica (NATELSON e PYATT, 2013). A

seguir, a tabela 2 mostra a evolucéo das classificagdes existentes.

14



Tabela 2: Evolucéo na classificacdo da Sindrome Mielodisplasica.

FAB OMS (2001) OMS (2008) Displasia-Linhagem % %
(1982) (OMS 2008) Blastos | Blastos
MO SP
AR AR CRDU

SMD-U AR Eritroide <5 <1

CRDM NR/TR N&o Eritréide <5 <1

del 50- CRDM Eritréide + 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-I AREB-I > 1 linhagem 5-9 2-4

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

LMMC LMMC 10%/L)

LMMJ LMMJ

LMCa LMC BCR/ABL

SMD/DMP-U | neg

SMD/NMP-U

Legenda: AR (Anemia Refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), AREB (Anemia refrataria
com excesso de blastos), AREB-t (AREB em transforma¢do), LMMC (Leucemia Mielomonocitica Cronica), SMD-U
(SMD inclassificavel), CRDM (citopenia refrataria com displasia de multilinhagem), del 5q (delecdo 5q isolada),
CRDM-SA (CRDM com sideroblastos em anel), LMA (Leucemia mieldide aguda), SMD/DMP (SMD/doengas
mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (Leucemia miel6ide crdnica atipica),
SMD/DMP-U (SMD/ doengas mieloproliferativas inclassificaveis), CRDU (citopenias refratarias com displasia
unilinhagem), NR (neutropenia refrataria), TR (trombocitopenia refrataria)), SMD/NMP (SMD/neoplasias
mieloproliferativas), SMD/NMP-U (SMD/neoplasias mieloproliferativas inclassificdveis). Fonte: Adaptado de
Komrokji, Zhang e Bennett (2010).

1.1.5 Prognostico

O manejo clinico atual da SMD foca-se na definicdo do risco da doencga ao diagnostico,
levando em consideragdo as caracteristicas clinicas e individuais do paciente, classificando-o
através de escores prognosticos estabelecidos que estimam a sobrevida e o risco de evolugédo para
leucemia mieldide aguda (JONAS e GREENBERG, 2015). O prognéstico dos pacientes com SMD
é muito heterogéneo (GARCIA-MANERO, 2015) e as informacbes geradas pelos escores
progndsticos guiam a escolha terapéutica que pode ir desde uma conduta expectante/paliativa

(suporte transfusional) até tratamentos curativos como quimioterapia e transplante alogénico de
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medula dssea (JONAS e GREENBERG, 2015). A predicdo de beneficio clinico de tratamentos
especificos é também uma area significativa de pesquisas em andamento (LEE et al., 2015).

Fora o intrinseco valor prognostico das classificagdes morfoldgicas, diversos escores
prognosticos sdo atualmente usados em SMD (GARCIA-MANERO, 2015). Todos eles categorizam
0s pacientes em grupos de risco, cada um tem limitacGes especificas (LEE et al., 2015).

O primeiro escore de risco foi publicado em 1997 (GREENBERG et al., 1997), o
International Prognostic Scoring System (IPSS), apds estudo de dados clinicos, morfolégicos e
citogenéticos de 816 pacientes com SMD (a maioria em tratamento de suporte apenas) de um banco
internacional de dados. Trata-se de um escore altamente reprodutivel e simples de aplicar, tendo
sido usado por mais de duas décadas, mas suas limitacdes tornaram-se evidentes ao longo dos anos
(GARCIA-MANERO, 2015). Ele exclui pacientes portadores de Leucemia mielomonocitica
crénica (LMMC) e de SMD secundaria e foi criado para uso apenas ao diagndstico, ndo sendo um
escore dinamico capaz de produzir prognéstico a qualquer momento da evolucdo da doenca
(JONAS e GREENBERG, 2015).

Em 2002, formulou-se uma nova proposta para a classificagdo de SMD de novo, o World
Health Organization classification-based Prognostic Scoring System (WPSS) incorporando aos
critérios morfoldgicos da classificacdo da OMS (SWERDLOW et al., 2008), as alteragdes
citogenéticas do IPSS e acrescentando a dependéncia transfusional como fator de mau prognaostico
(MALCOVATI et al., 2011). Apesar de ser um escore dindmico, com valor prognostico quando
aplicado em qualquer momento do seguimento do paciente, tem limitagbes bem semelhantes ao
IPSS (JONAS e GREENBERG, 2015).

Uma grande base de dados internacional contendo 7012 pacientes ainda ndo tratados com
diagnostico SMD de novo foi compilada com o intuito de refinar o IPSS com a incorporagdo de
dados atualizados envolvendo citogenética (foram definidas 16 anormalidades citogenéticas
especificas agrupadas em 5 categorias, sendo o peso das alteragdes citogenéticas aumentado) e
contagem de blastos e citopenias sendo categorizados em subgrupos, dado origem ao IPSS-R
(Revisado) (GREENBERG et al., 2012; JONAS e GREENBERG, 2015). As categorias
citogenéticas foram baseadas em um novo esquema de classificagdo (SCHANZ et al., 2012). Ap6s
analise multivariada com tempo de sobrevida e transformacdo para LMA, foram criadas 5
categorias de risco: muito baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto risco (GREENBERG et al.,
2012). O IPSS-R é um escore dindmico e foi capaz de categorizar com maior precisdo 0s pacientes
do estudo levando 27% dos pacientes de baixo risco para categorias superiores e trazendo 18% dos
pacientes de maior risco para categorias inferiores (LEE et al., 2015). A idade se mostrou um
grande fator progndstico para sobreviva global, mas ndo para a progressdo para LMA, nos grupos

de menor risco. Tal modelo foi validado por diversos grupos (DE SWART et al., 2015;
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NEUKIRCHEN et al., 2014; VOSO et al., 2013; LAMARQUE et al., 2012) sendo considerado um
bom escore, apesar de também excluir pacientes portadores de Leucemia mielomonocitica cronica
(LMMC) e de SMD secundaria.

Tabela 3: Quadro comparativo IPSS x IPSS-R

IPSS, 1997 IPSS-R, 2012
Parametro Escore Parametro Escore
BLASTOS MEDULA BLASTOS MEDULA
< 5% 0 <2% 0
5-10% 0,5 >2e<5% 1
11-12% 15 5-10% 2
21-30% 2 > 10% 3
CITOGENETICA* CITOGENETICA**
Bom 0 Muito favoravel 0
Intermediario 0,5 Favoravel 1
Ruim 1 Intermediario 2
Desfavoravel 3
CITOPENIAS Muito desfavoravel 4
Ooul 0
20u3 0,5 HB (g/dL)
>10 0
8a<10 1
<8 15
NEUTROFILOS (x 10"9/L)
>0,8
<0,8 0
0,5
PLAQUETAS (x 10"9/L)
> 100 0
50a<100 0,5
<50 1

Legenda: Favoravel: Normal, — Y, 5q-, 209-; Desfavoravel: complexo (> 3 anormalidades) ou anormalidades do
cromossomo 7; Intermediario: outras anormalidades. **Muito favoravel: =Y, del(11q); Favordvel: normal,
del(5q),del(12p), del(20q), duas anormalidades incluindo del(5q); Intermediario: del(7qg), +8, +10, i(17q), qualquer
outra alteragdo isolada ou dois clones independentes; Desfavoravel: —7, inv.(3)/t(3g)/del(3q), duas incluindo
—7/del(7q), complexo: 3 anormalidades; Muito desfavoravel: complexo >3 anormalidades. Fonte: Adaptado de LEE et
al., (2015).

Na tentativa de preencher algumas lacunas dos escores anteriores, foi criado o MD Anderson
Global Prognostic Scoring System (MPSS) que é resultado de uma analise multivariada de um
banco de pacientes contendo 1915 individuos portadores de SMD (de novo e secundéaria), LMMC e
SMD/SMP, além de pacientes previamente tratados (KANTARJIAN et al., 2008). Ele dispensa a

classificagdo morfoldgica da OMS e pode ser aplicado em qualquer momento do tratamento.

A despeito da SMD ocorrer principalmente em pacientes idosos habitualmente portadores de

comorbidades, nenhum dos escores acima inclui o impacto de tais comorbidades na evolucédo e

17



desfecho desses pacientes (GARCIA-MANERO, 2015). Um estudo onde foi aplicado um escore de
comorbidade (Adult Comorbidity Evaluation-27) em um grupo de 500 portadores de SMD mostrou
que ha um grande impacto independente na sobreviva de tais pacientes (DELLA PORTA et al.,
2011).

1.1.6 Citogenética e alteracdes moleculares

A citogenética na atualidade é a mais importante varidvel na determinagdo do progndstico
da SMD, contribuindo para a sua heterogeneidade (BERNASCONI et al., 2013). Usando o cariétipo
convencional, aproximadamente 50% dos pacientes com SMD de novo e até 80% dos pacientes
com SMD secundaria, apresentam anormalidades. A maioria dessas anormalidades representam
eventos genéticos secundarios resultantes da instabilidade genémica ao invés de serem parte da
patogénese primaria, com exce¢do da del 5q (LEE et al., 2015). Usando uma coorte de 2902
pacientes diagnosticados com SMD de novo, Schanz et al. definiu um novo escore com 5 grupos de
prognostico citogenético (SCHANZ et al., 2012), posteriormente adicionado ao IPSS-R. A
Fluorescence in situ hybridization (FISH) é outra técnica comumente usada para detectar
anormalidades cromossémicas e tem como vantagem de poder ser usada em células fora do
processo de divisdo. A andlise é limitada apenas pelo fato de que cada alteragdo cromossémica
exige um probe especifico. Ainda considerando a limitacdo de sensibilidade da citogenética
convencional, novos métodos como o Single-nuleotide array (SNP-A) e a Comparative genomic
hybridization (CGH) tém emergido como adjuntos na definicdo do progndstico (JONAS e
GREENBERG, 2015). A combinacdo do SNP-A com a citogenética convencional aumentou de 44
para 74% a porcentagem de achados de anormalidades cromossémicas com significado prognéstico
(TIU et al., 2011). Entretanto, tais técnicas ndo estdo comercialmente disponiveis e precisam de

refinamento e padronizacdo antes de ter seu uso generalizado (JONAS e GREENBERG, 2015).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos cinco grupos do sistema prognostico citogenético

desenvolvido por Schanz et al., 2012.

Muito . o . Muito
. Favoravel Intermediario Desfavoravel .
favoravel desfavoravel
. SIMPLES: del(7q),
SIMPLES: -Y e | %le’\gL)EdSél(Tsz)]aé | | +8, +10, i(17q) e | | sivPLES: -7, COMPLEXO >3
del(11q) gél(zo ) P qualquer outra inv.(3)/t(3qg)/del(3q) anormalidades
q alteracdo isolada
DUPLA: Duas DUPLA:dois DUPLA: duas
= anormalidades — clones — incluindo
com del(5q) independentes =7/del(7q)
COMPLEXO: 3
anormalidades

Fonte: Adaptado de Schanz et al., 2012

Nos Ultimos anos, diversos estudos importantes tém sido publicados descrevendo uma
analise abrangente da incidéncia e do impacto clinico de mdltiplas lesdes génicas na sindrome
mielodisplasica. Em 2011, Bejar e colegas publicaram a primeira analise de 18 genes em 439
pacientes (BEJAR et al, 2011). Recentemente o European Consortium (PAPAEMMANUIL et al.,
2013) realizou andlise de mutacdo de 111 genes através de técnicas de sequenciamento de Ultima
geracdo em uma coorte de 738 pacientes e encontrou a frequéncia das mutacdes mais comuns em
portadores de SMD. Esse e outros trabalhos envolvendo centenas de pacientes utilizando conjuntos
de mutagdes genéticas alvo e sequenciamento total de genoma (BEJAR et al., 2011 e
HAFERLACH et al., 2014) mostram que até 80% dos pacientes com SMD apresentam alguma
mutacgdo de interesse, sendo varias delas associadas a impacto prognostico como se pode ver na
tabela 4. Os dados emergentes devem ser ndo apenas importantes na definicdo do progndstico
desses pacientes, mas também potencialmente na selecdo do tratamento dos mesmos (GARCIA-
MANERO, 2015).

Tabela 4: Impacto progndéstico de mutagdes recorrentes (> 5%) em SMD

FUNCAO GENE

Modificadores epigenéticos TET?2% DNMT3AS, ASXL1¢, EZH2°¢
Splicing SF3B1? SRSF2°¢, U2AF1°¢, ZRSR2°
Diferenciacéo RUNX1°

Resposta a dano de DNA/apoptose TP53¢, BCOR®

Complexo coesina STAG2®

Sinalizacio CLBP

Legenda: ® Impacto favoréavel no prognéstico, b Impacto neutro no prognostico e ¢ Impacto desfavoravel no prognéstico.
Fonte: Adaptado de JONAS e GREENBERG, 2015)
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1.2 Lesao de DNA

O genoma de todos os organismos sdo constantemente modificados por moléculas reativas
endogenamente produzidas, primariamente via respiracdo mitocondrial, ou por agentes
exdgenos/ambientais, fisicos, quimicos, e bioldgicos que incluem luz ultravioleta, radiacéo
ionizante, metais pesados, poluentes do ar, quimioterapicos e respostas inflamatérias (LINDAHL,
1993). Estima-se que mais de 10.000 lesbes do genoma sejam produzidas diariamente
(HOEIJMAKERS, 2009). Os danos gerados podem levar a varias modificacfes bioldgicas que
incluem: alterac6es na transcricdo de alguns genes, falhas reprodutivas, muta¢des herdaveis ou néo,
morte celular e doengas como o cancer (OZTURK e DEMIR, 2011), contribuindo provavelmente
para o envelhecimento, doengas relacionas a senescéncia e neurodegeneracgdo (I'YAMA e WILSON,
2013). Tais modificacbes sdo resultado da instabilidade gnémica que ocorre quando varios
processos envolvidos na manutencdo e replicacdo do genoma sao disfuncionais ou quando ha uma
relevante exposicdo a agentes carcindgenos (LANGIE et al., 2015), como mostrado na figura 2.

