FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

CRISTIANE DA SILVA MONTE

PERFIL DE METILACAO DE GENES DE REPARO DE FITA DUPLA DE DNA E
SUA CORRELACAO COM A EXPRESSAO GENICA EM PACIENTES COM
SINDROME MIELODISPLASICA E AGRICULTORES EXPOSTOS A
AGROTOXICOS

FORTALEZA
2021



CRISTIANE DA SILVA MONTE

PERFIL DE METILACAO DE GENES DE REPARO DE FITA DUPLA DE DNA E SUA
CORRELACAO COM A EXPRESSAO GENICA EM PACIENTES COM SINDROME
MIELODISPLASICA E AGRICULTORES EXPOSTOS AAGROTOXICOS

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Medicas da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias Médicas.

Orientador: Prof. Dr. Ronald Feitosa
Pinheiro.

FORTALEZA
2021



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M766p Monte, Cristiane da Silva.
Perfil de metilacao de genes de reparo de fita dupla de DNA e sua correlagdo com a

expressdo génica em pacientes com Sindrome Mielodisplasica e agricultores expostos a
agrotoxicos. / Cristiane da Silva Monte. — 2021.
116 f. : il. color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa
de Pés-Graduagao em Ciéncias Médicas, Fortaleza, 2021.
Orientagao: Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro.

1. Sindrome Mielodisplasica. 2. Agricultores. 3. Pesticidas. 4. Metilagao do DNA. I. Titulo.

CDD 610




CRISTIANE DA SILVA MONTE

PERFIL DE METILACAO DE GENES DE REPARO DE FITA DUPLA DE DNA E SUA
CORRELACAO COM A EXPRESSAO GENICA EM PACIENTES COM SINDROME
MIELODISPLASICA E AGRICULTORES EXPOSTOS AAGROTOXICOS

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Medicas da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Doutora em Ciéncias Médicas.

Aprovada em: 03/08/2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profa. Dra. Sheila Coelho Soares Lima
Instituto Nacional do Cancer (INCA)

Profa. Dra. Fabiola Traina
Universidade de Sao Paulo (USP)

Profa. Dra. Cristiana Libardi Miranda Furtado
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra. Silvia Maria Meira Magalh&es
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.

Aos meus pais, Vicente (in memorian) e

Cristina.

Ao meu irméo, Leandro.
AGRADECIMENTOS



A Deus, que me ajudou a superar todos os obstaculos e me trouxe até aqui.

A minha amada familia: Vicente (in memoriam) e Cristina, por serem os melhores
pais que eu poderia ter, e Leandro, que mais do que um irm&o, é um parceiro.

As amizades que, ao longo da vida, sempre me ajudaram a enxergar meu potencial,
vendo em mim até mais do que penso que realmente sou: Thamara e Joelma.

As companheiras de jornada, com quem dividi alegrias, tristezas e aperreios: Marilia
e lzabelle.

Aos demais colegas do Laboratério de Citogendmica do Céancer, que me ajudaram
com sorrisos, com escuta, com papos cientificos, em especial: Daniela (uma amiga
inesperada), Bruna, Gabriel, Gabrielle, Manuela, Mayara, Roberta, Sharlene, Lara,
Victor e Wesley.

Ao Programa de Carcinogénese Molecular do Instituto Nacional do Céncer, com
guem estabelecemos colaboracdo através das pessoas do Prof. Dr. Luis Felipe
Ribeiro Pinto e Dra. Sheila Coelho. Esta, além de ciéncia e insumos, me ofereceu
gentileza, acolhimento, carinho, e até um vinho na despedida. Achei chique!

A grande amiga que encontrei no Rio de Janeiro, Paula Vieira, que me deu muito
mais do que uma maozinha nos experimentos, se deu por completo pra me ajudar
em tudo que precisei durante minha passagem pelo INCA, e continua sendo ouvidos
e torcida depois que voltei e por mais muito tempo, espero.

Aos demais colegas que me acolheram no INCA, em especial ao Diego Camuzzi,
gue ajudou no desenho dos meus primers, e a Marina, Jade e Eduarda, pelas
conversas terapéuticas na hora daquela coisa antiga que faziamos: aglomerar para
almocar.

A Dra. Cristiana Libardi, minha co-orientadora nao-oficial e salvadora oficial de
sufocos académicos.

Ao Dr. Howard Lopes, pelas revisdes e sugestodes.

A Dra. Fabiola Traina, por aceitar me dar suas colabora¢des na banca.

A minha primeira orientadora nessa jornada, Dra. Silvia Magalhaes, obrigada por
estar comigo no inicio e agora no final.

Ao meu orientador, Dr. Ronald Feitosa, por me receber, direcionar, por ser exemplo
de pesquisador e por estar comigo no final dessa histéria.

A coordenacdo do PPGCM, principalmente & Ivone e Rita, pela disposicdo de

sempre em nos ajudar a resolver os problemas.



A FUNCAP e Capes, pelo financiamento através de bolsa.
A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram com esse trabalho. Vocés sabem

quem s&o!



“De tanto nao parar, a gente chegou 14.”



RESUMO

As sindromes mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de doencas
clonais hematopoiéticas com padrdes aberrantes de metilacdo descritos para alguns
genes, sendo um dos mecanismos epigenéticos mais estudados na fisiopatologia da
doenca e na influéncia sobre prognéstico. A exposicdo a agrotoxicos é um dos fatores
predisponentes a SMD, visto que essas substancias podem induzir desregulacdo na
expressdo de genes de reparo, anormalidades cromossdmicas e alteracbes em
mecanismos epigenéticos, entre eles a metilacdo. Este trabalho avaliou o perfil de
metilacdo dos genes atuantes no mecanismo de reparo de fita dupla no DNA (ATM,
BRCAL, BRCA2, LIG4 e RAD51) e sua relagdo com a expressado génica em amostras
de pacientes portadores de SMD, de agricultores expostos a agrotdxicos e de controles
sem a doenca. Para esta investigacao, foi utilizada a técnica de pirosequenciamento,
gue fornece dados quantitativos de metilagdo nos sitios CpG. Na analise de metilacdo
em pacientes com SMD, o gene ATM apresentou resultados significantes, com
metilagcdo maior no sexo masculino (p = 0,037), em pacientes com idade até 60 anos (p
=0,002) e nos que apresentaram progressao para LMA (p = 0,016). Ao compararmos a
metilacdo entre os grupos de agricultores expostos, SMD formas avancadas e
controles, detectamos diferencas significativas, com o0s niveis sempre maiores no
grupo controle: ATM (p=0,037; grupo controle x agricultores p= 0,000), BRCAl
(p=0,001; grupo exposto x controle, p=0,001; SMD x controle, p=0,001;), BRCA2
(p=0,006; agricultores x controle, p=0,027; SMD x controle, p=0,004), LIG4 (p=0,009;
agricultores x controle, p=0,001; SMD x controle, p=0,012) e RAD51 (p=0,009;
agricultores x controles, p=0,047). A andlise de metilacdo entre 0s grupos de
agricultores ndo-expostos, SMD de baixo risco e controles também mostrou maiores
niveis de metilacdo no grupo controle, com diferencas significativas para os genes
BRCA1 (p=0,001; agricultores x controles, p=0,001), BRCA2 (p=0,004; SMD x
controles, p=0,004; agricultores x controles, p=0,014) e LIG4 (p=0,001, em SMD x
controles e agricultores x controles). A andlise de correlacdo entre metilacdo e
expressdo mostrou uma correlacdo positiva e forte para o gene LIG4 no grupo SMD
Formas Avancadas (p=0,006; p=0,798) e uma correlagcéo positiva e fraca para o gene
BRCAL no grupo de agricultores expostos (p=0,046; p=0,340). Esse estudo corrobora
o fendmeno da hipermetilagdo relativa em alguns genes do reparo do DNA em SMD e

sugere uma significativa reducdo de metilacdo em agricultores expostos a agrotéxicos.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica. Agricultores. Exposicdo a pesticidas.
Metilagdo do DNA.