Existem varias linhas de defesa contra a inducéo e persisténcia de dano ao DNA de uma
celula. Primariamente, existem os agentes que previnem a formagdo do dano como peptideos
detoxificantes e proteinas e os antioxidantes, como vitamina C e E (OZTURK e DEMIR, 2011).
Secundariamente, ha vias de resposta ao dano no DNA que removem um erro ja existente atraves de
vias de reparo de DNA reduzindo assim a possibilidade de inducdo de mutacdes. E por fim existe a
célula ja lesada que pode ser eliminada através de morte espontanea ou apoptose. Independente do
mecanismo usado, o reparo da lesdo ao DNA ¢ indispensavel para a manutencdo da integridade do
genoma (OZTURK e DEMIR, 2011), que por sua vez é essencial para a viabilidade e longevidade
de um organismo saudavel (I'YAMA e WILSON, 2013).
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Figura 2: Mecanismos celulares que ligam exposi¢do a compostos quimicos e cancer.
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METILAGAO EXPRESSAQ GENICA VARIAGOES GENETICAS

Os efeitos das substancias quimicas podem ser modulados por diversas vias e mecanismos, incluindo antioxidantes
enzimaticos e ndoenzimaticos, enzimas metabolizadoras de fase | e Il, parada de divisdo celular, reparo de DNA,
apoptose e por mecanismos epigenéticos (como metilacdo de DNA) que regulam a expressdo génica. Mecanismos de
defesa limitam a acumulacdo de danos ao DNA e reduzem o risco o risco de instabilidade genémica (mutagdes,
anomalias cromossdmicas, encurtamento de telémeros etc.) e a progressao para cancer. Fonte: Adaptado de Langie et
al., 2015.

1.2.1 Mecanismos de reparo de DNA

Dentro das vias de reparo de DNA podemos citar: o reparo por excisdo de nucleotideo
(Nucleotide Excision Repair — NER), o reparo por excisdo de base (Base Excision Repair — BER), 0
reparo de erros de emparelhamento de bases (Mismatch Repair — MMR), que sdo mecanismos de
reparo de fita simples, e o reparo de juncdes por extremidades ndo homologas (Non-Homologous
End-Joining — NHEJ) e a recombinacdo homdloga (Homologous Recombination — HR), que
figuram entre os mecanismos de reparo de fita dupla de DNA (IYAMA e WILSON, 2013).

1.2.2 Mecanismos de reparo de fita dupla de DNA

As lesdes de fita dupla sdo as mais deletérias formas de dano ao DNA, ativando morte
celular, se ndo reparada, e promovendo instabilidade do genoma (BOHGAKI, BOHGAKI e
HAKEM, 2010). Podem surgir pela ag&o de radicais livres endogenamente produzidos ou induzidos
por fontes exdgenas como terapia antineoplasica (IYAMA e WILSON, 2013). Existem duas vias

principais: o reparo de juncdes por extremidades ndo homdlogas (Non-Homologous End-Joining —
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NHEJ) e a recombinacdo homologa (Homologous Recombination — HR). A via HR requer uma
cromatide-irm@ homdloga para sua execucdo, ao passo que a via NHEJ pode ocorrer em células que
estejam ou ndo em divisdo, ndo necessitando de uma sequéncia homdloga de controle, o que faz
dela uma via com maior chances de erro (OZTURK e DEMIR, 2011). Diversas doencas humanas
derivam-se de deficiéncias em HR e NHEJ e exibem defeitos no desenvolvimento, imunologicos e
neuroldgicos, assim como sensibilidade a radiacdo, fenétipos de envelhecimento precoce e
predisposicdo ao cancer (IYAMA e WILSON, 2013).

1.2.3 Mecanismos de reparo de fita simples de DNA

Figura 3: Apresentacdo esquematica dos tipos de mecanismos de reparo em danos de fita simples
de DNA.

[ TIPOS DE DANOS NO DNA ]

Agt?ntes Errf)s dg Luz UV
alquilantes Replicagao

INSERCOES DIMEROS DE
[S'OXOGUAN'NA] [ DELECOES ] [ PIRIMIDINA ]

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

1.2.3.1 Reparo por excisdo de base

O reparo por exciséo de base (Base Excision Repair — BER), pela primeira vez descrito por
Tomas Lindahl (LINDAHL, 1974), € a via de reparo de DNA para a maioria das lesdes devidas a
processos enddgenos ou aquelas induzidas por exposicdo a agentes quimicos exdgenos ou radiacdo
(DIANOV e HUBSCHER, 2013). O processo tem como objetivo remover o nucleotideo danificado

e é tipicamente iniciado por uma das varias DNA glicosilases substrato-seletivas que reconhecem e
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excisam modificacdes de base (WILSON et al., 2010). Lesdes removidas do DNA por BER
incluem uracil incorporados, pirimidinas fragmentadas, purinas N-alquiladas (7-metilguanina, 3-
metiladenina, 3-metilguanina), 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-OxoG), timinaglicol e muitas outras
(WILSON et al., 2010). Sitios apurinicos (perda de Adenina ou Guanina) ou apirimidinicos (perda
de Timina ou Citosina), também chamados regides abasicas (DIANOV e HUBSCHER, 2013), sdo
formados ap6s a remocdo de bases e as bases corretas sdo rapidamente sintetizadas por uma
polimerase. Finalmente as extremidades livres sdo unidas por ligases. O mecanismo de BER é
composto por duas vias: uma curta (Short-Patch Repair — SRP) e uma longa (Long-Patch Repair —
LRP) (OSTURK E DEMIR, 2011). Na via curta, apenas um nucleotideo é excisado pela DNA-
glicosilase e entdo uma AP endonuclease (APE1) forma as extremidades de DNA necessarias ao
inicio do processo de sintese. Apds isso a polimerase B acuradamente insere o nucleotideo correto
ao sitio abésico. Finalmente, a ligacdo é feita pela enzima DNA ligase Ill. No mecanismo de via
longa, varios nucleotideos (de 2 a 10) sdo excisados e entdo as bases corretas sdo inseridas pelas
enzimas polimerase o € € em cooperagdo com o fator de replicagdo C (RPC) e o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA). Finalmente, as extremidades livres sdo seladas pela DNA ligase |
(DIZDAROGLU, 2015).

1.2.3.2 Reparo de erros de emparelhamento de bases

O reparo de erros de emparelhamento de bases (Mismatch Repair — MMR) funciona
removendo bases mal pareadas formadas por agentes exdgenos e enddgenos que causam
deaminacdo, oxidacdo e metilacdo de bases, aléem de erros de pareamento decorrentes de insercoes,
delecdes e erros de replicacdo (OSTURK E DEMIR, 2011). Os erros de replicagdo feitos pela
maquinaria de replicagdo do DNA incorporam um nucleotideo errado a cada 10’ adicGes.
Infelizmente, cerca de 0,1% desses erros gerados ndo podem ser reparados pelo sistema MMR e
podem levar a mutacdes (FISHEL, 2015). O MMR engloba passos basicos que incluem
reconhecimento da lesdo no DNA, descriminacdo de fita, excisao e reparo (RICHMAN, 2015). Em
mamiferos, as proteinas homélogas MutS (MSH1-6, MLH1 e MLH3) e MutL (PMS1 e PMS2) sdo
responsaveis pelo reconhecimento dos locais com erros de pareamento. Na sequéncia, as bases mal
pareadas sdo excisadas pela enzima exonuclease | e entdo os nucleotideos que faltam sdo
sintetizados corretamente pela enzima polimerase 6 (OSTURK E DEMIR, 2011). Defeitos na via
MMR resultam em instabilidade de microssatélites e ocorrem em 15% dos canceres colorretais e
estdo envolvidos ainda em cénceres de endométrio, ovario, estbmago e melanoma (RICHMAN,
2015).
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1.2.3.3 Reparo por excisdo de nucleotideo

O reparo por excisdo de nucleotideo (Nucleotide Excision Repair — NER) é um mecanismo
de reparo de longos segmentos de 24 a 30 nucleotideos em uma fita simples do DNA que causam
distorcdo em sua hélice (ROUILLON e WHITE, 2010). Atua principalmente em danos causados
por radiagdo UV e por um grande numero de agentes quimicos exdgenos incluindo agentes
ambientais como benzopirenos e quimioterdpicos como a cisplatina (SCHARER, 2013). Envolve,
em organismos eucarioticos, a participacao de cerca de 30 proteinas e tem trés passos principais: (1)
a deteccdo inicial do erro, (2) verificacdo do dano e (3) remocao do erro seguida de ressintese
(KUPER e KISKER, 2012).

Os principais participantes do NER incluem as sete proteinas que compdem o Xeroderma
Pigmentosum complementation group, de XPA a XPG, a proteina Excision Repair Complementing
group 1 (ERCC1), a proteina homologa humana da levedura RAD23 (hHR23B), a Replication
Protein A (RPA), as subunidades do Transcription Factor que possui atividade helicase (TFIIH) e
as proteinas Cockayne Syndrome A and B (CSA e CSB) (BARAKAT, GAJEWSKI e
TUSZYNSKI, 2012).

Duas formas de NER existem nos eucariotos e diferem entre si apenas pela forma de
reconhecimento da lesdo: o reparo acoplado a transcri¢do (Transcription-Coupled Repair - TCR) e 0
reparo global do genoma (Global Genome Repair - GGR). O GGR remove lesées em qualquer parte
do genoma, enquanto o TCR remove especificamente lesdes de fita transcrita de genes ativos
(ALEKSEEV e COIN, 2015).

O GGR é iniciado pela deteccéo de erro e ligacdo dos complexos UVDDB e XPC-hHR23B
aos pares de bases alterados. Ja no TCR as lesdes s@o detectadas por alterarem estruturalmente a fita
de DNA e bloquearem a RNA polimerase Il. Tal polimerase é afastada fazendo com que a leséo
seja acessivel ao reparo, 0 que exige pelo menos dois fatores especificos a essa via: CSA e CSB
(ALEKSEEV e COIN, 2015). A partir de entdo ambos processos entram em uma via comum onde
um complexo multiprotéico que inclui as helicases XPB e XPD age gerando relaxamento do DNA
ao redor da lesdo permitindo que e o complexo XPA-RPA confirme a presenca do dano e
estabilize-0 para a excisdo das bases que é realizada pelo complexo da ERCC1-XPF endonuclease
gerando com oligonucleotideo de cerca de 24 a 30 bases que contém a lesdo. Neste momento um
novo DNA ¢ sintetizado e a falha ¢ fechada por RFC, RPA, PNCA e pelas polimerases B ¢ €
(BARAKAT, GAJEWSKI e TUSZYNSKY, 2012). Finalmente a fita é selada pela XRCC1-DNA
ligase I11 (LIG3) ou pela FEN1-DNA ligase I (LIG1) (OGlI et al., 2010).
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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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Legenda: Duas vias do NER em mamiferos: GG-NER (Genome Global Repair) e TC-NER (Transcription-Coupled
Repair). (i) O complexo XPC-RAD23B reconhece a mudanca estrutural induzida pelo dano ao DNA como primeiro
passo do GG-NER. TC-NER é iniciado por bloqueio da RNA polimerase Il (RNAP) pela lesdo, a qual bloqueia a
transcricdo de um gene ativo. Apds esses passos de reconhecimento inicial, as duas vias envolvem 0s mesmos
componentes proteicos. (ii) Seguindo o reconhecimento, o complexo TFIIH é recrutado. Através da atividade das
helicases XPB e XPD, TFIIH promove a abertura da fita dupla de DNA ao redor da leséo, facilitando o recrutamento
de XPA e RPA. (iii) O complexo XPF-ERCCL é recrutado para a lesdo através de interagdo direta com XPA, enquanto
XPG é especificamente engajada através de interacdo com TFIIH. (iv) As duas endonucleases, XPF-ERCC1 e XPG
removem o fragmento oligonucleotideo que contém o dano e a DNA polimerase se encarrega de realizar a sintese de
reparo em cooperacdo com RFC e PCNA. (v) Finalmente a abertura é selada tanto pelo complexo XRCC1-LIG3 como
pelo FEN1-LIG1. Fonte: Adaptado de I'YLAMA e WILSON, 2013.

Defeitos funcionais nos genes das proteinas associadas ao NER sdo relacionados a certas
doencas como o xeroderma pigmentoso, a sindrome de Cockayne's, tricotiodistrofia e varios tipos
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de canceres (I'YAMA e WILSON, 2013).