ABSTRACT
Myelodysplastic syndromes (MDS) constitute a heterogeneous group of clonal
hematopoietic diseases with aberrant methylation patterns described for some genes,
being one of the most studied epigenetic mechanisms in the pathophysiology of the
disease and its influence on prognosis. Exposure to pesticides is one of the predisposing
factors to MDS, as these substances can induce dysregulation in the expression of repair
genes, chromosomal abnormalities and alterations in epigenetic mechanisms, including
methylation. This work evaluated the methylation profile of genes acting in the DNA
double-stranded repair mechanism (ATM, BRCA1, BRCA2, LIG4 and RAD51) and its
relationship with gene expression in samples from MDS patients, from farmers exposed
to pesticides and from controls without the disease. For this investigation, the
pyrosequencing technique was used, which provides quantitative data on methylation at
CpG sites. In the analysis of methylation in MDS patients, the ATM gene was the only
one that showed significant results, with higher methylation in males (p = 0.037), in
patients aged up to 60 years (p = 0.002) and in those who progressed to AML (p = 0.016).
When comparing the methylation between the groups of exposed farmers, SMD
advanced forms and controls, we detected significant differences, with levels always
being higher in the control group: ATM (p=0.037; control group x farmers p= 0.000),
BRCAL1 (p= 0.001; exposed x control group, p=0.001; MDS x control, p=0.001;), BRCA2
(p=0.006; farmers x control, p=0.027; MDS x control, p=0.004), LIG4 (p=0.009; farmers x
control, p=0.001; MDS x control, p=0.012) and RAD51 (p=0.009; farmers x controls,
p=0.047). The methylation analysis between groups of unexposed farmers, low-risk MDS
and controls also showed higher levels of methylation in the control group, with
significant differences for the BRCAL1 genes (p=0.001; farmers x controls, p=0.001)
BRCA2 (p=0.004; MDS x controls, p=0.004; farmers x controls, p=0.014) and LIG4
(p=0.001, in MDS x controls and farmers x controls). The correlation analysis between
methylation and expression showed a positive and strong correlation for LIG4 gene in
the Advanced Forms MDS group (p=0.006; p=0.798) and a positive and weak correlation
for BRCAl1 gene in the exposed farmers group (p= 0.046; p=0.340). This study
corroborates the phenomenon of hypermethylation in some DNA repair genes in
Myelodysplastic Syndrome and suggests a significant reduction in methylation in farmers

exposed to pesticides.

Keywords: Myelodysplastic Syndrome. Farmers. Exposure to pesticides. DNA
methylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Sindrome Mielodisplasica: definicdo e epidemiologia

As sindromes mielodisplasicas (SMD) constituem um grupo heterogéneo de
doencas clonais hematopoiéticas caracterizadas por hematopoiese ineficaz e
citopenias periféricas, com espectro clinico abrangente e risco variavel — de 30 a
40% dos pacientes - de evolucdo para leucemia mieldide aguda (LMA)
(HELLSTROM-LINDBERG e MALCOVATI, 2008).

A hematopoiese ineficaz é decorrente de um defeito de diferenciagédo celular
na medula 6ssea associada a apoptose elevada. A apoptose das células dentro da
medula éssea ocorre antes que elas possam se diferenciar em células maduras,
levando a citopenias no sangue periférico nas linhagens eritroide, granulocitica e
megacariocitica. Esta apoptose pode ser direcionada por uma via intrinseca,
envolvendo mitocdndria e proteinas da familia Bcl-2, ou extrinseca, envolvendo
receptores de morte celular na superficie da célula (ECONOMOPOLOQOU et al., 2008;
MORAES et al., 2009).

As SMDs afetam, principalmente, adultos idosos. A incidéncia mundial é de
5,3 a 13,1/100 mil habitantes (COGLE, 2015), chegando a 20/100 mil habitantes na
faixa etéria superior a 70 anos. A epidemiologia na América do Sul, segundo estudos
de Belli et al. (2015), indica idade média ao diagnéstico de 69 anos. E no Brasil, em
levantamento realizado por Magalhaes et al (2010), a idade média dos pacientes é

68,3 anos, sendo que cerca de 51% destes sdo mulheres.

As SMDs primaria (de novo), ou seja, quando as causas hao s&ao
identificadas, ndo tém a etiologia completamente esclarecida e estdo relacionadas,
além de a alteragfes citogenéticas, a mutacdes em genes participantes de vias de
sinalizacdo celular, como as relacionadas a diferenciacdo e proliferacéo celular, por
exemplo (SOUZA et al., 2014). Também podem ser decorrentes de infec¢des virais e
defeitos em mecanismos de reparo de DNA, tendo como manifestacdes clinicas
mais comuns anemia, fadiga, palidez, dispnéia, purpura, complicacdes hemorragicas
e, ocasionalmente, infecgcbes devido a leucopenia (BORTOLHEIRO, 2006;
DOLATSHAD et al., 2015; MAGALHAES, 2006).
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A maioria dos casos de SMD é primaria, enquanto casos secundarios,
geralmente advindos de exposicdo a agentes toxicos, sdo geralmente mais
agressivos (VASSALO e MAGALHAES, 2009). A SMD secundaria manifesta-se
cerca de quatro a sete anos apos a exposi¢ao inicial ao agente toxico, que podem
ser, inclusive, provenientes de quimio ou radioterapia, correspondendo a cerca de
10% dos casos (PINHEIRO e CHAUFFAILLE, 2006).

1.2 Classificacao diagnodstica e progndstica

O principal sistema para diagnostico e classificacdo dos aspectos clinicos,
laboratoriais e caracteristicas morfolégicas foi elaborado pela OMS, passou pela
atualizacdo mais recente em 2016, e conta com 8 categorias (Tabela 1): SMD com
displasia em unica linhagem (SMD-DUL); SMD com sideroblastos em anel (SMD-
SA); SMD com excesso de blastos 1 e 2 (SMD-EB-1 e SMD-EB-2); SMD com
displasia em multilinhagem (SMD-DML); del(5q), SMD inclassificavel e citopenia
refrataria da infancia, este ultimo de forma provisional (WHO, 2017).

Aléem da classificacdo diagnostica, tem-se também a prognostica, o
International Prognostic Scoring System - Revised (IPSS-R), que € a estratificacédo
de risco padrdo para SMD. Nele, ha a atribuicdo de pontuagBes baseadas nos
achados citogenéticos e de plaquetas, neutréfilos, blastos, hemoglobina e idade,
definindo assim as categorias de risco (muito baixo — baixo — intermediario — alto —
muito alto) e suas respectivas estimativas de sobrevida (Tabelas 2, 3 e 4). Tal
estratificacdo € de grande importancia para a tomada de decisdes clinicas e
direcionamento terapéutico (GREENBERG et al., 2012; HONG e HE, 2017).

No entanto, todas estas classificacbes nem sempre séo suficientes para
definir, com certeza, o diagnéstico da enfermidade, quando os achados clinicos e
laboratoriais ndo sdo coerentes com os morfolégicos, ou a displasia secundaria é
causada por deficiéncias nutricionais ou inflamacdes, ou ainda quando
hipocelularidade da medula 6ssea ou mielofibroses atrapalham uma visualizagdo

clara do processo da doenca, por exemplo (VARDIMAN et al., 2009).
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Tabela 1 - Critérios de classificacdo para os subtipos de Sindrome Mielodisplasica
(Adaptado OMS 2016)

SP <1%, MO <5%, sem

- 1 la2  SA<15% (ou <5%?) bastdes de Auer
a3 1a3 Ry SP <1%, MO <5%, sem
(00 bastdes de Auer Qualquer uma (exceto
se cumprir critérios
SP <1%, MO <5%, sem para del(5q) isolado)
. ol SA15% (ou 25%2) basfﬁes de A:er
SP <1%, MO <5%, sem
2a3 la3 SAZ15% (ou 25%) basfﬁes de Auoer
del(5q) isoladamente
0OU COM mais uma
0, 0,
la3 la2 Nenhum ou algum 2 ;is/:c:)el\sﬂs%:iﬁ]érsem anormalidade, exceto
perda do cromossomo
7 ou del (79)
SP 2~4% ou MO 5~9%, sem
la3 la3 Nenhum ou algum basiBes de Auer Qualquer uma
~10Q0, ~1Q0,
la3 la3 Nenhum ou algum =29 1§£tggs'\£ }\?Jeig 2L
_ 0.8
la3 la3 Nenhum ou algum SP= 1%: MO < 5%, sem Qualquer uma
bastdes de Auer
0, 0,
1 3 Nenhum ou algum = Zts/otézﬂsczj: Zférsem
0 1a3 1504 SP <1%, MO < 5%, sem Anormalidades
<% bastGes de Auer indicativas de SMD

Legenda: SMD-DU: SMD com displasia em Unica linhagem; SMD-DM: SMD com displasia
multilinhagem; SMD-SA: SMD com sideroblastos em anel; SMD-EB: SMD com excesso de
blastos; SMD-I: SMD inclassificavel.

Fonte: Adaptado de Classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues (OMS,
2017).

1. Citopenias definidas como Hb <10 mg/dL, plaquetas <100 x 10°/L e neutrdfilos < 1.8 x 10%/L;
mondcitos devem ser < 1.0 x 10%/L;

2. Se houver mutagdo em SF3B1;

3: Casos com SA > 15% e displasia eritréide significativa sdo classificados como SMD-SA-DUL
4 1% de blastos deve ser observado em pelo menos duas ocasibes diferentes.



15
Tabela 2 - IPSS-R Grupos citogenéticos de risco*

-Y, del(11q)
Normal; del(5q), del(12p), del(20q); dupla, incluindo
del(5q)
del(7q), +8, +19, i(17q), qualguer outro Unico ou
duplo clones independentes
-7, inv(3)/t(3q)/del(3q); dupla, incluindo -7/del(7q),
cariétipo complexo (3 alteracées)

Complexo > 3 alteragdes

Tabela 3- Valores de scores do IPSS-R*

Muito Favoravel Favoravel Intermediario Desfavoravel Muito desfavorvel
9 2a5% 5a10% >10%
210 8ald <8
2100 50a100 <50
208 <08

Tabela 4- Classificagéo de risco do IPSS-R a partir dos scores*

<1,5
>15a3

>3-45
>45-6
>6

*Fonte: Adaptado de Greenberg et al. (2012)

Revisdes frequentes nas classificacbes sdo de grande importancia para
incorporar aos critérios diagndsticos refinamentos nas interpretacées morfologicas e
0S avangos genéticos, que cada vez mais rapidamente levam a definicdo de
marcadores diagndsticos e progndsticos e que, em conjunto, constroem um melhor

entendimento da patofisiologia dessas doengas (ARBER, 2016).



1.3 Patogénese da SMD

7

O desenvolvimento das sindromes mielodisplasicas é considerado um
processo de multiplas variaveis (idade, sexo masculino, tabagismo, etilismo,
exposicdo ambiental e/ou ocupacional, quimio e radioterapias) e etapas,
caracterizado inicialmente por excessiva apoptose, 0 que resulta em citopenias no
sangue periférico e em proliferagdo aumentada de elementos hematopoiéticos na
medula, numa tentativa compensatéria, tornando este ambiente hipercelular (mas
também pode ser normocelular e, em alguns casos, hipocelular). Em seguida, ha o
aumento de sinais anti-apOpticos, o clone neoplasico pode entdo proliferar, e a
instabilidade gendmica causada por metilacdo alterada de genes de reparo e de
outros supressores tumorais e também por encurtamento de teldmeros leva a
anormalidades cromossbmicas e a progressdao da doenca (CATENACCI &
SCHILLER, 2005).

As sindromes mielodisplasicas apresentam alteracdes citogenéticas em 50-
60% dos casos, porcentagem que pode ser ainda maior, considerando que a
identificacdo de caridtipo normal na outra parte dos pacientes pode ser devida a
falha técnica na obtencdo de metafases analisaveis, por exemplo (TORMO et al.,
2010).

Dados citogenéticos sdo importantes parametros para diagnaostico,
estratificacdo de risco e progndstico em varias patologias, com anormalidades
especificas influenciando diretamente na terapia escolhida e modulacdo da
intensidade do tratamento (HASTINGS et al., 2016).

Em SMD, as alteragBes citogenéticas podem ser monossomias, trissomias,
delecdes de bracos de cromossomos, translocacfes balanceadas ou caridtipos
complexos (trés ou mais anomalias em uma uUnica metafase). Monossomias ou
delecdes dos bragos longos dos cromossomos 5, 7 e 20 sdo as anormalidades mais
comuns em 10 a 15% dos casos; delecbes 5 ou 5q s&@o responsaveis por
manifestacdes clinicas heterogéneas, com alguns pacientes tendo bom prognaéstico
enguanto outros tém risco aumentado de evolucédo para LMA e baixa sobrevivéncia,

sendo esse curso clinico agressivo observado também em pacientes com dele¢éo 7
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ou 7q; enquanto delecdes 20q estdo associados com instabilidade gendmica.
Delecbes 5 ou 59 e 7 ou 7q sdo as mais frequentes em pacientes com SMD
secundaria (GUPTA et al., 2010; JHANWAR, 2015). Alteracbes nos cromossomos 8,
11, 13, 17, 21, X e nulissomia do Y também sao frequentes em SMD. Ainda que
50% dos pacientes possam apresentar cariotipo normal ao diagndstico, as
anormalidades podem ser detectadas durante a evolugcdo da doenca; nestes
pacientes, uma série de alteracdes moleculares sdo responsaveis por um quadro

clinico com progndéstico bastante variavel (CHAUFFAILLE, 2006a).

A perda de material genético pelas alteracdes cromossémicas pode ser
responsdvel pela perda de genes supressores tumorais, de crescimento
hematopoiético e receptores; ja nos pacientes com cariétipo normal, mutacdes em
oncogenes afetam importantes vias de sinalizacdo responsaveis, em parte, pela
patogénese da SMD (JACOBS, 1989; CHAUFFAILLE, 2006b). Isto inclui, por
exemplo, mutagbes como as dos proto-oncogenes Ras, que quando presentes em
pacientes com SMD podem ser preditores de evolugdo precoce para LMA
(NEUBAUER et al.,, 1991; PADUA & WEST, 2000). Mutacdes em JAK2 também
podem estar presentes durante a progressdo da doenca e serem direcionadoras de
uma transformacéo para LMA (MACHADO-NETO et al., 2011).

Jhanwar (2015) também relaciona com a patogénese de SMD alteracdes
genéticas e epigenéticas comumente relacionadas a splicing de RNA, modificacdo
da cromatina, regulagéao de transcricdo, metilagdo de DNA, e controle de reparo do
DNA. Estes fatores, combinados, sdo responsaveis pela variedade de fendétipos
apresentados em SMD e, embora alguns casos possam progredir para LMA, ambas
as doencas possuem patogénese distinta, com uma grande variedade de
mecanismos moleculares envolvidos, mas que ainda sdo pouco entendidos
(YOSHIDA et al., 2011; KANG et al., 2015). Frequentemente, a SMD é apontada
como sendo um estagio “pré-leucémico”, mas estudos apontam que, apesar das
similaridades de respostas terapéuticas e desfechos, biologicamente sdo doencas
diferentes, com maior perda de potencial mitocondrial, maior expressao de anexina
V e maior atividade de caspase-3 em SMD que em LMA, todos esses fatores

relacionados a maior apoptose (ALBITAR et al., 2002).
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Dentre os fatores externos envolvidos no desenvolvimento de SMD, tem-se
como importantes fatores de predisposicdo a exposicdo a agrotoxicos e a solventes
organicos, como o0 benzeno, devido a uma progressiva deterioracdo da
hematopoiese e inducdo de anormalidades cromossomicas (NATELSON, 2007,
NISHIKAWA et al., 2012). A exposi¢cado ocupacional, ambiental ou recreativa (esta
presente no cigarro) ao benzeno por mais de 5 anos, mesmo em baixas doses, esta
relacionada ao aumento dos riscos de desenvolvimento de SMD e LMA (POYNTER
et al., 2016).