1.2.3.3.1 Xeroderma Pigmentoso

O Xeroderma pigmentoso (XP) é uma doenca autossémica recessiva rara caracterizada por
risco aumentado de canceres de pele e de mucosa induzidos pela radiacdo UV, além de outros
profundos como tumores cerebrais, leucemias e carcinomas gastricos e pulmonares
(DIGIOVANNA E KRAEMER, 2012). As proteinas de XPA a XPG, componentes centrais do
NER, estdo implicadas na fisiopatologia dessa doenca. A perda dessas proteinas resulta em acumulo
de danos ao DNA, colapso replicativo ou mutacdo nas células em divisdo e problemas na
transcricdo levando a predisposi¢do ao cancer (IYAMA e WILSON, 2013).

E interessante perceber que um quarto dos pacientes com XP desenvolve sintomas
neurolégicos: microcefalia, deterioracdo mental, ataxia cerebelar, surdez neurossensorial e
neuropatia periférica, que parecem envolver atrofia cerebral. Tais alteracfes se correlacionam com
mutacBes em XPA, XPD, XPF ou XPG (KRAEMER et al., 2007).

1.2.3.3.2 Sindrome de Cockayne

A Sindrome de Cockayne é uma doenca autossdmica recessiva que envolve mutagdes nos
genes de CSA ou CSB, classicamente proteinas da via TCR. A forma juvenil é mais grave e
caracterizada por fotossensibilidade, microcefalia, retardos de desenvolvimento, surdez
neurossensorial, nanismo e envelhecimento acelerado (NATALE, 2011). Entretanto, ao contrario do
XP, a SC ndo apresenta incidéncia aumentada de cancer, sugerindo defeitos moleculares distintos.
A via GGR nesses pacientes é preservada (KRAEMER et al., 2007).

1.2.3.3.3 Tricotiodistrofia

Os pacientes com Tricotiodistrofia (TTD) tém fenotipo semelhante a portadores de XP e SC,
assim como apresenta diversas anormalidades outras, incluindo cabelos quebradicos que sé@o
geralmente patognomdnicos para diagnostico (FAGHRI et al., 2008). Notavelmente, mais de 80%
dos pacientes apresentam anormalidades neuroldgicas (KRAEMER et al., 2007). Como a SC, a
TTC se associa a defeito na via TCR do NER, originando-se de mutacdes em XPB, XPD e TTDA,
gene que codifica uma pequena subunidade do complexo TFIIH (FAGHRI et al., 2008).

Observagdes relacionadas a diversidade clinica e particularidade de acometimento orgéanico
dessas doengas fazem crer que defeitos no GGR séo relacionados risco de cancer enquanto que

defeitos no TCR estdo mais associados a complicacdes neuroldgicas (IYAMA e WILSON, 2013).
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A importancia para a saude humana da manutencdo dos mecanismos de reparo do DNA ¢é
6bvia na Medicina, uma vez que as doencas acima e muitas outras surgem da mutacdo de genes de
reparo como: Ataxia telangectasia, anemia de Fanconi, a Sindrome de Bloom, que tém sua

fisiopatologia bem estabelecida (JASIN, 2015), como é possivel visualizar na tabela 5.

Tabela 5. Genes de reparo de dano ao DNA envolvidos em doengas humanas.

TIPOS DE REPARO DE GENES MUTADOS FENOTIPOS
DNA OU SINALIZACAO
Recombinacdo homologa BRCALl, BRCA2, PALB2, Cancerde mama, ovarioe
RAD51C, RAD51D outros, anormalidades de

desenvolvimento

Reparo de erros de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2  Cancer de colon e outros

emparelhamento de bases

Reparo de jungdes por LIG4, NHEJ1, DCLRE1C Imunodeficiéncia, retardo de

extremidades ndo homologas crescimento, microcefalia

Reparo por excisdo de XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, Xeroderma pigmentoso:

nucleotideo XPF fotossensibilidade, cancer

Reparo de fita simples APTX, TDP1 Ataxia, neurodegeneragao,
hipercolesterolemia

Reparo associado a CSA, CSB, UVSSA Sindrome de Cockayne:

transcricdo (Transcription- fotossensibilidade,

Coupled Repair) anormalidades neuroldgicas e
de desenvolvimento

Quebra de fita dupla ATM, MRE11, NBS1, RAD50 Ataxia, imunodeficiéncia,
déficit de crescimento e
microcefalia

Legenda: APTX: Aprataxin; ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated; BRCAL: Breast Cancer 1; BRCA2: Breast Cancer
2; CSA: Cockayne syndrome group A; CSB: Cockayne syndrome group B; DCLRE1C: DNA Cross-Link Repair 1C;
LIG4: Ligase IV; MLH1: MutL Homolog 1; MRE11: Meiotic Recombination 11 Homolog A; MSH2: MutS Homolog
2; MSH6: MutS Homolog 6; NBS1: Nijmegen breakage syndrome 1; NHEJ1: Non-omologous end joining factor 1;
PALB2: partner and localizer of BRCA2; PMS2: PMS1 homolog 2; RAD50: RAD50 Homolog, Double Strand Break
Repair Protein; RAD51C: RAD51 Paralog C; RAD51D: RAD51 Paralog D; TDP1: Tyrosyl-DNA phospodiesterase;
UVSSA: UV stimulated scaffold protein A; XPA: Xeroderma pigmentosum, complementation group A; XPB:
Xeroderma pigmentosum, complementation group B; XPC: Xeroderma pigmentosum, complementation group C; XPD:
Xeroderma pigmentosum, complementation group D; XPE: Xeroderma pigmentosum, complementation group E; XPF:
Xeroderma pigmentosum, complementation group F. Fonte: Adaptado de JASIN, 2015.

1.3 Genes de reparo de DNA e seus polimorfismos

O genoma humano é composto de aproximadamente 3 bilhdes de nucleotideos pareados e
cada polimorfismo de nucleotideo Unico (Single-Nucleotide Polymorphisms — SNP) se refere a
modificacdo de um Unico par de bases, presente na populacdo humana numa frequéncia maior que
1% (KATARA, 2014). Os SNPs constituem as variagdes de sequéncia de DNA mais
frequentemente encontradas no genoma humano (TAILLON-MILLER, PIERNOT e KWOK,
1999). Embora pareca uma pequena alteracdo, gera uma grande diferenca do ponto de vista

funcional e é a mais comum variabilidade genética entre individuos (KATARA, 2014). Os SNPs
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figuram atualmente como pecas-chave no desenvolvimento de conceitos de medicina personalizada
(WANG et al., 2012).

Mutac6es e polimorfismos em genes envolvidos no reparo do DNA sdo responsaveis por
desenvolvimento de tumores e varias doencas hereditarias caracterizadas por alteracdes metabolicas
complexas. Genes de reparo do DNA e suas proteinas sdo também responsaveis pelo
desenvolvimento de resisténcia a drogas citostaticas em células tumorais (WHIRL-CARRILLO et
al., 2012).

Figura 5. Presenca de SNPs na farmacodindmica e farmacocinética gerando respostas variaveis a
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Fonte: Adaptado de KATARA, 2014.

Nos Ultimos anos nosso grupo tem estudado uma série de genes relacionados a lesdo de fita
dupla do DNA com resultados bastante significativos. Ribeiro et al. descreveram que o genotipo
heterozigoto (GC) do polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 e o gendtipo heterozigoto do
polimorfismo rs3835 do gene XRCC5 associaram-se a redugéo de chance de desenvolver SMD e
que os genotipos CG e CG+GG do polimorfismo rs2267437 do gene XRCC6 estavam associados a
cariotipo normal e medula normocelular e hipercelular (RIBEIRO et al., 2014). Ribeiro et al.

também demonstraram, na avaliacdo do SNP rs228592 do gene ATM, que o gendtipo heterozigoto
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(AG) correlacionou-se com prevaléncia reduzida de SMD (RIBEIRO et al., 2013).

Dada a importancia inequivoca do mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos na
correcdo de danos causados por tabaco e quimioterdpicos de uso habitual e de sua bem
documentada relacdo com doencas que aumentam a susceptibilidade a neoplasias e doencas
neurodegenerativas (IYAMA e WILSON, 2013), além dos inumeros trabalhos aos quais seremos
apresentados adiante que correlacionam extensamente SNPs de genes de proteinas do Xeroderma
pigmentoso (XPA, XPC, XPD e XPF) a neoplasias tanto de 6rgdos sélidos quanto hematoldgicas,
resolvemos estudar o impacto, ainda pouco descrito, da presenca desses polimorfismos nas

caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes portadores de SMD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os polimorfismos dos genes relacionados ao mecanismo de reparo por exciséo de
nucleotideo e associa-los as variaveis clinicas observadas em pacientes portadores de Sindrome

mielodisplasica.

2.2 Objetivos Especificos

1. Auvaliar o SNP rs1800975 do gene XPA por PCR quantitativo em tempo real em individuos
saudaveis e portadores de SMD;

2. Auvaliar o SNP rs2228000 do gene XPC por PCR quantitativo em tempo real em individuos
saudaveis e portadores de SMD;

3. Avaliar o SNP rs1799793 do gene XPD por PCR quantitativo em tempo real em individuos
saudaveis e portadores de SMD;

4.  Avaliar o SNP rs1800067 do gene XPF por PCR quantitativo em tempo real em individuos
saudaveis e portadores de SMD;

5. Associar os achados moleculares com as variaveis clinicas encontradas nos pacientes com
SMD.
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3 PACIENTES, MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara, sob o0 CAAE: 44406115.7.0000.5054.

Todos os sujeitos estudados somente foram inclusos no estudo apos preenchimento do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Adicionalmente, foi preenchida durante entrevista
uma ficha contendo informagGes referentes aos dados epidemiolégicos e associados a condigdo
clinica do participante. Foram coletados ainda, no grupo dos pacientes portadores de SMD,
informacdes referentes a exames previamente coletados para seu diagndstico como: hemogramas
completos, citologia e histologia da medula 6ssea (mielograma e biopsia), avaliacdo para depdsitos

de ferro medular e cariétipo.

3.2 Delineamento do estudo, pacientes e obtengdo de amostras de origem clinica

Esse foi um estudo de caso controle de genes candidatos para avaliacdo de associagdo de
polimorfismos de genes de reparo de DNA com aspectos clinicos e laboratoriais da Sindrome

mielodisplasica.

Um numero 99 pacientes diagnosticados com Sindrome mielodisplésica atendidos no
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara e um grupo
controle composto de 100 individuos, também pacientes do mesmo hospital, com idade superior a
60 anos, sabidamente ndo portadores de hemopatias malignas, tiveram seu DNA analisado quanto a
presenca dos polimorfismos XPA rs1800975, XPC rs2228000, XPD rs1799793 e XPF rs1800067.

Foram coletadas amostras de medula 6ssea dos individuos portadores de SMD e 15mL de
sangue periférico de cada individuo do grupo controle para realizacdo de hemograma completo,
extracdo de DNA e PCR quantitativo em tempo real para determinacdo da incidéncia de

polimorfismos.

Do grupo dos pacientes, foram completamente excluidos quatro participantes devido a falha
na genotipagem dos quatro genes estudados. Individuos que tiveram pelo menos um dos genes
genotipados seguiram no estudo. Destes 95 restantes, foram excluidos, por falha na discriminacéo

alélica, nove pacientes na genotipagem de XPA, oito na de XPC, nove na de XPD e sete na de XPF.
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Figura 6: Representacdo esquematica do nimero de pacientes incluidos no estudo e quantidade

final de pacientes genotipados para cada polimorfismo estudado.
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Do grupo controle, seis individuos foram excluidos por apresentarem citopenia previamente

.

r

desconhecida em hemograma realizado para o presente estudo (cinco apresentaram anemia e um

trombocitopenia). Ndo houve falhas de genotipagem em nenhum dos genes neste grupo.

3.3 Discriminagdo alélica por PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

3.3.1 Extracdo do DNA gendmico

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

descartado e tubo contendo o DNA permaneceu secando a temperatura ambiente. O DNA foi
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hidratado com &gua livre de DNAse e permaneceu em banho-maria durante 30 minutos a 60°C. As
amostras foram quantificadas e estocadas a -20°C.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de 220, 260 e
280nm para afericdo de pureza, concentracdo e contaminacdo das amostras. Foram analisadas

amostras com relacdo A260/280 > 1,8.

3.3.2 PCR quantitativo

Para obtencdo dos resultados, foi utilizado o ensaio de discriminacdo alélica para
genotipagem dos polimorfismos XPA rs1800975, XPC rs2228000, XPD rs1799793 e XPF
rs1800067 com o uso de oligonucleotideos e sondas Tagman® Assay Probes (Applied Biosystems,
California, USA), do equipamento de PCR em tempo real 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems, California, USA).

Para realizacao do ensaio de discriminacgéo alélica dos polimorfismos, as amostras de DNA
extraido foram diluidas de forma a cada amostra conter 30 ng, apos quantificagao estimada atraves
de leitura espectrofotométrica pelo equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc., Shangai,
China). As designacGes dos genes e seus polimorfismos e as sondas utilizadas estao descritas na
tabela 6. Controles negativos foram apropriadamente utilizados. O PCR quantitativo foi realizado
seguindo as seguintes condi¢Bes: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de
amplificacédo (95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto). Para cada ciclo, o programa 7500 Fast
SDS System Software plotou os resultados da discriminagao alélica em graficos que ilustram a
emissao de fluorescéncia em cada amostra submetida a amplificagao. Os graficos gerados para a
discriminagao alélica dos polimorfismos XPA rs1800975, XPC rs2228000, XPD rs1799793 e XPF
rs1800067 estao ilustrados na figura 7.