Em relacdo a exposicdo a pesticidas, os mecanismos exatos que levam ao
surgimento de SMD ainda s&o incertos, mas, como possiveis causas, além do
aumento de alteracdes cromossdmicas, tem-se ainda o aumento das ERO (espécies
reativas de oxigénio), que levam a danos no DNA, em proteinas e na producao
hematopoiética; e a expressdo aberrante ou substituicio de determinados
receptores e ligantes (ligantes enddgenos de receptores nucleares esteroides,
incluindo estrogenos e androgenos), resultando em modificagdes nas expressdes de

genes, ao alterar suas cascatas de sinalizacdo (JIN et al., 2014).

A exposicdo a determinados farmacos e a radiacdo ionizante (quimio ou
radioterapias para neoplasias ou outras doencas) pode levar ao desenvolvimento de
SMD secundaria a terapia (SMD-t), representando 10-20% dos casos, resultado da
citotoxicidade dos tratamentos e da selecdo de clones com alta taxa de eventos
mutacionais; com um maior acumulo de anormalidades citogenéticas, tem-se um
guadro clinico bastante heterogéneo, em pacientes geralmente mais jovens dos que
0os com SMD de novo, com pior prognéstico e rapida progresséao para LMA (BURKE,
et al., 2017).

Diante da heterogeneidade de fatores e manifestacfes clinicas de SMD, sao
necessarios extensivos estudos a fim de entender melhor a fisiopatologia da doenca.
Assim, é possivel melhorar o diagndstico e classificacdo, além de identificar alvos
terapéuticos e marcadores preditores de sobrevida e de resposta ao tratamento,
sendo a Investigagdo dos mecanismos moleculares e seus impactos nas
manifestacdes clinicas uma importante ferramenta (PELLAGATTI e BOULTWOOD,
2015).
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1.4 Agrotdxicos e cancer

No Brasil, a definicho de agrotoxicos estd definida na Lei N° 7802
(BRASIL,1989), descrevendo-os como agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, de
uso agricola ou urbano, destinados a alterar a composi¢éo da fauna ou flora a fim de

evitar a acdo danosa de seres vivos considerados nocivos.

Os agrotoxicos abrangem uma grande variedade de usos (inseticidas,
fungicidas, herbicidas, acaricidas) e de substancias quimicas envolvidas, que podem
ter caracteristicas imunotoxicas, mutagénicas ou carcinogénicas (dependendo ou
nao da dose e do tempo de exposicdo), o que explica sua associagdo com O

desenvolvimento de cancer (BAILEY et al., 2015).

A agricultura € uma das principais atividades econdmicas brasileiras e, com o
intenso uso de pesticidas vem a preocupac¢ao com os impactos na saude. Diazinona,
malation e glifosato sdo permitidos tanto para uso no campo quanto domissanitario,
e estes agentes apresentam efeitos semelhantes de carcinogenicidade
demonstrados em estudos in vitro e in vivo (genotoxicidade, imunossupressao,
estresse oxidativo, alteragOes celulares, desregulacdo hormonal e inflamacéo
cronica), o que aumentam as chances de acdo sinérgica, relacionadas ao
desenvolvimento de Linfoma Nao-Hodgkin (LNH) (COSTA et al., 2017).

Dentre os agricultores, a exposicdo pode se dar através da pele, da boca ou
da respiracdo, durante a manipulacéo, preparo ou aplicacdo dos pesticidas; ou ainda
a partir da pulverizacdo destes produtos sobre as plantagbes, o0 que causa uma
extensa dispersdo, contaminando o ar e a agua, afetando inclusive a populacdo que
vive em areas proximas as plantacdes, e acaba sofrendo com os efeitos cronicos
dessa exposicéao, tais como: anormalidades na producéo de hormdnios, infertilidade,

defeitos congénitos e cancer (INCA, 2019).
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Para a populagdo rural e trabalhadores agricolas, alguns pontos que sdo de
especial relevancia sdo o uso correto de equipamentos de protecao individual
(EPIs), o correto armazenamento e manejo desses compostos nos locais de
trabalho, assim como o descarte adequado dos recipientes e cuidados durante a
lavagem das roupas de trabalho (RIBEIRO et al., 2012).

Na classificacdo de carcinogenicidade, feita pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), um dos agrotoxicos mais utilizados mundialmente, o
herbicida Glifosato, consta nesta lista na categoria 2A (provavel carcindbgeno para
humanos); no Brasil, a ANVISA ndo reconhece esse risco potencial, alegando que
nao ha evidéncias suficientes de carcinogenicidade, embora reconheca que ha uma
preocupacao internacional com a ocorréncia de linfomas (IARC, 2020; ANVISA,
2018).

O desenvolvimento de neoplasias relacionado a exposicdo a pesticidas
sintéticos € um assunto que ja acumula inUmeras evidéncias e acontece, dentre
varios fatores, devido ao estresse oxidativo, distirbios metabdlicos e danos ao DNA,
representando um problema de saude publica e uma ameaca, principalmente, as
populacdes mais vulneraveis, como 0s agricultores, que sao direta e diariamente
afetados (CURL et al., 2020).

Um dos efeitos mais deletérios dos pesticidas no metabolismo celular e
atividades fisiologicas se da através da geracdo de ERO’s, capazes de promover
oxidacgdo de lipidios e proteinas e inativar enzimas, por exemplo (LUSCHAK et al.,
2018). Segundo Landau-Ossondo et al. (2009), a producao de radicais livres gerada
pelos pesticidas pode causar iniciacdo e progressao tumoral através da inibicdo da
comunicacao celular através das juncdes GAP, pois 0 bloqueio dessa comunicacao
entre células saudaveis e pré-neoplasicas faz com que estas escapem do controle
de crescimento exercido pelas células normais circundantes, criando assim um
microambiente tumoral, o que pode acontecer quando ha exposicdo a

diclorodifeniltricloroetano (DDT) e Paraquat, por exemplo.

Em um estudo prévio do nosso grupo, Costa et al. (2021) descrevem

anormalidades cromossémicas como aneuploidia, del(11), del(18) e add(4),
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encontradas em trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos (entre eles paraquat e
glifosato); além de uma desregulacdo na expressdo génica de genes de reparo de
fita simples e dupla, entre eles ATM, e LIG4, que estavam menos expressos em
trabalhadores com mais de 12 anos exercendo essa fungdo, e BRCA2, menos
expresso nos agricultores que apresentaram anormalidades cromossomicas,

refletindo, possivelmente, o efeito genotdxico dessa exposicao.

1.5 Importancia epigenética da metilagcdo na SMD e mediante exposicédo a
agrotéxicos

Epigenética € o estudo de mudancas na expressao génica, que ocorrem sem
gue haja mudancas na sequéncia do DNA, pode ser desencadeada por fatores
ambientais, e se da por diversos mecanismos, como modificacdo de histonas,
expressdo de miRNAs e metilagdo do DNA (COLLOTTA et al., 2013).

A metilacdo é um processo fisiologico normal, que ocorre através da adicao
de um grupamento metil ao carbono 5 de uma citosina seguida de uma guanina
(chamados sitios CG’s; regides do genoma com acumulo desses sitios sao
chamadas de ilhas CpG), um processo mediado por enzimas chamadas de DNA
metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) (BOND et al., 2020).

Na hematopoiese, a diferenciacdo e proliferacdo das células tronco, assim
como a regulacdo da granulopoese, dependem diretamente do mecanismo de
metilacdo que, quando desregulado, € um fator que conduz ao desenvolvimento de
malignidades  hematolégicas, como LMA e SMD (BENETATOS &
VARTHOLOMATOS, 2018).

Para as sindromes mielodisplasicas, ainda ndo € muito clara a relacéo entre
exposicdo a pesticidas e risco de desenvolver a doenca, mas varios estudos
apontam essa tendéncia, como mostra a metanalise de Jin et al. (2014), que
relaciona a exposicdo a inseticidas com maiores chances de desenvolver SMD,
principalmente os subtipos anemia refrataria e anemia refrataria com sideroblastos

em anel.
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Um fator interessante que tem sido relatado € o encurtamento progressivo
dos teldmeros dos leucécitos em populacdes que estdo sob exposicado continuada a
pesticidas, um fendbmeno que também é especialmente observado em trabalhadores
agricolas que desenvolveram SMD, indicando uma possivel correlacdo
(ANDREOTTI et al., 2015). Pacientes com SMD podem apresentar teldmeros mais
curtos do que pessoas da mesma faixa etaria sem a doenca, sendo este um fator ja
considerado como importante direcionador da evolucdo da doenca e marcador
prognostico (HWANG et al., 2016; WILLIANS et al., 2017).

Teldmeros sao estruturas localizadas no final dos cromossomos, compostas
por DNA e proteinas associadas, que tém a funcdo de proteger e garantir uma
correta replicacdo dos cromossomos durante a divisdo celular. Junto com a
metilacdo do DNA sao os principais marcadores de tempo de vida celular e
estabilidade genémica (PEDROSO, et al., 2020).

Alteracdes dos padrées de metilacdo global do DNA ou de genes especificos
(hipometilacdo ou hipermetilacdo) tém sido investigadas e constatadas em varios
tipos de céanceres, assim como a relacdo entre exposicdo a pesticidas e
desregulacdo epigenética, que pode ocorrer através de estresse oxidativo pela
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs), como ilustrado na Fig.1 (SESTI et
al.,, 2012; SABARWAL et al, 2018)). O excesso de radicais livres provoca um
desbalanco fisiolégico que resulta em danos severos a estruturas celulares e a
importantes moléculas como o DNA, o que culmina em quebras e desregulacao da
expressao atraves de metilagdo ou miRNAs, por exemplo (TEODORO et al., 2019).
Alteracdes na metilacdo também podem ocorrer pelo desequilibrio da atividade das
metiltransferases, visto que as DNMTs, que regulam a metilacdo, sdo potenciais
alvos de ligacao para os pesticidas, que afetam a atividade destas enzimas (LIN et
al., 2010; CORONADO-POSADA & OLIVERO-VERBEL, 2019). Desaulniers et al.
(2009), observaram reducdo da expressdo de DNMT1 e DNMT3B mediante
exposicao a altos niveis de organoclorados, bifenilos policlorados e metimelcurio,
assim como reducdo da abundancia de S-adenosilmetionina (um doador universal
de metil) e, como consequéncia, observaram também menor metilagdo global de

DNA e na regido promotora do gene supressor tumoral pl6™«‘@ Temos ainda a
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interagdo com componentes dietarios doadores de grupamentos metil, e visto que a
contaminacdo dos alimentos e da agua por pesticidas € um grande problema
ambiental atual, estes doadores de metil estdo diariamente presentes na nossa

alimentacéao (COLLOTTA et al, 2013), entre outros mecanismos.

Padrbes aberrantes de metilacdo estdo descritos para alguns genes em SMD,
sendo um dos mecanismos epigenéticos mais estudados na patofisiologia da
doenca e na influéncia sobre prognésticos, tendo a hipermetilagdo como um dos
fatores de evolucéo para LMA (SOLOMON et al., 2008).

O silenciamento da expressao génica por metilacdo em SMD é€ tratado
através da terapia com drogas hipometilantes, como a azacitidina e a decitabina,
gue sao inibidores de metiltransferases, utilizadas para pacientes de alto risco, a fim
de reduzir a hipermetilagcdo global e de genes como TET2, DNMT3A, EZH2,
CDKNZ2B e NOTCHL1, por exemplo (KHAN et al., 2013; BOND et al., 2020).

A resposta a esse tipo de abordagem quimioterapica geralmente é eficaz,
resultando em controle da proliferacdo, maior tempo de remissdo e de sobrevida, o
gue indica que os mecanismos de metilagdo em SMD parecem ser de fundamental
importancia, havendo assim a necessidade de melhor entendimento sobre suas

consequéncias e principais genes e vias afetados (ISSA, 2010).

Estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que uma
desregulacéo epigenética através de metilacdo, em genes relacionados a resposta
imune, ciclo celular e sistema de reparo, podem ter influéncia no desenvolvimento de
anormalidades cromossémicas em pacientes com SMD, devido a diminuicdo da
sintese de DNA polimerases com atividade translesdo (CAVALCANTE et al., 2020).

Um fator importante na nossa atualidade, que tem intima relagdo com o
fenbmeno de carcinogénese, € a exposicdo a pesticidas, que comprovadamente
provoca danos ao DNA através de quebras de fita simples ou dupla, influencia a
ocorréncia de aberracbes cromossdmicas e provoca alteragcdes nos mecanismos
epigenéticos de controle da expressdo génica como os RNA nao-codificantes, as
modificagdes de histonas e a metilacdo do DNA (SABARWAL et al., 2018). Na figura
1 é mostrado um esquema de como a exposicdo a pesticidas pode levar a



modificagdes epigenéticas. Pesticidas, como por exemplo os piretréides, possuem a
capacidade de se ligar diretamente ao DNA, provocando dessa forma alteracoes
epigenéticas ao interferir na expressdo génica, assim como induzem estresse
oxidativo e disfuncéo enddcrina, dentre outras possibilidades de provocar o inicio de
um processo carcinogénico (NAVARRETE-MENESES & PEREZ-VERA, 2019).

Figura 1 - Pesticidas e sua relagcdo com modificacdes epigenéticas.
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Fonte: Adaptada de Sabarwal et al., 2018

1.6 Danos ao DNA e Genes de reparo de fita dupla

A ocorréncia de danos no DNA, por agentes enddgenos ou exdégenos, quando
ndo reparados levam a instabilidade gendmica, pois provocam modificagbes na
estrutura quimica da molécula e isso leva a uma quebra da fidelidade da informacé&o
genética; tal instabilidade faz parte do processo de carcinogénese, e para evita-la é

necessario que o0s mecanismos de reparo de lesbes no DNA funcionem
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adequadamente (GAHLON et al, 2017).

Lesdes no material genético acontecem diariamente, e elas podem ter causa
enddégena, como erros ha segregacao cromossdmica durante a citocinese e pela
acao de radicais livres produzidos em processos celulares e metabdlicos; ou
exégena, como consequéncias de exposicdes ambientais como radiacdo UV e
ionizante ou substancias quimicas pertencentes a uma vasta gama de produtos
(Janssen et al., 2011; Roos et al., 2015).

O ataque ao DNA provocado por essas moléculas, chamadas de genotoxinas,
provoca lesfes que necessitam de reparo rapido e livre de erros, a fim de evitar a
geracdo de mutacdes nos genes e danos cromossdmicos, pois caso 0 reparo nao
seja feito de forma adequada ou a apoptose nao seja ativada para eliminar a célula
com material genético defeituoso, isto provocara instabilidade gendmica, que é um
fator primordial no processo de carcinogénese (Roos et al., 2015). A Figura 2 ilustra
esse processo, no qual a célula pode ser reparada e escapar da apoptose, ou
morrer devido a leséo.

Figura 2 - Fontes de danos ao DNA e possiveis desfechos, a partir da ocorréncia ou
nao do reparo.
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As quebras de fita dupla (DSB) estdo entre os danos mais deletérios que o
DNA esta passivel a sofrer e, quando ndo séao corretamente reparadas, podem levar
a mutacoes e rearranjos cromossomicos (delecdes e translocacfes) e apoptose que,
como dito anteriormente, sdo eventos importantes na patogénese de SMD. Os dois
principais e mais estudados mecanismos de reparo séo: juncao de extremidades
nao-homoélogas (“NHEJ”; fases GO, G1 e inicio da S) e recombinacdo homodloga
(“HR”; fases S e G2 do ciclo celular). Dos genes abordados em nosso estudo, LIG4
(DNA Ligase 1V) participa da via NHEJ; e ATM (Ataxia telangiectasia mutated),
BRCAL (Breast Cancer 1), BRCA2 (Breast Cancer 2) e RAD51 (Radiation-Sensitive
Yeast Mutations) fazem parte da via HR (DONOVAN e LIVINGSTON, 2010).