Tabela 6: Genes e polimorfismos, sua nomenclatura, alelo selvagem, sonda Tagman® e seu alelo.

Gene Polimorfismo Identificacio do  Alelo selvagem  Sonda Tagman® Alelo Sonda Tagman®/
polimorfismo Relagédo com Genoma

XPA 23A>G rs1800975 G C__ 482935 1 C (reverso)

XPC Ala499Val rs2228000 C C___ 16018061 10 G (reverso)

XPD/ERCC2  Asp312Asn rs1799793 G C__ 3145050 10 C (reverso)

XPF/ERCC4  Arg415GIn rs1800067 G C__ 3285104 10 G (direto)

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2013

33



Figura 7: Os graficos gerados para a discriminagao alélica dos polimorfismos estudados.
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GRAFICO A: XPA rs1800975, B: XPC rs2228000, C: XPD rs1799793 e D: XPF rs1800067.

3.3.3 Variaveis analisadas e Analises estatisticas

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

- Idade: <60 (menor ou igual a 60 anos) e > 60 (maior que 60 anos);

- Sexo: masculino e feminino;

- Origem: rural e urbana;

- Hemoglobina: > 8 g/dL (maior ou igual a 8g/dL) e < 8 g/dL (menor que 8 g/dL);

- Neutrdfilos: > 800/mm? (maior ou igual a 800/mm?) e < 800/mm? (menor que 800/mm3);

- Plaguetas: > 50 x 10°%/L (maior ou igual a 100 x 10°%/L) e < 50 x 10%/L (menor que 50 x 10%/L);

- Celularidade da medula 6ssea: Normocelular, Hipocelular e Hipercelular (utilizados

critérios de celularidade propostos por Thiele e colegas (THIELE et al., 2005), onde vé-se como
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normocelular a presenca das seguintes porcentagens de tecido hematopoético de acordo com a
idade: 60-70% em individuos de 20-30 anos, 40-50% em individuos de 40-60 anos e 30-40% em
individuos com 70 anos ou mais. Porcentagens inferiores caracterizam hipocelularidade e
superiores, hipercelularidade).

- Contagem de blastos em medula 6ssea (MO): < 2% (menor ou igual a 2%), > 2-5% (mais
que 2% e menos ou igual a 5%), > 5-10% (mais que 5% e menos ou igual a 10%) e > 10% (mais de
10%);

- Porcentagem de sideroblastos em anel em MO: < 15% (menos de 15%) e > 15% (15% ou
mais);

- Classificagdo OMS (SWERDLOW et al., 2008): AREB (Anemia Refrataria com Excesso
de Blastos), CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia de Multiplas Linhagens), ARSA (Anemia
Refrataria com Sideroblastos em Anel), AR (Anemia Refrataria)), LMMC (Leucemia
mielomonocitica crénica) e SMD Secundaria; e classificacdo de risco: baixo risco (AR, ARSA e
CRDM) e alto risco (AREB);

- Caridtipo classificado quanto aos grupos citogenéticos de Schanz: prognostico muito
favoravel, favoravel, intermediario, desfavoravel e muito desfavoravel;

- Cariotipo quanto a presenca de alteragdo: normal e alterado;

- Indice progndstico do IPSS-R (2012): risco muito alto, alto, intermediario, baixo e muito
baixo;

- Dependéncia transfusional: presente e ausente (a presenca de dependéncia transfusional é
definida como transfusdo de no minimo um concentrado de hemacias a cada 8 semanas no intervalo
de 4 meses);

- Transformacédo para LMA;

- Evolucéo para obito.

Em 2011 foi publicado por Clarke e colegas um protocolo detalhado para a realizacdo da
analise estatistica basica em estudos de caso controle de associacdo genética populacional
envolvendo polimorfismos de nucleotideo Unico (CLARKE et al., 2011). A partir dele e de outros
trabalhos de caso controle, definimos os modelos genéticos (descritos na tabela 7) e testes de
associacdo adequados para o presente estudo, assim como o utilizamos na interpretagdo dos
resultados.

As diferencas entre as distribuicdes alélicas e genotipicas, os modelos genéticos e a analise
do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05) foram analisadas com o teste de qui-quadrado (com
um grau de liberdade) ou teste exato de Fisher (CLARKE et al., 2011). O teorema de Hardy-

Weinberg consiste na base tedrica da genética das populacgdes, avaliando a o principio do equilibrio

35



génico no processo evolutivo, consistindo em uma importante analise na verificacdo da populacédo

proposta nos estudos de polimorfismos.

Tabela 7: Lista de modelos genéticos de associacdo aplicados para cada polimorfismo.

Distribuicdo Alélica ALELO SELVAGEM versus ALELO POLIMORFICO

Distribuicdo Genotipica HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HETEROZIGOTO
versus HOMOZIGOTO POLIMORFICO

Modelo Genético de Dominancia HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HOMOZIGOTO POLIMORFICO
+ HETEROZIGOTO

Modelo Genético de Recessividade | HOMOZIGOTO POLIMORFICO versus HOMOZIGOTO SELVAGEM
+ HETEROZIGOTO

Modelo Genético de Homozigose | HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HOMOZIGOTO POLIMORFICO

Modelo Genético de Heterozigose | HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HETEROZIGOTO
Dominante

Modelo Genético de Heterozigose | HOMOZIGOTO POLIMORFICO versus HETEROZIGOTO
Recessiva

Fonte: Adaptado de Clarke et al., 2011

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

4.1 Caracterizagao dos pacientes

O ndmero amostral deste estudo (n) foi igual a 95 pacientes para o grupo SMD e 94 idosos
voluntarios para o grupo controle. A média de idade do grupo controle, composto por idosos
saudaveis voluntérios foi de 74,3 anos (variando de 57 a 90 anos) e para o grupo SMD, a média de
idade foi de 65 anos (variando de 15 a 91 anos). Para as faixas de idade propostas, o grupo SMD foi
constituido de 29 pacientes com idade < 60 (30,5%) e 66 pacientes com idade > 60 (69,5%).

Quanto a variavel de género, foram incluidos cinco individuos (5,3%) do sexo masculino e 89
(94,7%) do sexo feminino para o grupo controle. Para o grupo SMD, foram incluidos 46 pacientes
do sexo masculino (48,4%) e 49 pacientes do sexo feminino (51,6%). Dividimos ainda os pacientes
quanto a origem, sendo 59 (64,8%) de areas urbanas e 32 (35,2%) de areas rurais.

No quesito anemia, 0s pacientes subdividiram-se em 2 grupos: 50 pacientes (52,6%)
apresentavam Hb > 8 g/dL e 45 pacientes (47,4%) com Hb < 8 g/dL. Em relacdo a neutropenia 0s
pacientes foram classificados também em 2 grupos: 62 pacientes (65,3%) tiveram neutrofilos > 800
/mm3 e 33 pacientes (34,7%) com neutrofilos < 800/mm3. Na classificacdo da trombocitopenia

tivemos 65 pacientes (68,4%) com plaquetas > 50 x 10%L e 30 pacientes (31,6%) com plaquetas < 50 x
10°/L.

A variavel celularidade da medula dssea foi dividida em hipocelular, normocelular e
hipercelular e avaliada em 63 pacientes que possuiam resultado de tal exame. Obtivemos doze
pacientes (19,0%) com medula hipocelular, onze pacientes com medula normocelular (17,5%) e
quarenta pacientes com medula hipercelular (63,5%).

Em relacdo a porcentagem de blastos em medula éssea, os 95 pacientes foram divididos em 4
categorias: 72 pacientes (75,8%) apresentaram < 2% de blastos, nove pacientes (9,5%)
apresentaram >2-5%, oito pacientes (8,4%) apresentaram 5-10% e seis pacientes (6,3%)
apresentaram > 10% ao diagndstico.

A informacdo da porcentagem de sideroblastos em anel na medula dssea pdde ser obtida em
86 pacientes: Sessenta e nove pacientes (80,2%) apresentaram <15% de sideroblastos em anel e
dezessete pacientes (19,8%) apresentaram > 15%.

Na analise da classificacdo da OMS, observamos quatorze pacientes (17,7%) classificados
como AREB, 51 pacientes (53,7%) como CRDM, sete pacientes (7,4%) como AR, doze pacientes
(12,6%) como ARSA, dois pacientes (2,1%) como LMMC e 9 pacientes (9,5%) como SMD
secundaria. Temos setenta pacientes (83,3%) na categoria de formas iniciais e quatorze (16,7%)

como formas avancadas.
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Quanto a andlise citogenética dos individuos do grupo SMD, 58 pacientes (66,3%)
apresentaram resultado e foram classificados de duas formas:

- segundo os grupos citogenéticos de Schanz (SHANZ et al., 2012) sendo: dois
pacientes (3,4%) classificados como de progndstico muito favoravel, 39 pacientes
(67,2%) como de prognostico favoravel, 13 pacientes (22,4%) como prognostico
intermediario, 1 paciente (1,7%) como prognéstico desfavoravel e 3 pacientes
(5,2%) como de prognostico muito desfavoravel,

- segundo a presenca de alteragfes: normal (35 pacientes - 54,0%) e alterado (29
pacientes — 46,0%)

Para a variavel IPSS-R (LEE et al., 2015), 58 individuos do grupo SMD (portadores de SMD
priméria) foram divididos em cinco grupos de risco, sendo: cinco pacientes (8,6%) classificados
como muito alto risco, seis pacientes (10,3%) como alto risco, nove pacientes (15,5%) como risco
intermediario, 28 pacientes (48,3%) como baixo risco e dez pacientes (17,2%) como muito baixo
risco.

Noventa pacientes foram separados ainda pela dependéncia transfusional: 49 (54,4%)
necessitavam de transfuséo, enquanto 41 (45,6%) ndo faziam uso desse recurso.

Quanto a transformacdo para LMA, dos 89 pacientes, oito (12,3%) evoluiram para LMA,
35 (54,7%) seguem em tratamento e 29 (45,3%) faleceram. Pacientes foram acompanhados de

2008 a 2015, com tempo médio de seguimento de 29 meses.
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Tabela 8: Caracteristicas clinicas dos pacientes com SMD.

Variavel epidemioldgica Categoria N %
SEXO Feminino 49 51,6%
Masculino 46 48,4%
IDADE (anos) <60 29 30,5%
> 60 66 69,5%
ORIGEM Urbana 59 64,8%
Rural 32 35,2%
CLASSIFICACAO DA OMS AR 7 7,4%
ARSA 12 12,6%
CRDM 51 53,7%
AREB 14 14,7%
LMMC 2 2,1%
SMD RELACIONADA A TERAPIA 9 9,5%
FORMAS SMD INICIAIS 70 83,3%
AVANCADAS 14 16,7%
CELULARIDADE MO HIPOCELULAR 12 19,0%
NORMOCELULAR 11 17,5%
HIPERCELULAR 40 63,5%
SIDEROBLASTOS EM ANEL <15% 69 80,2%
>15% 17 19,8%
PORCENTAGEM DE BLASTOS MO | 2% 72 75,8%
> 2%-5% 9 9,5%
> 5%-10% 8 8,4%
> 10% 6 6,3%
HEMOGLOBINA (g/dL) >8 50 52,6%
<8 45 47,4%
NEUTROFILOS (/mm3) > 800 62 65,3%
< 800 33 34,7%
PLAQUETAS (x 109/L) >50.000 65 68,4%
< 50.000 30 31,6%
CLASSIFICACAO CARIOTIPO NORMAL 34 54,0%
ALTERADO 29 46,0%
GRUPOS CITOGNETICOS MUITO FAVORAVEL 2 3,4%
FAVORAVEL 39 67,2%
INTERMEDIARIO 13 22,4%
DESFAVORAVEL 1 1,7%
MUITO DESFAVORAVEL 3 5,2%
GRUPOS DE RISCO (IPSS-R 2012) | MUITO BAIXO (<=1.5) 10 17,2%
BAIXO (>1.5-3) 28 48,3%
INTERMEDIARIO (>3-4.5) 9 15,5%
ALTO (>4.5-6) 6 10,3%
MUITO ALTO (>6) 5 8,6%
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL | NAO 41 45,6%
SIM 49 54,4%
EVOLUCAO NAO 57 87, 7%
SIM 8 12,3%
OBITO NAO 35 54,7%
SIM 29 45,3%

39




4.2 Analise dos polimorfismos por PCR quantitativo

As distribuicGes dos genotipos referentes aos polimorfismos estudados XPA rs1800975,
XPC 152228000, XPD rs1799793 e XPF rs1800067 para a correlacdo entre os individuos controles

(n=94) e SMD (n= 95) serao apresentados nas secdes a seguir.

4.2.1 Analise do polimorfismo rs1800975 do gene XPA

O polimorfismo rs1800975 estd localizado na posicdo 97697296 do gene XPA, que se
encontra no braco longo do cromossomo 9 (9g22.3). Dos 95 pacientes, 86 tiveram genotipagem
bem sucedida para este polimorfismo. As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle foram
de 143 (76,0%) para o alelo selvagem G e 45 (24,0%) para o alelo mutante A. Para o grupo SMD, a
frequéncia alélica foi de 143 (73,0%) para o alelo G e 46 (27,0%) para o alelo A. Ndo houve
associacdo significante entre as frequéncias alélicas selvagem (G) e mutante (A) para o
polimorfismo rs1800975 (p= 0,492).