Os mecanismos de jungcdo de extremidades ndo-homologas e recombinacao
homologa atuam de forma complementar, com uma diferenca essencial entre eles, a
necessidade de um molde intacto de DNA para reparo dos erros, que nao é
requerido pela NHEJ, o que torna este mecanismo mais passivel de erros e,
portanto, altamente mutagénico (JACHIMOWICZ et al., 2019)

A recombinacdo homologa € um processo metabdlico de reparo que oferece
alta fidelidade e tolerancia a danos complexos no DNA, além de um importante

suporte para a replicacdo e manutencéao dos teldmeros.

Os genes BRCA1 e BRCA2 participam da HR, sendo a proteina BRCA2 uma
importante mediadora no processo de reparo por essa via, € mutacoes nesse gene
implicam em predisposicdo a cancer de mama, ovario e anemia de Fanconi
(DONOVAN e LIVINGSTON, 2010).

1.6.1 Gene ATM (Ataxia telangiectasia mutated)

O gene ataxia-telangiectasia mutated (ATM), localizado no braco longo do
cromossomo 11, na posi¢do 22.3 (11922.3; Fig.3), faz parte da familia de genes
phosphatidylinositol-3 kinase (PT3K) e consiste de 66 éxons que codificam uma
fosfoproteina nuclear de 370 kDa (GUMY-PAUSE et al., 2004). Desempenha
importante papel na resposta a danos de fita dupla no DNA, sinalizando a
necessidade de reparo e inicializacdo do checkpoint do ciclo celular, desacelerando
a passagem das células de uma fase para a outra, dando assim mais tempo para
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gue o reparo seja efetuado sem erros, e ativando enzimas responsaveis pelo
conserto das quebras (GUARINI et al., 2012; KIM et al., 2013).

Figura 3 - Localizacdo do gene ATM no cromossomo 11, posicéo 22.3
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Fonte: Gene Cards (The human gene database).

Nas células normais, a proteina codificada pelo gene ATM existe na forma
dimérica ou multimérica, que € inativa, e que em resposta a danos dissocia-se em
monémeros ativos responsaveis pela identificacdo do dano, recrutamento de outras
proteinas de reparo, sinalizacdo dos checkpoints do ciclo celular, regulacéo

transcricional e ativacao da senescéncia e apoptose (BEGAM et al., 2017).

A atividade do ATM pode seguir uma sinalizacdo candnica, que consiste na
dissociacao dimérica da proteina ATM, seguida da ativacdo destes mondmeros e do
recrutamento deles para o local de quebra; e a sinalizacdo também pode ser nao-
canbnica, quando ndo h& dano detectavel ao DNA, e ocorre a partir de mudancgas na
cromatina, de stress decorrente da replicacdo, de atividade telomérica ou ainda
como resposta a ERO’s (CREMONA & BEHRENS, 2014).

A proteina ATM ativada € capaz de fosforilar varios outros substratos que séo
fatores essenciais envolvidos na checagem e parada do ciclo celular (por exemplo,
RAD50), supressao tumoral (p53) e reparo (BRCAL1), portanto, alteragdes génicas ou
epigenéticas capazes de afetar a funcdo da proteina tém consequéncias importantes
no processo de carcinogénese e curso clinico desfavoravel (GUARINI et al., 2012;
XU et al., 2012; GU et al., 2014; YAN et al., 2017).

Mutacbes e polimorfismos neste gene tém sido associados ao
desenvolvimento de SMD, devido ao seu importante papel no controle de danos ao
DNA provocados por EROs nas células tronco hematopoiéticas, comprometendo

assim sua diferenciacao apropriada (ZHOU et al., 2013).
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Em nosso laboratério, estudos genotipicos em genes de reparo mostraram
associacao entre o polimorfismo rs228593, no gene ATM, e melhor progndstico em
pacientes com SMD, entendendo-se com isso que o funcionamento adequado deste
gene favorece melhor estabilidade genOGmica e, assim, tem-se uma doenca com

comportamento menos agressivo (RIBEIRO JR. et al., 2013).

1.6.2 Genes BRCA1 e BRCA2 (Breast Cancer 1 e 2)

O gene BRCAL estd localizado no braco longo do cromossomo 17, na
posicao 21.31 (17921.31; Fig. 4), e seu produto primario € uma proteina composta
por 1863 aminoacidos, que atua como supressora tumoral a partir da interacdo com
outras moléculas, tendo esses complexos a fungdo de corrigir erros de fita dupla do
DNA, regular a divisdo celular, promover ubiquitinacdo de proteinas e regulacéo
transcricional. As alteracbes funcionais dessa proteina estdo fortemente
relacionadas a varios tipos de cénceres, com uma forte predilecdo por alguns
(tumores hormaonio-responsivos, por exemplo), sendo o de mama um dos mais
extensivamente estudados (CERNE, et al., 2012).

Juntamente com o gene BRCA2, desempenha um importante papel em
manter a integridade celular, ja tendo sido demonstrado que a perda de funcéo de
ambos pode levar a interrupcdo da proliferacéo celular, instabilidade cromossémica
e maior sensibilidade a agentes genotoxicos, gerando assim um ambiente favoravel
a carcinogénese (VENKITARAMAN, 2014).

Figura 4 - Localizagdo do gene BRCA1 no cromossomo 17, posigéo 21.31
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Fonte: Gene Cards (The human gene database).
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Por sua vez, o gene BRCAZ2 sintetiza uma proteina com 3418 aminoacidos, e
esta localizado no braco longo do cromossomo 13, posicdo 13.1 (13g13.1; Fig.5).
Desempenha papel fundamental na manutencéo da estabilidade gendmica, atuando
no reparo de danos e na regulagcédo da citocinese, e mutagdes progressivas nesse
gene sao associadas a diversos tipos de tumores com pior desfecho da doenca,
como acontece com o cancer de prostata, por exemplo (JUNEJO & AIKHATEEB,
2020).

Figura 5 - Localiza¢do do Gene BRCA2 no cromossomo 13, posi¢éao 13.1
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Fonte: Gene Cards (The human gene database).

Apesar da participacdo na mesma via, os genes BRCA1 e BRCA2 atuam em
diferentes etapas do reparo de fita dupla; a proteina BRCA1 age tanto no reparo
guanto na ativacdo de checagem do ciclo celular, sendo assim uma das primeiras a
atuar diante de um dano: ela funciona tanto como sensor do dano (assim como
ATM) quanto como mediadora do processo, recrutando outras proteinas e
viabilizando a funcéo delas através da formacédo de complexos (ROY et al., 2012).

Uma dessas viabilizacdes envolve a resseccao na fita, no sitio onde houve o
dano, para que haja a invasao por outras proteinas, entre elas a BRCA2 que, dentro
de um complexo (que envolve a proteina RAD51, também presente em nosso
estudo), inicia 0 processo de reparo, aparentemente conduzindo a RAD51 do seu
local de producéo para o local de agéo, e controlando enzimaticamente a atividade
desta proteina; além disso, protege a nova fita recém-sintetizada da acdo de
nucleases, tendo assim grande importancia na manutencdo da estabilidade
gendmica. Deficiéncias na producéo ou funcdo de BRCAL e/ou BRCAZ2 resultam em
acumulos de quebras de cromatides e aberracées cromossdémicas (ROY et al., 2012;
FOULKES & SHUEN, 2013).



Os genes BRCAl e BRCA2 formam um complexo de fundamental
importancia no mecanismo de reparo por recombinacdo homoéloga, sendo sugerido
gue esse eixo atua segundo o conceito da letalidade sintética, que sugere a
necessidade de alteracdes em dois ou mais genes para que a célula sofra apoptose;
ou seja, se 0 conjunto BRCA1/2 ndo funcionar apropriadamente para processar o
reparo, mas a deficiéncia for apenas em um ou no outro gene, isto podera levar ao
escape do reparo e iniciacdo do processo de carcinogénese (RIBEIRO JR. et al.,
2019). Esse estudo do nosso laboratério demonstrou que BRCA1/2, que sao alvos
importantes no tratamento de tumores soélidos, também podem ser de essencial
importancia no direcionamento terapéutico de neoplasias mieloides, visto que
guando ha baixa expressao desses dois genes e também do RAD51, aumentam as
chances de resposta a inibidores de PARP (poli ADP-ribose polimerase), esperando-

se assim aumento da sobrevida.

1.6.3 Gene RAD51 (Radiation-Sensitive Yeast Mutations)

RAD51 é um dos genes mais importantes do processo de recombinacdo
homodloga, sendo sua funcdo anormal um indicador de pior progndstico em varios
tipos de canceres, visto que tais defeitos afetam diretamente varias vias
intracelulares (como as desempenhadas pelos genes p53, p2l, Bcl-2, ATM,
BRCA1/2) (RADERSCHALL et al., 2002; FUH et al., 2020).

O gene esta localizado no cromossomo 15, posicdo gl15.1, e codifica uma
proteina de 339 aminoacidos (Fig. 6). A proteina RAD51 é uma ATPase DNA-
dependente que se liga diretamente a BRCA2, esta promove a invasdo da RAD51
na fita a ser reparada, para que haja a formacdo de um filamento de nucleoproteina
em DNA de fita simples, o qual posteriormente passa por um processo de

emparelhamento homologo, reparando a fita dupla (LAURINI et al., 2020).
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Figura 6 - Localizacdo cromossémica do gene RAD51 no cromossomo 15, posicéo
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Fonte: Gene Cards (The human gene database).

Devido ao seu papel central na recombinagdo homodloga, que é crucial no
processo de carcinogénese, falhas na producédo ou funcéo da proteina RAD51 estédo
associadas ndo apenas ao desenvolvimento do cancer, mas também a um pior
prognoéstico, com ocorréncia de perfil metastatico e menor sobrevida (WIEGMANS et
al., 2014).

He e colaboradores, em 2014, demonstraram em sua metandlise relacao
entre um polimorfismo em RAD51 e maiores chances de desenvolvimento de SMD.
Um outro estudo, também com polimorfismos, realizado em nosso grupo de
pesquisa, encontrou associacdo entre a ocorréncia do gendtipo polimorfico levando
a uma maior expressdo de RAD51 e, consequentemente, SMD menos agressiva,

devido, provavelmente, a uma maior taxa de reparo do DNA (RIBEIRO JR., 2015).

De forma concisa, o processo de reparo € iniciado com a deteccdo do dano
ao DNA pela proteina ATM, que age como um Sensor e cuja ativacao recruta outras
proteinas que atuam no reparo (Fig.7). ATM fosforila essas proteinas, ativando-as,
entre elas BRCAL, que faz parte de um complexo chamado BRCA1-MRN (proteinas
Mrell, Rad50 e Nbsl1)-CtlP, o qual age provocando uma ressecg¢éo nas fitas onde

houve o dano e novas bases deveréo ser incorporadas.

BRCA1 fosforilada recruta, entdo, a proteina BRCA2, que possibilita a invasao
do complexo efetor do reparo na fita, do qual faz parte RAD51 e outros genes, e que
completardo o0 processo de incorporacdo de novos nucleotideos através do

mecanismo de recombinacdo-homologa (ROY et al., 2012).



Figura 7 — Genes envolvidos no mecanismo molecular de resposta ao dano
de fita dupla de DNA
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Fonte: Adaptada de Roy et al., 2012.

1.6.4 Gene LIG4 (DNA Ligase IV)

Assim como o RAD51, o gene LIG4 e sua proteina exercem um papel chave
no reparo de danos de fita dupla; alteracbes nas suas func¢Bes podem levar a
desregulacdo dos processos de reparo e mecanismos de apoptose, com
consequente maior susceptibilidade ao cancer e resposta ineficaz a terapia (ASSIS,
2013).

A proteina codificada por este gene, localizado no cromossomo (13g33-34,
Fig.8) € uma DNA-ligase ATP-dependente e age na fase final do reparo, unindo a
fita recém sintetizada de DNA a fita molde, e estabilizando a ligacdo entre as
extremidades (PANNUNZIO et al., 2018).
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Figura 8 - Localizacdo cromossémica do gene LIG4 no cromossomo 13, posicao
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Fonte: Gene Cards (The human gene database).

Devido ao papel crucial que desempenha, sendo responsavel pela fase final
do reparo, perdas ou mudangas na funcdo afetam diretamente a estabilidade
gendmica e estimulam o processo de tumorigénese, como cancer de mama e
mieloma multiplo (XIE et al., 2014).

Estudo de nosso laboratério demonstrou uma menor expressao de LIG4 em
pacientes com SMD de pior prognostico (SMD-EB 1 e 2, riscos alto e muito alto,
anemia e neutropenia severas) e nos que progrediram para LMA, indicando que
falhas na expressdo ou funcdo dessa proteina podem ser marcadores de pior
desfecho (RIBEIRO JR. et al., 2019).

Diante da reconhecida importancia dos genes de reparo de fita dupla ATM,
BRCA1, BRCA2, LIG4 e RAD51 e da epigenética, através do fendmeno de
metilacdo, na patogénese e predi¢cdo prognostica de SMD, e sendo a relagdo entre
exposicdo a agrotoxicos e alteracdes nos padroes de metilagdo um possivel fator de
desenvolvimento de neoplasias da medula 0ssea, hipotetiza-se neste trabalho a
possibilidade de diferencas de metilacdo nestes genes entre individuos saudaveis,

individuos expostos a agrotoxicos e pacientes com SMD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de metilacdo dos genes atuantes no mecanismo de reparo
de fita dupla no DNA (ATM, BRCA1, BRCA2, LIG4 e RAD51) e sua relacdo com a
expressdo génica em amostras de pacientes portadores de Sindrome

Mielodisplasica e de agricultores expostos a agrotoxicos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o perfil de metilacdo da regidao promotora dos genes de reparo de

fita dupla no DNA de pacientes com sindrome mielodisplasica,;

2. Avaliar o perfil de metilagdo da regido promotora dos genes de reparo de

fita dupla no DNA de agricultores expostos a agrotoxicos;

3. Analisar as relacdes entre os niveis de metilacdo dos genes ATM, BRCAL,
BRCA2, RAD51 e LIG4 e as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com SMD e

fatores prognésticos da doenca;

4. Analisar as relagcdes entre os niveis de metilacdo dos genes ATM, BRCAL,
BRCA2, RAD51 e LIG4 e as variaveis de exposi¢cdo dos agricultores;

5. Investigar se ha correlacdo entre os niveis de metilacdo e de expresséo
génica dos mesmos genes, em ambos 0s grupos de estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de projetos de pesquisa submetidos ao Comité
de Etica do Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade Federal do Ceara,
através do sistema da Plataforma Brasil, sob numero de Parecer Consubstanciado
do CEP: 4.505.895, tendo cumprido todas as exigéncias da resolucdo 196/96 do

Conselho Nacional da Saude.

A permissao para participacdo na pesquisa foi obtida de todos os pacientes e
agricultores através de assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

3.2 Casuistica

Esse estudo avaliou o perfil de metilacdo de 135 amostras de medula 6ssea

(56 pacientes + 69 agricultores + 10 controles).
3.2.1 Pacientes com SMD

Foram incluidas nesse estudo 56 amostras de pool celular de medula 6ssea
de pacientes portadores de SMD, classificados de acordo com os critérios
diagnésticos da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2016), e seguidos no
Ambulatério de Sindrome Mielodisplasica do Hospital Universitario Walter Cantidio,
da Universidade de Federal do Ceara (HUWC/UFC), no periodo de 2007 a 2015. Os

dados clinicos foram obtidos a partir de revisdo de prontuérios.

Foram excluidos deste estudo pacientes portadores de quaisquer outras
doencas hematoldgicas que nédo fossem Sindrome Mielodisplasica, que nao foram
diagnosticados no Laboratério de Citogendmica do Céancer ou que a amostra néo

tivesse qualidade suficiente para a execucao dos experimentos.
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3.2.2 Agricultores

Foram incluidas amostras de medula 6ssea de 69 trabalhadores rurais
expostos a agrotoxicos oriundos da Regido da Chapada do Apodi, em Limoeiro do
Norte (a 200 km de Fortaleza/CE). Este territorio tem intensa atividade agricola,
principalmente fruticultura, e a intensa exposicdo a agrotdxicos nesta regiao tem sido
relacionada a uma alta incidéncia de cancer, agravos cronicos e Obitos fetais na
populacdo desse municipio, quando comparado a outras cidades com reduzida
exposicao (RIGOTTO et al., 2013).