Os genotipos analisados para o polimorfismo rs1800975 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05). Na analise das frequéncias genotipicas para o polimorfismo rs1800975
pode-se observar que o genétipo homozigoto selvagem (GG), o heterozigoto (AG) e homozigoto
mutante (AA) apresentaram, respectivamente, as frequéncias de 53 (56,4%), 37 (39,4%) e 4 (4,2%)
para o grupo controle e 49 (57,0%), 28 (32,5%) e 9 (10,5%) para o grupo SMD.

Tabela 9: Gendtipos, distribuicdo alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs1800975 do gene XPA.

Gene/SNP Grupo FrZ?él}JI?:;'a p valor Frequéncia génica p valor H-W teste
G | A GG | AG | AA X? | pvalor
143 | 45 53 37 4

rslégoA975 Controle 71303/0 221;/0 0,379 5643% 392,3% 4,3% 0,243 | 0:576 | 0.448

Legenda: G: alelo selvagem, A: alelo mutante, GG: homozigoto selvagem, AG: heterozigoto e AA: homozigoto
mutante. Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.

Na analise univariada, através de testes de Qui-quadrado, ndo houve nenhuma associacao

significativa nas variaveis estudadas, como é possivel observar na tabela 10.
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Tabela 10: Valores de p da analise univariada para cada uma das variavéis clinicas nos modelos
estatisticos utilizados no estudo do SNP rs1800975 do gene XPA.

Variavel epidemiolégica DG MGD MGR MGH MGHD MGHR
CASO x CONTROLE 0,243 0,999 0,150 0,238 0,749 0,208
SEXO 0,301 0,382 0,500 0,999 0,147 0,422
IDADE (anos) 0,412 0,999 0,434 0,438 0,591 0,179
ORIGEM 0,754 0,823 0,464 0,696 0,999 0,999
CLASSIFICACAO DA OMS 0,750 0,796 0,358 0,391 0,934 0,328
FORMAS SMD 0,455 0,531 0,339 0,322 0,751 0,550
CELULARIDADE MO 0,999 0,925 0,999 0,999 0,724 0,999
SIDEROBLASTOS EM ANEL MO 0,927 0,999 0,999 0,999 0,767 0,999
PORCENTAGEM DE BLASTOS MO 0,253 0,206 0,452 0,417 0,272 0,380
HEMOGLOBINA (g/dL) 0,335 0,382 0,288 0,167 0,811 0,441
NEUTROFILOS (/mm3) 0,744 0,490 0,713 0,703 0,613 0,999
PLAQUETAS (x 109/L) 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
CLASSIFICAGCAO CARIOTIPO 0,520 0,588 0,296 0,258 0,999 0,648
GRUPOS CITOGNETICOS 0,882 0,511 0,738 0,661 0,848 0,999
GRUPO DE RISCO (IPSS 2012) 0,337 0,217 0,412 0,242 0,485 0,999
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL 0,809 0,652 0,725 0,619 0,999 0,189
EVOLUCAO 0,185 0,070 0,618 0,567 0,149 0,999
OBITO 0,642 0,999 0,436 0,677 0,999 0,640

Legenda: DG: distribuicdo genotipica, MGD: modelo genético de domindncia, MGR: modelo genético de
recessividade, MGH: modelo genético de homozigose, MGHD: modelo genético de heterozigose dominante e MGHR:
modelo genético de heterozigose recessiva. Valor estatisticamente significante para p < 0,05.

4.2.2 Analise do polimorfismo rs2228000 do gene XPC

O polimorfismo rs2228000 estd localizado na posicdo 14158387 do gene XPC, que se
encontra no braco curto do cromossomo 3 (3p25.1). Dos 95 pacientes, 87 tiveram genotipagem bem
sucedida para este polimorfismo. As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle foram de
141 (75,0%) para o alelo selvagem C e 47 (25,0%) para o alelo mutante T. Para o grupo SMD, a
frequéncia alélica foi de 126 (72,0%) para o alelo C e 48 (28,0%) para o alelo T. Ndo houve
associacdo significante entre as frequéncias alélicas selvagem (C) e mutante (T) para o
polimorfismo rs2228000 (p= 0,092).

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs2228000 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05). Na analise das frequéncias genotipicas para o polimorfismo rs2228000
pode-se observar que o gendtipo homozigoto selvagem (CC), o heterozigoto (CT) e homozigoto
mutante (TT) apresentaram, respectivamente, as frequéncias de 54 (57,4%), 33 (35,1%) e 7 (7,4%)
para o0 grupo controle e 46 (52,9%), 34 (39,1%) e 7 (8,0%) para o grupo SMD, como descrito na
tabela 11.
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Tabela 11: Genotipos, distribuicdo alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs2228000 de XPC.

Gene/SNP Grupo Frzﬁ‘;fggla p valor Frequéncia génica p valor H-W teste
C T cC CT TT X% | pvalor
141 47 54 33 7
r32>2<;8%00 Controle 1&23;/0 22;/0 0,907 5742% 353,}1% 7,471% 0,022 | 9385 ] 0,535
SMD 1 7595 | 28% 52,9% | 39,1% | 8% 0,156 | 0,692

Legenda: C: alelo selvagem, T: alelo mutante, CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto e TT: homozigoto mutante.
Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.

Na anéalise univariada, através de testes de Qui-quadrado, foi obtida associacdo significante,
entre genotipos e hemoglobina no seguintes modelos: distribuicdo genotipica (CC x CT x TT) (p=
0,018), de dominancia (CC x CT+TT) (p= 0,029) e de heterozigoze dominante (CC x CT) (p=
0,020). A relacdo entre gendtipos e contagem de neutrofilos também se repetiu em diversos
modelos, sendo eles: distribuicdo genotipica (p=0,026), de dominancia (p=0,036), de recessividade
(TT x CT+CC) (p= 0,013) e de homozigose (CC x TT) (p= 0,006). As demais variaveis € modelos

ndo mostraram qualquer associagdo como é possivel observar na tabela abaixo (tabela 13).

Tabela 12: Valores de p da analise univariada para cada uma das variavéis clinicas nos modelos
estatisticos utilizados no estudo do SNP rs2228000 de XPC.

Variavel epidemiolégica DG MGD MGR MGH MGHD MGHR
CASO x CONTROLE 0,922 0,999 0,999 0,999 0,857 0,999
SEXO 0,894 0,514 0,999 0,999 0,643 0,999
IDADE (anos) 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
ORIGEM 0,491 0,817 0,658 0,665 0,807 0,638
CLASSIFICACAO DA OMS 0,465 0,181 0,875 0,853 0,103 0,844
FORMAS SMD 0,725 0,536 0,999 0,999 0,508 0,999
CELULARIDADE MO 0,817 0,697 0,743 0,692 0,630 0,731
SIDEROBLASTOS EM ANEL MO 0,608 0,973 0,390 0,457 0,999 0,441
PORCENTAGEM DE BLASTOS MO | 0,792 0,969 0,436 0,999 0,779 0,355
HEMOGLOBINA (g/dL) 0,018 0,029 0,688 0,999 0,020 0,370
NEUTROFILOS (/mm3) 0,026 0,036 0,013 0,006 0,201 0,071
PLAQUETAS (x 109/L) 0,506 0,325 0,999 0,616 0,302 0,999
CLASSIFICACAO CARIOTIPO 0,538 0,286 0,999 0,999 0,392 0,999
GRUPOS CITOGNETICOS 0,545 0,191 0,999 0,629 0,281 0,999
GRUPO DE RISCO (IPSS 2012) 0,390 0,345 0,999 0,999 0,320 0,999
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL 0,886 0,497 0,999 0,999 0,485 0,999
EVOLUGAO 0,556 0,999 0,592 0,618 0,696 0,549
OBITO 0,591 0,588 0,999 0,999 0,570 0,999

Legenda: DG: distribuicdo genotipica, MGD: modelo genético de dominancia, MGR: modelo genético de
recessividade, MGH: modelo genético de homozigose, MGHD: modelo genético de heterozigose dominante e MGHR:
modelo genético de heterozigose recessiva. Valor estatisticamente significante para p < 0,05.
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Foi entdo realizada regressao logistica multinominal para melhor especificar tais associa¢es
e encontrou-se, na distribuicdo genotipica, que o genotipo CT se correlaciona maior razdo de
chances de niveis de hemoglobina abaixo de 8,0g/dL (p= 0,010, OR 3,385, IC 1,343-8,529) (tabela
13). Por sua vez, o geno6tipo CC correlacionou-se com maior razdo de chances de Hb > 8g/dL no
modelo de dominancia (p= 0,027, OR 2,75, IC 1,125-6,722) e no modelo de heterozigose
dominante (p= 0,013, OR 3,333, IC: 1,293-8,591), como mostram as tabelas 14 e 15.

Tabela 13: Regressdo logistica multinominal para associar valor de hemoglobina < 8g/dL a

gendtipos do SNP rs2228000 de XPC, na distribuicdo genotipica.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Hb Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maximo
TT 0,062 0,803 0,800 0,139 4,618
< 8g/dL CT 6,685 0,010 3,385 1,343 8,529
CcC

Legenda: CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto e TT: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.

Tabela 14: Regressdo logistica multinominal para associar valor de hemoglobina > 8g/dL a

gendtipos do SNP rs2228000 de XPC, em modelo de dominancia.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Hb Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maximo
CC 4921 0,027 2,75 1,125 6,722
> i) i) i) ) i)
28/l —r 7

Legenda: CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto e TT: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.

Tabela 15: Regressdo logistica multinominal para associar valor de hemoglobina > 8g/dL a

gendtipos do SNP rs2228000 de XPC, em modelo de heterozigose dominante.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Hb Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maéaximo
> 8g/dL g? 6,212 0,013 3,333 1,293 8,591

Legenda: CC: homozigoto selvagem e CT: heterozigoto. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Nas associa¢des entre contagem de neutréfilos e genotipos, a regressdo logistica
multinominal mostrou que na distribui¢do genotipica o genétipo TT tem maior razdo de chances de
contagem de neutréfilos abaixo de 800/mm?® (p= 0,017, OR 8,750, IC 1,470-52,098) (tabela 16). Ja
0 gendtipo CC correlacionou-se com maior razdo de chances de neutréfilos > 800/mm? no modelo
de dominancia (p= 0,032, OR 2,833, IC 1,096-7,327) e no modelo de homozigose (p= 0,013, OR
17,500, IC 1,828-167,558), como é possivel observar nas tabelas 17 e 18. A combinacdo CC+CT do
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modelo de recessividade também associou-se com maior razdo de chances de neutrofilos >
800/mm: (p= 0,025, OR 12,500, IC 1,381-113,177), como se Vvé na tabela 19.

Tabela 16: Regressdo logistica multinominal para associar valor de neutréfilos < 800/mm?® a

gendtipos do SNP rs2228000 de XPC, na distribui¢do genotipica.

Variavel IC 95% para Exp (B)

Neutréfilo  Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maéaximo
TT 5,678 0,017 8,750 1,470 52,098

< 800/mm3 CT 1,420 0,233 1,826 0,678 4,917
CcC

Legenda: CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto e TT: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.

Tabela 17: Regressdo logistica multinominal para associar valor de neutréfilos > 800/mm? a
gendtipos do SNP rs2228000 de XPC, em modelo de dominancia.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Neutréfilo  Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Méaximo
CcC 4,615 0,032 2,833 1,096 7,327
3 1 1 1 ) )
> 800/mm CT+TT

Legenda: CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto e TT: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.

Tabela 18: Regressdo logistica multinominal para associar valor de neutréfilos > 800/mm? a
genotipos do SNP rs2228000 de XPC, em modelo de homozigose.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Neutrofilo  Gendtipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maximo
> 800/mm?® €|:"c|5 4,166 0,013 17,500 1,828 167,558

Legenda: CC: homozigoto selvagem e TT: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Tabela 19: Regressdo logistica multinominal para associar genétipos e valor de neutréfilos >
800/mm? a gendtipos do SNP rs2228000 de XPC, em modelo de recessividade.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Neutréfilo  Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maéaximo
> 800/mm? CCTJtrCT 5,048 0,025 12,500 1,381 113,177

Legenda: CC: homozigoto selvagem, CT: heterozigoto e TT: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.
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4.2.3 Andlise do polimorfismo rs1799793 do gene XPD

O polimorfismo rs1799793 estd localizado na posicdo 45364001 do gene XPD, que se
encontra no brago longo do cromossomo 19 (19q13.3). Dos 95 pacientes, 86 tiveram genotipagem
bem sucedida para este polimorfismo. As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle foram
de 151 (80,3%) para o alelo selvagem G e 37 (19,7%) para o alelo mutante A. Para o grupo SMD, a
frequéncia alélica foi de 121 (70,0%) para o alelo G e 51 (30,0%) para o alelo A. Ndo houve
associacao significante entre as frequéncias alélicas selvagem (G) e mutante (A) para o
polimorfismo rs1799793 (p= 0,752).

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs1799793 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05). Na analise das frequéncias genotipicas para o polimorfismo rs1799793
pode-se observar que o gendtipo homozigoto selvagem (GG), o heterozigoto (AG) e homozigoto
mutante (AA) apresentaram, respectivamente, as frequéncias de 61 (64,9%), 29 (30,9%) e 4 (4,2%)
para o grupo controle e 41 (47,7%), 39 (45,3%) e 6 (7,0%) para o grupo SMD (tabela 20).

Tabela 20: Gendtipos, distribuicdo alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para o estudo do SNP rs1799793 de XPD.

Gene/SNP Grupo Frz?;(iaggla p valor Frequéncia génica p valor H-W teste
G A GG AG AA X? | pvalor
151 37 61 29 4
XPD
roaras | oot 80.3% 1951% 0,008 64.9% 303;2% 4,(23% 0045 | 1990 | 0158
SMD 70% | 30% 47,7% | 45,3% | 7% 0,651 | 0,420

Legenda: G: alelo selvagem, A: alelo mutante, GG: homozigoto selvagem, AG: heterozigoto e AA: homozigoto
mutante. Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.

Na anélise univariada, através de testes de Qui-quadrado, foi obtida associacao significante,
entre gendtipos e grupos nos modelos de distribuicdo alélica (p= 0,008), distribuicdo genotipica
(GG x AG x AA) (p= 0,045), de dominancia (GG x AG+AA) (p= 0,010) e de heterozigose
dominante (GG x AG) (p= 0,012). Observou-se ainda associa¢cdes genotipos e porcentagem de
sideroblastos em anel em medula dssea (> 15% e < 15%) nos modelos: de distribui¢do genotipica
(GG x AG x AA) (p= 0,036), de dominancia (GG x AG+AA) (p= 0,024) e de heterozigose
dominante (GG x AG) (p= 0,020) e genotipos e porcentagem de sideroblastos em anel em medula
6ssea (0%, 1-14% e > 15%) nos modelos: de domindncia (GG x AG+AA) (p= 0,049) e de
heterozigose dominante (GG x AG) (p= 0,047). As demais varidveis e modelos ndo mostraram

qualquer associacdo como é possivel observar na tabela 21.
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Tabela 21: Valores de p da analise univariada para cada uma das variavéis clinicas nos modelos
estatisticos utilizados no estudo do SNP rs1799793 de XPD.

Variavel epidemiolégica DG MGD MGR MGH MGHD MGHR
CASO x CONTROLE 0,045 0,010 0,735 0,478 0,012 0,999
SEXO 0,840 0,999 0,372 0,371 0,999 0,362
IDADE (anos) 0,301 0,808 0,315 0,303 0,999 0,576
ORIGEM 0,999 0,814 0,656 0,645 0,999 0,303
CLASSIFICACAO DA OMS 0,306 0,097 0,959 0,490 0,123 0,999
FORMAS SMD 0,999 0,763 0,999 0,999 0,755 0,999
CELULARIDADE MO 0,279 0,416 0,543 0,390 0,588 0,999
SIDEROBLASTOS EM ANEL MO 0,036 0,024 0,999 0,999 0,020 0,486
PORCENTAGEM DE BLASTOS MO 0,761 0,486 0,825 0,561 0,633 0,999
HEMOGLOBINA (g/dL) 0,590 0,825 0,170 0,174 0,999 0,169
NEUTROFILOS (/mm3) 0,292 0,099 0,999 0,999 0,087 0,582
PLAQUETAS (x 109/L) 0,364 0,624 0,317 0,303 0,999 0,313
CLASSIFICAGCAO CARIOTIPO 0,503 0,286 0,585 0,999 0,263 0,543
GRUPOS CITOGNETICOS 0,791 0,367 0,999 0,999 0,458 0,999
GRUPO DE RISCO (IPSS 2012) 0,378 0,379 0,680 0,369 0,544 0,999
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL 0,483 0,491 0,369 0,633 0,249 0,343
EVOLUGAO 0,099 0,699 0,055 0,070 0,999 0,086
OBITO 0,338 0,170 0,999 0,999 0,093 0,582

Legenda: DG: distribuicdo genotipica, MGD: modelo genético de domindncia, MGR: modelo genético de
recessividade, MGH: modelo genético de homozigose, MGHD: modelo genético de heterozigose dominante e MGHR:
modelo genético de heterozigose recessiva. Valor estatisticamente significante para p < 0,05.

Apos realizacdo da regressdo nominal multivariada obtivemos que o alelo G se relaciona a
menor razdo de chances de SMD na distribuicdo alélica (p= 0,006, OR: 1,939, IC 1,202-3,128) e
que o gendtipo GG se correlaciona com menor razéo de chances de SMD no modelo de dominancia
(p= 0,009, OR 0,445, IC 0,242-0,816) e no modelo de heterozigose dominante (p= 0,010, OR
0,440, IC 0,235-0,825), como visualizamos nas tabelas 22 e 23; e 0 mesmo genoétipo parece ter
ainda menor razéo de chances de contagem de sideroblastos em anel em medula d6ssea > 15% em
trés modelos distintos: de distribuicdo genotipica (p= 0,027, OR 0,980, IC 0,013-0,768), de
dominancia (p= 0,027, OR 4,643, IC 1,195-18,034) e de heterozigose dominante (p= 0,022, OR
5,000, IC 1,265-19,762) (tabelas 24, 25 e 26) .

Tabela 22: Regressdo logistica multinominal para associar prevaléncia de SMD a gend6tipos do
SNP rs1799793 de XPD, em modelo de dominancia.

Variavel IC 95% para Exp (B)
SMD Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maximo
Presente GG 6,840 0,009 0,445 0,242 0,816

AG + AA

Legenda: GG: homozigoto selvagem, AG: heterozigoto e AA: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.
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Tabela 23: Regressdo logistica multinominal para associar prevaléncia de SMD a gen6tipos do
SNP rs1799793 de XPD, em modelo de heterozigose dominante.

Variavel IC 95% para Exp (B)
SMD Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maéaximo
GG 6,559 0,010 0,440 0,235 0,825
Presente AG

Legenda: GG: homozigoto selvagem e AG: heterozigoto. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Tabela 24: Regressdo logistica multinominal para associar presenca de 15% ou mais de

sideroblastos em anel a gendtipos do SNP rs1799793 de XPD, em modelo de distribuicdo

genotipica.
Variavel IC 95% para Exp (B)
Sideroblastos Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maximo
em anel
GG 4,891 0,027 0,980 0,013 0,768
>15% AG 0,410 0,839 0,828 0,133 5,138
AA

Legenda: GG: homozigoto selvagem, AG: heterozigoto e AA: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.

Tabela 25: Regressdo logistica multinominal para associar presenca de menos de 15% de

sideroblastos em anel a gendtipos do SNP rs1799793 de XPD, em modelo de dominancia.

Variavel IC 95% para Exp (B)
Sideroblastos Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maéaximo
em anel
< 15% GG 4,918 0,027 4,643 1,195 18,034
AG + AA

Legenda: GG: homozigoto selvagem, AG: heterozigoto e AA: homozigoto mutante. Valor estatisticamente significante
para p< 0,05.

Tabela 26: Regressdo logistica multinominal para associar presenca de menos de 15% de

sideroblastos em anel a gendtipos do SNP rs1799793 de XPD, em modelo de heterozigose

dominante.
Variavel IC 95% para Exp (B)
Sideroblastos Genotipo Wald p valor Exp (B) Minimo Maéaximo
em anel
< 15% ig 0,022 5,000 1,265 19,762

Legenda: GG: homozigoto selvagem e AG: heterozigoto. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.4 Anélise do polimorfismo rs1800067 do gene XPF

O polimorfismo rs1800067 esta localizado na posicdo 13935176 do gene XPF, que se
encontra no braco curto do cromossomo 16 (16p13.12). Dos 95 pacientes, 88 tiveram genotipagem
bem sucedida para este polimorfismo. As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle foram
de 173 (92,0%) para o alelo selvagem G e 15 (8,0%) para o alelo mutante A. Para o grupo SMD, a
frequéncia alélica foi de 155 (88,0%) para o alelo G e 21 (12,0%) para o alelo A. Ndo houve
associacao significante entre as frequéncias alélicas selvagem (G) e mutante (A) para o
polimorfismo rs1800067 (p= 0,089).

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs1800067 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05). Na anélise das frequéncias genotipicas para o polimorfismo rs1800067
pode-se observar que o gendtipo homozigoto selvagem (GG), o heterozigoto (AG) e homozigoto
mutante (AA) apresentaram, respectivamente, as frequéncias de 79 (84,0%), 15 (16,0%) e 0 (0,0%)
para o grupo controle e 70 (79,5%), 15 (17,0%) e 3 (3,5%) para o grupo SMD (tabela 27).

Tabela 27: Gendtipos, distribuicdo alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs1800067 de XPF.

Gene/SNP | Grupo FrZ?;?:; a1 pvalor Frequéncia génica p valor H-W teste
G A GG AG AA )(2 p valor
173 | 15 79 | 15 0
XPF
1800067 Controle 2205/0 8201" 0,089 8 ;1; % 15;/0 0;’/0 0,233 0,703 | 0,402

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.

Na analise univariada, através de testes de Qui-quadrado, ndo houve nenhuma associacado

significativa nas variaveis estudadas, como é possivel observar na tabela 28.
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Tabela 28: Valores de p da analise univariada para cada uma das variaveis clinicas nos modelos
estatisticos utilizados no estudo do SNP rs1800067 de XPF.

Variavel epidemiolégica DG MGD MGR MGH MGHD MGHR
CASO x CONTROLE 0,233 0,558 0,099 0,099 0,999 0,999
SEXO 0,290 0,582 0,248 0,247 0,999 0,999
IDADE (anos) 0,999 0,541 0,999 0,999 0,507 0,510
ORIGEM 0,794 0,555 0,999 0,999 0,364 0,362
CLASSIFICACAO DA OMS 0,866 0,428 0,878 0,999 0,420 0,422
FORMAS SMD 0,818 0,999 0,999 0,999 0,685 0,681
CELULARIDADE MO 0,966 0,890 0,999 0,999 0,690 0,682
SIDEROBLASTOS EM ANEL MO 0,685 0,509 0,098 0,104 0,892 0,849
PORCENTAGEM DE BLASTOS MO 0,971 0,999 0,999 0,999 0,936 0,936
HEMOGLOBINA (g/dL) 0,273 0,582 0,248 0,247 0,999 0,999
NEUTROFILOS (/mm3) 0,999 0,769 0,999 0,999 0,749 0,750
PLAQUETAS (x 109/L) 0,242 0,755 0,174 0,182 0,999 0,999
CLASSIFICAGCAO CARIOTIPO 0,635 0,545 0,999 0,999 0,731 0,736
GRUPOS CITOGNETICOS 0,426 0,199 0,696 0,644 0,271 0,309
GRUPO DE RISCO (IPSS 2012) 0,312 0,297 0,999 0,999 0,765 0,763
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL 0,606 0,781 0,588 0,586 0,999 0,999
EVOLUGAO 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
OBITO 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999

Legenda: DG: distribuicdo genotipica, MGD: modelo genético de domindncia, MGR: modelo genético de
recessividade, MGH: modelo genético de homozigose, MGHD: modelo genético de heterozigose dominante e MGHR:

modelo genético de heterozigose recessiva. Valor estatisticamente significante para p < 0,05.
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5 DISCUSSAO

Quanto a caracterizacdo dos pacientes, dados de diversos paises ocidentais (COGLE et al.,
2015; ROLLINSON et al., 2008; MA et al., 2007), da Austrdlia e Nova Zelandia (RODGER e
MORISON, 2012), apontam uma média de idade de cerca de 70 (x 6) anos ao diagndstico em
portadores de SMD. Dados de levantamento envolvendo pacientes asiaticos apontam uma menor
idade ao diagndstico (YANG et al., 2014; LV et al., 2011; MATSUDA et al., 2005), em torno de 60
anos, embora um estudo populacional japonés recente envolvendo quase 8000 pacientes relate uma
idade média ao diagnostico de 76 anos (CHIHARA et al., 2014). Nossos pacientes apresentam uma
média de idade de 65 anos, dado esse que se aproxima mais de média de 68,3 anos encontrada em
primeiro levantamento brasileiro publicado em 2010 por Magalhées e colegas (MAGALHAES et
al., 2010) e da média de idade de pacientes sulamericanos, de 69 anos, publicada por Belli e colegas
(BELLI et al., 2015).

A relacdo entre sexo masculino e feminino (M/F) de nossa populacdo de portadores de
SMD foi de 0,95. O discreto predominio feminino difere do que é descrito nos estudos acima
citados, tanto ocidentais quanto asiaticos, onde a relagdo M/F encontra-se habitualmente entre 1 e 2,
mas assemelhando-se a relagdo M/F da populacéo chilena incluida no estudo de Belli e colegas que
apresenta relacédo de 0,8 (BELLI et al., 2015).

Considerando o perfil de celularidade da medula 0ssea, os pacientes do grupo SMD
apresentaram medula hipercelular em sua maioria (63,5%). Tal achado corrobora com os dados
apresentados por Bernasconi que associa estes resultados ao proprio perfil patogénico da doenga,
visto que a caracteristica de apoptose excessiva dos estagios iniciais da doenca é equilibrado pelo
aumento na proliferacdo das células progenitoras hematopoiéticas (BERNASCONI, 2008;
ISHIBASHI, TAMURA e OGATA, 2011).

Nosso grupo de pacientes apresentou predominio de CRDM (53,7%) na classificacdo da
OMS, de prognéstico favoravel (67,2%) na divisdo em grupos citogenéticos (SCHANZ, et al.,
2012) e de IPSS-R de baixo risco (48,3%), achados compativeis com os levantamentos de Belli et
al. (BELLI et al., 2015), van Spronsen et al. (VAN SPRONSEN et al., 2014), Neukirchen et al.
(NEUKIRCHEN et al., 2014) e Della Porta et al. (DELLA PORTA et al., 2011), diferindo de
estudo italiano que mostrou maior prevaléncia de AR (29%) e IPSS-R de muito baixo risco (38%)
(VOSO et al., 2013), mas que manteve, assim como os demais, predominio de doencas de menor
risco.

No tocante a citopenias, nossos pacientes apresentaram maior predominio de niveis de
hemoglobina abaixo de 8g/dL (47,4%) quando comparado a grandes estudos europeus e
sulamericano (BELLI et al., 2015; VAN SPRONSEN et al., 2014; NEUKIRCHEN et al., 2014;
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DELLA PORTA et al., 2011), em que essa populacdo perfazia no maximo 30% dos individuos;
entretanto nossa dependéncia transfusional foi de cerca de 58%, que se assemelha ao relatado nos
demais trabalhos. Em nossa amostra tivemos ainda 34,7% dos pacientes com neutréfilos <
800/mm?, indicando também uma maior prevaléncia de neutropenia quando comparado aos demais
grupos. Ainda em relacdo aos estudos acima citados, obtivemos maior porcentagem (31,6%) de
trombocitopenia (plaquetas < 50.000 x 10%L), sendo os Gltimos dois dados semelhantes apenas aos
encontrados no estudo holandés (VAN SPRONSEN et al., 2014).

E sabido que polimorfismos de genes que codificam enzimas envolvidas na metabolizacdo de
carcinégenos e reparo do DNA provavelmente modificam o risco de dano ao DNA e
desenvolvimento de cancer. Por outro lado, ja mostrou-se que tais polimorfismos podem influenciar
a resposta individual ao tratamento oncolégico por aumentar a concentracdo de metabdlitos de
drogas ou prejudicando as vias enzimaticas que resgatam as células neoplasicas do dano genotoxico
e apoptose (FABIANI et al., 2009; SHIN et al.,, 2008), promovendo melhor resposta a
quimioterapia, entretanto, a atividade de reparo prejudicada pode levar ao acumulo de novos danos
ao DNA de células normais levando a importantes toxicidades relacionadas ao tratamento e, ndo
raro, predispondo a neoplasias secundarias (KUPTSOVA-CLARKSON et al., 2010). E alguns
trabalhos ja& indicaram haver correlagdo desses polimorfismos com diferencas interindividuais a
susceptibilidade a SMD e variagdes clinicas entre os portadores dessa doenca (JOSHI et al., 2015;
AKTUGLU et al., 2014; BELICKOVA et al, 2013; LI et al., 2011; FABIANI et al., 2009). Nosso
grupo demonstrou previamente, pela primeira vez na literatura, importante associagdo entre
polimorfismo do gene ATM e reduzida razdo de chances de desenvolvimento de SMD em pacientes
brasileiros (RIBEIRO et al., 2013).

As enzimas da via de reparo por excisdo de nucleotideo, um mecanismo essencial para o
reparo de fita simples de DNA, sdo capazes de reconhecer e eliminar uma grande quantidade de
danos como os causados por quimioterapia (STROM et al., 2010), tabaco e luz ultra-violeta
(HUTSELL e SANCAR, 2005). Tal capacidade faz dele um mecanismo essencial para a
manutencdo da estabilidade genémica.

NoOs selecionamos para o presente estudo os polimorfismos de Gnico nucleotideo da via de
reparo por excisdo de nucleotideo que tém maior probabilidade de gerar uma proteina alterada tanto
em estrutura quanto em funcdo, que ocorrem com relativamente alta frequéncia, afetando um
segmento significativo da populacdo e que ja foram previamente reportados como associados ao
desenvolvimento e desfecho de canceres: XPA rs1800975, XPC rs2228000, XPD rs1799793 e
XPF rs1800067.

O gene Xeroderma Pigmentoso do Grupo C (XPC) encontra-se no brago curto do

cromossomo 3 (3p25.1) e possui 18 éxons. Seus polimorfismos mais estudados sdo rs2228000
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(Alad99Vval) e rs2228001 (Lys939GIn). Ambos correlacionam-se a maior susceptibilidade a
diversos tumores: mama (LEE et al, 2014; HE et al., 2013), tireoide (SANTOS et al., 2013),
estomago (LI et al., 2014), bexiga (WANG, LIU e SHAO, 2014), orofaringe (SONG et al., 2013),
linfoma (D’AMELIO et al., 2012) e leucemia (STROM et al., 2010). Alguns trabalhos também
conferem papel protetor a XPC rs2228000 (BIASON et al., 2012; PASZKOWSKA-SZCZUR et al.,
2013).

Em nosso estudo encontramos que o gendtipo selvagem (CC) se correlacionou com Hb >
8g/dL e com neutrofilos > 800/mm® e o grupo composto pelo gendtipo selvagem e pelo
heterozigoto (CC+CT) do polimorfismo XPC rs2228000 também se correlacionou com contagem
de neutréfilos > 800/mm?®. Achamos ainda que o gendtipo homozigoto variante (TT) mostrou
correlacionar-se com neutréfilos < 800/mm?® e que o gendtipo heterozigoto (CT) relacionou-se com
niveis de Hb < 8g/dL. Tais achados nos fazem crer que o alelo selvagem C em homozigose parece
ter um papel protetor em relacdo a anemia e neutropenia graves. Um estudo chinés envolvendo
pacientes portadores de LMA mostrou que o genétipo homozigoto selvagem (CC) teve prevaléncia
aumentada no grupo de pacientes com Hb < 10g/dL, porém néo se correlacionou com contagem de
neutréfilos ou plaquetas (XU et al., 2012).

Dois estudos relacionam quantidade de citopenias em portadores de SMD e polimorfismos de
genes de reparo de DNA, Ribeiro e colegas demonstraram que 0 genotipo heterozigoto de
polimorfismo ATM rs228593 (RIBEIRO et al., 2013) e que o gendtipo homozigoto selvagem de
RAD1 rs1801320 (RIBEIRO et al., 2014) se correlacionam com presenca de apenas uma citopenia
em sangue periférico e possivelmente com doenga menos agressiva.

Nenhum trabalho até o momento havia correlacionado um polimorfismo de XPC com SMD,
porém ha relatos de SNPs desse gene de reparo de DNA em outras doencas hematoldgicas. Strom e
colegas relataram que pacientes portadores de LMA de risco intermediario com gen6tipo CT/TT de
rs2228000 apresentaram menor sobrevida global em relacdo aos paciente de gendtipo homozigoto
selvagem (STROM et al., 2010). Guillem e pesquisadores, em estudo envolvendo os polimorfismos
rs2228000 e rs2228001 de XPC, mostrou que o haplétipo selvagem deste gene se correlacionou
com melhor resposta ao tratamento e melhor sobrevida livre de doenca em portadores de leucemia
mieldide cronica (LMC) (GUILLEM et al., 2010). Estudos envolvendo polimorfismos de XPC em
portadores de linfoma de Hodgkin sugerem que genotipos variantes, principalmente quando em
combinacdo com SNPs variantes de outros genes de reparo de DNA, parecem aumentar
susceptibilidade ao desenvolvimento deste tipo de linfoma (D’AMELIO et al., 2012; MONROY et
al., 2011; EL-ZEIN et al., 2009). Bahceci e colegas relataram também um papel protetor do alelo
variante do polimorfismo rs2228001 de XPC em pacientes ndo fumantes para o desenvolvimento de

linfoma ndo-Hodgkin de células B (BAHCECI et al., 2015). Porém em nosso estudo nao
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encontramos correlacdo entre o polimorfismo XPC rs2228000 e risco aumentado de SMD.

A helicase Xeroderma Pigmentoso do Grupo D (XPD) ou Excision Repair Cross-
Complementing Group 2 (ERCC2) é parte essencial ao reparo do DNA pela via NER e sua fungéo é
critica para correcdo de danos causados pelo tabaco e outros carcinégenos (AKTUGLU et al., 2014;
LUNN et al., 2000). Seu gene localiza-se no braco longo do cromossomo 19 (19913.3), possui 24
éxons e seus polimorfismos estdo associados a uma maior susceptibilidade a neoplasias (XUE et al.,
2012). Os polimorfismos mais investigados do gene da XPD que possuem associagdo com cancer
sdo uma substituicdo (A>C) no éxon 16 gerando Lys751GIn (XPD rs13181) e uma substituicdo
(G>A) resultando em Asp312Asn (XPD rs1799793), numa frequéncia de 29 e 42%,
respectivamente  (BENHAMOU e SARASIN, 2002). De acordo com diversos estudos
epidemiol6gicos os polimorfismos do XPD estéo relacionados com risco aumentado de canceres de
esdfago (BOLDRIN et al., 2015; YUAN et al., 2011), mama (SMITH et al., 2011; GOMEZ-DIAZ
et al., 2015), bexiga (LI et al., 2014; CHANG et al., 2009; STERN et al., 2009), péancreas
(MCWILLIAMS et al., 2008), pulmdo (MEI et al., 2011; QIAN et al., 2011; KIYOHARA e
YOSHIMASU, 2007), célon (PASZKOWSKA-SZCZUR et al., 2015), préstata (MIRECKA et al.,
2014), orofaringe (SONG et al., 2013), estbmago (XUE et al., 2012), SNC (SALNIKOVA et al.,
2010) e vesicula (SRIVASTAVA, SRIVASTAVA e MITTAL, 2009). Um menor, porém
significativo, numero de trabalhos confere a tais polimorfismos papel protetor (ZHOU et al., 2015;
CHANG et al., 2009; LIN et al., 2008; APPLEBAUM et al., 2007).

Neste trabalho, encontramos que o gendtipo selvagem (GG) de XPD rs1799793 (Asp312Asn)
pode ter um papel protetor quanto ao desenvolvimento de SMD.

Foram publicados dois estudos de caso-controle que correlacionaram o genotipo polimérfico
de XPD rs13181 com uma maior chance de desenvolvimento de SMD (JOSHI et al., 2015;
AKTUGLU et al., 2014). Porém, até o momento, ndo ha estudos que correlacionem o polimorfismo
XPD rs1799793 com SMD, fazendo da nossa a primeira pesquisa a avaliar a presenca do mesmo
nos portadores de SMD.

Ha& duas meta-analises que visaram relacionar neoplasias hematologicas e SNPs de XPD.
Uma delas foi publicada em 2014 por Liu e colegas, envolvendo 1494 pacientes e 2259 controles, e
relatou que o polimorfismo XPD rs13181 parece ser fator de risco para LMA em individuos
caucasianos (LIU et al., 2014). Este mesmo polimorfismo, por sua vez, se mostrou protetor para
desenvolvimento de linfoma ndo-Hodgkin, enquanto que o polimorfismo de XPD rs1799793 nédo
teve qualquer correlacdo, na meta-analise de Zhou e colegas (ZHOU et al., 2014).

O primeiro estudo a relacionar polimorfismos de genes de reparo de DNA e LMA relatou que
pacientes portadores de polimorfismos XPD rs13181 e rs1799793 parecem ter menor resisténcia ao

tratamento e maior chance de resposta completa (KUPTSOVA et al., 2007). O mesmo grupo, em
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trabalho posterior, com populagdo maior, seguiu correlacionando ambos genotipos variantes de
XPD com maior chance de remissdo completa em portadores de LMA secundaria, assim como
haplotipos que contivessem ao menos um destes polimorfismos (KUPTSOVA-CLARKSON et al.,
2010). Tais achados nédo se repetiram em estudos envolvendo criangas com leucemia aguda, onde
tais polimorfismos ndo se correlacionaram com prevaléncia (BATAR et al., 2009) nem com
resposta ao tratamento (MEHTA et al., 2006), possivelmente devido a diferencas bioldgicas entre as
neoplasias que incidem na populac@es infantil e adulta uma vez que adultos costumam apresentar
mais achados citogenéticos de pior progndstico e maior resisténcia a quimioterapia (MEHTA et al.,
2006). Strom e pesquisadores, por sua vez, correlacionaram o polimorfismo XPD rs13181 com pior
sobrevida global em portadores de LMA de risco intermediario (STROM et al., 2010) e El-Zein e
colegas relacionaram a variante de XPD rs13181 com maior cardiotoxicidade e pior resposta ao
tratamento, achado que nédo se repetiu com o polimorfismo de XPD rs1799793 (EL-ZEIN et al.,
2009).

Trabalhos objetivando relacionar outras doencas hematoldgicas com polimorfismos de XPD
s80 escassos e possuem resultados ainda conflitantes (BANESCU et al., 2014; POLETTO et al.,
2013; HERNANDEZ-BOLUDA et al., 2012; BOLUFER et al., 2006).

Sideroblastos em anel (SA) séo precursores eritroides que contém mitocdndrias carregadas de
ferro formando um anel perinuclear, comumente encontrados em pacientes com SMD. A presenca
de no minimo 15% de sideroblastos em anel em medula éssea é necessaria para o diagnostico de
SMD com sideroblasto em anel (SMD-SA) (MUFTI et al., 2012). Porém, sabe-se que sideroblastos
em anel podem ser encontrados em outras categorias de SMD da WHO que ndo sdo definidas por
esse achado morfologico (CAZZOLA et al., 2013). Uma alta prevaléncia de mutacGes no gene
SF3B1, relacionado ao spliceossoma, foi reportada na SMD-SA (CAZZOLA et al., 2013;
YOSHIDA et al., 2011). A mutacdo de SF3B1 tem um valor preditivo positivo de 97,7% para a
presenca de sideroblastos em anel (MALCOVATI et al., 2011) e independentemente da categoria
da WHO, tal mutacdo define um subgrupo distinto de SMD com achados moleculares e clinicos
homogéneos e prognostico favoravel (MALCOVATI et al., 2015). Patnaik e colegas sugerem ainda
uma direta correlacdo entre a porcentagem de SA (%SA) e presenga de mutacdo de SF3B1 em
pacientes com SMD sem excesso de blastos e com %SA > 1%, incluindo uma frequéncia
mutacional maior em pacientes com > 50% de SA em comparagdo com aqueles que possuem de 15
a 49% de SA em medula 6ssea (PATNAIK et al., 2012).

No presente trabalho encontramos que o genotipo selvagem (GG) de XPD rs1799793 se
correlaciona com contagens abaixo de 15% de sideroblastos em anel em medula 6ssea. Se o status
mutacional de SF3B1 positivo aumenta com quantidades progressivamente maiores de SA em

medula 6ssea, como sugere Patnaik e pesquisadores (PATNAIK et al., 2012), seria possivel supor
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que o genotipo selvagem de XPD rs1799793 poderia estar relacionado a pior progndstico entre
portadores de SMD, dado esse que precisaria ser confirmado em grandes estudos populacionais
prospectivos com longo tempo de seguimento para avaliacéo de progressdo de doenga e sobrevida.

O gene Xeroderma Pigmentoso do Grupo A (XPA) encontra-se no braco longo do
cromossomo 9 (9922.3) e possui 10 éxons. Seu mais amplamente estudado SNP é o XPA
rs1800975, embora seu significado funcional ndo seja completamente entendido (WANG et al.,
2013). Diversos trabalhos correlacionam a presenca deste SNP com aumento de risco de tumores
solidos como pulmdo (SAKODA et al., 2012; QIAN et al., 2011; CHO et al., 2011), rim (LIN et al.,
2008), mama (HAN et al., 2012) e c6lon (MA, ZHANG e ZHENG, 2012).

Na atualidade ha poucos trabalhos envolvendo polimorfismos de XPA e neoplasias
hematoldgicas. Estudo realizado por Monzo e colegas correlacionaram o SNP variante rs1800975
com maior quimiorresisténcia em portadores de LMA de risco intermediéario (MONZO et al., 2006).
Um estudo espanhol envolvendo linfomas de células B afirmou ndo ter observado qualquer
diferenca na distribuicdo dos gendtipos entre casos e controles, mesmo separando os individuos por
género ou subtipo de linfoma (RUIZ-COSANO, TORRES-MORENO e CONESA-ZAMORA,
2013).

Em nosso trabalho também ndo encontramos correlagfes significativas entre os gendtipos de
XPA rs1800975 e as caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de SMD. Nao héa trabalhos
outros, até a presente data, envolvendo polimorfismos de XPA e SMD, nem observamos diferenca
de prevaléncia entre grupo SMD e controle.

O gene Xeroderma Pigmentoso do Grupo F (XPF) ou Excision Repair Cross-Complementing
Group 4 (ERCC4) localiza-se no braco curto do cromossomo 16 (16p13.12) e contém 11 éxons
(SHI ET AL., 2012). O polimorfismo mais comum e frequente de seu gene é o rs1800067
(Arg415GIn), que pode afetar interacBes entre proteinas, diminuir a atividade do complexo
ERCC1/XPF e alterar a susceptibilidade genética ao cancer (WANG et al., 2013). Diversos
trabalhos correlacionam sua presenca a maior risco de neoplasia de mama (LEE et al., 2014;
JORGENSEN et al., 2009; RAJARAMAN et al., 2008; SMITH et al., 2008; HAN et al., 2008),
pancreas (MCWILLIAMS et al., 2008) e glioma (WANG, LIU e SHAO, 2013). Uma meta-anélise
chinesa sugeriu ndo haver relagdo entre diversos polimorfismos de XPF (rs1800067, rs1799801,
rs2020955 e rs744154) e risco global de cancer (SHI et al., 2012). Ha clara escassez de dados que
liguem polimorfismos de XPF e neoplasias hematoldgicas. Apenas estudo canadense inferiu que
XPF rs1800067 nao se correlaciona com risco de LLA em criancas (KRAJINOVIC et al., 2002).

Em nosso trabalho também ndo encontramos correlagfes significativas entre os gendétipos de
XPF rs1800067 e as caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de SMD, nem observamos

diferenca de prevaléncia entre grupo SMD e controle.
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6 RESUMO DOS RESULTADOQOS

- Associamos o genotipo selvagem do polimorfismo rs2228000 do gene XPC com maior
razdo de chances de niveis de hemoglobina e contagem de neutrofilos mais altos em
portadores de SMD;

- Associamos 0 gen6tipo selvagem do polimorfismo rs1799793 do gene XPD a uma menor
razdo de chances de apresentar SMD e a maior razdo de chances de apresentar <15% de
sideroblastos em anel em medula dssea;

- N&o obtivemos importantes associac@es dos polimorfismos rs1800067 do gene XPF e
rs1800975 do gene XPA com as varidveis estudadas para os pacientes com SMD;

- Este estudo sugere que os polimorfismos de genes de reparo do DNA por excisdo de
nucleotideos sdo associados a caracteristicas clinicas de pacientes com Sindrome

Mielodisplasica.
7 CONCLUSAO
O presente estudo sugere que os polimorfismos de genes relacionados ao mecanismo

reparo por excisdo de nucleotideos podem correlacionar-se com a incidéncia de SMD e com

diversidade de apresentacdo clinica de tal doenca.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ESTUDO DE POLIMORFISMOS DE GENES DE REPARO DO DNA NO
DESENVOLVIMENTO E PROGNOSTICO DA SINDROME MIELODISPLASICA.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacdo €
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 espontanea
vontade que estd participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro / Sabrina Pinheiro Santiago. O
abaixo assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O presente estudo tem por objetivo comparar determinadas caracteristicas genéticas de 90 pacientes
portadores de Sindrome Mielodisplasica (SMD) com as de 180 individuos de idade semelhante, ndo
portadores de doenca hematoldgica. Essa investigacdo visa entender se tais caracteristicas genéticas
sdo diferentes entre os dois grupos e se contribuem de alguma forma para a instalacdo e
desenvolvimento da SMD.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS

Antes de sua participacdo no estudo, vocé serd esclarecido das condi¢cBes nas quais sera
desenvolvida a pesquisa clinica. Em entrevista, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade,
condicdo clinica e medica¢Ges em uso.

Para participacdo no estudo serd realizada, apds seu consentimento, coleta de 15 mL de sangue em
veia do braco, como acontece em qualquer laboratério comum. A coleta sera realizada por
profissional experiente e qualificado para tal atividade. A puncéo pode, ocasionalmente, determinar
uma equimose (mancha arroxeada) ou hematoma (pequena cole¢édo de sangue) ao redor do local de
onde foi retirado o sangue, habitualmente sem maiores consequéncias e com desaparecimento em
cerca de 14 a 21 dias. Sera realizado, a partir desta amostra coletada, seu hemograma completo e a
realizacdo da pesquisa dos polimorfismos dos genes de reparo de DNA propostos. O resultado do
hemograma lhe sera entregue no intervalo méaximo de 10 (dez) dias.
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Caso haja qualquer alteracdo em seu hemograma que exija investigacdo, a pesquisadora, que é
hematologista, se compromete a iniciar seu seguimento e encaminha-lo (a) ao ambulatorio de
triagem do Hospital Universitario Walter Cantidio caso seja necessario acompanhamento a longo
prazo.

Sua participacdo € voluntéria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo neste
estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar assim que possivel sua decisdo
a pesquisadora ou a um membro de sua equipe, sem necessidade de qualquer explicagéo.

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

A pesquisadora 0 mantera informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informacao
adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestard qualquer
tipo de esclarecimento em relagcdo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitacao.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja
obrigacdo legal de divulgacdo. Vocé ndo 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) 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 regulamentacdes aplicaveis, como o propdsito de verificar
0s procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a condi¢cdo de que tais informagdes sao
confidenciais. Ao assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé esta também
autorizado tal acesso, mesmo se voceé se retirar do estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato direto com o pesquisador
responsavel pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa Pinheiro (85 — 9986-3473) ou com a aluna de
Mestrado Académico Sabrina Pinheiro Santiago (85 — 9626-9333).

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara
na Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, 3366-8344 para apresentar recursos ou reclamacgdes em
relagcdo ao estudo.

S0 assine este termo se voce tiver a certeza de que recebeu todos os esclarecimentos e
informacdes para decidir conscientemente sobre a sua participacdo neste estudo.

ASSINATURAS

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eu também estou certificando que
toda a informacdo que eu prestei, € verdadeira e correta, e declaro estar recebendo uma copia
assinada deste documento.
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Autorizo o acesso as minhas informac6es de salde aos membros da equipe de pesquisadores, nas
condigdes estabelecidas descritas nos itens acima.

Né&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.
Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds, tive oportunidade de fazer perguntas sobre o

contetido do mesmo e também sobre o Estudo, e recebi explicagdes que responderam por completo
minhas duvidas e reafirmo estar livre e espontaneamente decidido a participar do Estudo.

Data: / /

Assinatura do participante da pesquisa

Data / /

Assinatura do Pesquisador
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APENDICE B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ESTUDO DE POLIMORFISMOS DE GENES DE REPARO DO DNA NO
DESENVOLVIMENTO E PROGNOSTICO DA SINDROME MIELODISPLASICA.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa. Sua participagdo &
importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacges
abaixo e faga 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 / Sabrina Pinheiro Santiago. O
abaixo assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O presente estudo tem por objetivo comparar determinadas caracteristicas genéticas de 90 pacientes
portadores de Sindrome Mielodisplasica (SMD) com as de 180 individuos de idade semelhante, ndo
portadores de doenca hematoldgica. Essa investigacdo visa entender se tais caracteristicas genéticas
sdo diferentes entre os dois grupos e se contribuem de alguma forma para a instalacdo e
desenvolvimento da SMD.

PROCEDIMENTO A SER REALIZADO

Antes de sua participacdo no estudo, vocé serd esclarecido das condi¢cBes nas quais sera
desenvolvida a pesquisa clinica. Serdo coletados, em entrevista, dados pessoais como sexo e idade,
medicacOes em uso, apresentacao clinica e checagem dos exames laboratoriais aos quais vocé foi
previamente submetido durante investigacdo diagndstica de sua doenca tais como hemogramas
completos, citologia e histologia da medula dssea (mielograma e bidpsia), avaliacdo para depdsitos
de ferro medular e cariotipo.

Para participagcdo no estudo serd realizada, apds seu consentimento, coleta de 15 mL de sangue em
veia do braco, como acontece em qualquer laboratorio comum. A coleta sera realizada por
profissional experiente e qualificado para tal atividade. A pungdo pode, ocasionalmente, determinar
uma equimose (mancha arroxeada) ou hematoma (pequena cole¢édo de sangue) ao redor do local de
onde foi retirado o sangue, habitualmente sem maiores consequéncias e com desaparecimento em
cerca de 14 a 21 dias.
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Seré realizada, a partir desta amostra coletada, seu hemograma completo e a realizagcdo da pesquisa
dos polimorfismos dos genes de reparo de DNA propostos. O resultado do hemograma lhe sera
entregue no intervalo maximo de 10 (dez) dias.

Sua participacdo € voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagéo neste
estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar assim que possivel sua decisdo
a pesquisadora ou a um membro de sua equipe, sem necessidade de qualquer explicagao.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no estudo podera ser
interrompida, em funcdo da ocorréncia de qualquer complicacdo 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 préprio bem-estar ou
dos demais participantes e, por fim, da suspensao do estudo como um todo.

A pesquisadora 0 mantera informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informagéo
adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestard qualquer
tipo de esclarecimento em relagéo ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitagéo.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja
obrigacdo legal de divulgacdo. Vocé ndo serd identificado por ocasido da publicagdo 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 regulamentacdes aplicaveis, como o propdsito de verificar
0s procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a condi¢édo de que tais informacdes séo
confidenciais. Ao assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé estd também
autorizado tal acesso, mesmo se voceé se retirar do estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato direto com o pesquisador
responsavel pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa Pinheiro (85 — 9986-3473) ou com a aluna de
Mestrado Académico Sabrina Pinheiro Santiago (85 — 9626-9333).

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara
na Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, 3366-8344 para apresentar recursos ou reclamacgdes em
relagdo ao estudo.

S assine este termo se voceé tiver a certeza de que recebeu todos os esclarecimentos e
informacdes para decidir conscientemente sobre a sua participacdo neste estudo.

ASSINATURAS

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

Autorizo o acesso as minhas informac6es de salde aos membros da equipe de pesquisadores, nas
condicdes estabelecidas descritas nos itens acima.
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Né&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

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

Data: / /

Assinatura do participante da pesquisa

Data / /

Assinatura do Pesquisador
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