Os individuos foram agrupados de acordo com seu histérico de exposi¢cao a
agrotoxicos em: Grande produtor (trabalhadores da agroindustria), Agricultura
Familiar (pequenos produtores rurais) ou Agricultura ecoldgica (individuos que
relataram Ultima exposicdo ocupacional a agrotoxicos hd mais de dez anos). A
divisdo desses grupos e 0 questionario aplicado para obtencédo de informacfes de
modo de vida seguiu 0 modelo de Rigotto (2011), baseado nas categorias de

producéo agricola desempenhadas no municipio.

Foram excluidos deste estudo individuos com historia prévia ou atual de
neoplasias e uso de quimioterapia, individuos que fazem uso de medicamentos
genotoxicos ou que tenham tido exposicdo conhecida a radiacdo terapéutica ou

ocupacional.
3.2.3 Controles

Para andlises do grupo controle, foram utilizadas amostras de medula 6ssea
de dez individuos idosos. Essas amostras foram coletadas para exame diagndstico,
mediante quadro sugestivo de SMD. Descartada a doenca, as amostras foram

disponibilizadas para utilizagdo como controles.
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3.3 Extracéo de DNA

Foram coletadas amostras de medula éssea em tubos de vidro Vacutainer®
contendo EDTA, 3ml de medula éssea destinados a realizacdo da Citogenética
Classica e 5mL para os procedimentos de extracdo de DNA. Os experimentos de
extracdo de DNA e expressdo génica foram realizados no laboratério de

Citogendémica do Cancer.

Para a separacao das células do pool celular da medula éssea realizou-se a
transferéncia da amostra para um tubo do tipo Falcon de 50mL, onde foi lavada com
solucdo de lise (25mL de solucdo de cloreto de amoénio 0,144M e bicarbonato de
amonio 0,01M). O conteudo foi agitado lentamente por 3 minutos e centrifugado a
13200 rpm por 10 minutos a 4° C. Em seguida foi desprezada a fase aquosa e
acrescentado 250uL de PBS. Posteriormente foi acrescentado 750uL de Trizol LS
Reagent® (Invitrogen, EUA) para cada 250uL de volume de PBS aplicado no pool
medular. O material foi homogeneizado com pipeta até dissolucdo completa. Apods
este procedimento, o material foi armazenado no freezer a —80°C para posterior
extracdo de DNA, que foi realizada a partir da utilizagdo do Trizol Reagente®, de

acordo com instru¢gBes do fabricante. Para cada 106 células armazenadas em 1mL

de Trizol Reagente® foram adicionados 200uL de Cloroférmio para desproteinizagao.

Posteriormente, o material foi centrifugado a 11.000 rpm por 15 minutos a 2° C. O
RNA presente na fase aquosa foi transferido para um microtubo estéril de 1,5mL
para posterior procedimento de extracdo de RNA total. Apés a completa remocéo da
fase aquosa (RNA), foi isolada a interfase (DNA) da fase organica (Proteinas e
compostos fendlicos) e posteriormente precipitacdo do DNA com 300uL de etanol

absoluto por mL de Trizol Reagente® e misturado por inversao por 3 minutos.

As amostras foram incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e em
seguida provocada a sedimentacéo por centrifugacdo a 2000 rpm, por 5 minutos a
4°C. Apos a remocao do sobrenadante (Proteinas), o pellet de DNA foi lavado com
um 1mL de solucédo 0,1 M de Citrato de Sodio em Etanol 10%. O pellet de DNA com
a solucéo de lavagem foi incubado por 30 minutos em temperatura ambiente, com

inversdo periodica, e posterior centrifugacdo em 2000 rpm, por 5 minutos a 4°C.
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Apés a lavagem, o pellet de DNA foi ressuspendido em 2mL de etanol 75%,
armazenado por 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugado por 2000 rpm,
por 5 minutos a 4°C. O pellet de DNA, em tudo aberto, ficou exposto por 15 minutos
para secar, em seguida foi ressuspenso em 350uL de NaOH 8mM pH~8,4 e, por fim,

armazenado a -20°C para realizac&o de posteriores experimentos.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas
de 220, 260 e 280 nm para afericdo de pureza, concentragcdo e contaminacdo das

amostras. Foram analisadas amostras com relacdo A260/280 > 1,8.

3.4 Caridétipo por Banda G

A amostra para avaliacdo de cariétipo citogenética classica (Figura 9) é obtida
por hematologista experiente através de perfuracdo e succdo no 0sso esterno, com
agulha apropriada, em seringa heparinizada, apos explicacéo e assinatura do TCLE.
As amostras devem ser centrifugadas (1811xg por 15 minutos a 4°C) para
separacao da camada leucocitéria, que € levada para cultura celular em dois frascos,
contendo cada um 7 mL de meio RPMI 1640 (pH 7,0), 3 mL de soro fetal bovino e
100uL de L-glutamina.

O material foi cultivado por 24 horas em estufa com CO:2 a 37°C, sendo
adicionados 50 uL de colchicina 30 minutos antes do término da cultura (Colcemid®).
Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em solugcao hipoténica de KCI
0,075 M e fixado em solucdo de metanol e 4cido acético (3:1), por 3 vezes.

Para visualizacdo das metafases, este material € gotejado em laminas, secas
ao ar. A coloracdo foi feita utilizando a técnica de tripsina-Giemsa (GTG), sendo
analisadas pelo menos 20 metafases, sempre que possivel, e 0s cromossomos
classificados de acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética
Humana - ISCN 2016. As imagens das metéfases foram capturadas com o sistema

Cytovision (Fig.9). Esquema de todo o processo de citogenética na Fig.10.



39

Figura 9 - Cariotipos obtidos por citogenética classica, ambos do sexo feminino, com
uma del(5g) em A e normal em B
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Fonte: Dados do estudo.

Figura 10 - Esquema de processamento do material de medula 6ssea para
cariotipagem, da cultura a captura de imagens
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3.5 Anédlise de Metilagdo por Pirosequenciamento

3.5.1 Escolha das regibes para analise

Estes experimentos foram realizados em colaboracdo com o Programa de
Carcinogénese Molecular do Instituto Nacional do Céancer. A técnica de
pirosequenciamento foi utilizada por permitir a analise quantitativa de metilacdo do
DNA em regides especificas dos genes de interesse, os chamados hotspots, que
foram regides escolhidas devido as ja conhecidas correlagdes entre padrbes de
metilacdo e alteracBes na expressao génica, provenientes da plataforma online

TCGA (sigla em inglés para “The Cancer Genome Atlas Program”).

Neste site, estdo publicados dados gendémicos sobre 33 tipos de canceres,
analisados com ferramentas de bioinforméatica, e que auxiliam no entendimento dos
processos oncogénicos e padrdes de sinalizagdo. Dados sobre sindrome
mielodisplasica ndo estdo disponiveis no site; dessa forma, as informacdes
utilizadas para escolher as sequéncias analisadas neste estudo foram obtidas das
informacbes de metilacdo e expressdo génica para leucemia mieloide aguda, a
doenca oncohematoldgica disponivel na plataforma com caracteristicas mais

semelhantes a SMD.

A visualizagdo de correlacdo entre metilagdo e expressdo génica, nas
diversas regifes dos genes, € obtida no site MEXPRESS (https://mexpress.be/), a
partir dos dados do TCGA (Figura 11).
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Figura 11 - Visualizagdo do site MEXPRESS, com dados de correlagdo entre
metilacdo e expressao, oriundos do TCGA, para o gene ATM, em Leucemia Mielbide
Aguda.
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Fonte: https://mexpress.be/

Apo6s escolha do ponto cg, foi feita a verificagcdo de que o sitio de fato estava
localizado em uma ilha CpG, através do software Methprimer. Na figura 12, vé-se a
regido gendmica analisada para o gene BRCA1, com a identificacdo da ilha CpG de
acordo com a plataforma UCSC genome e a verificagdo da ilha CpG utilizando o

Methprimer.
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Figura 12 - Regido gendmica analisada para o gene BRCA1
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tCtaCtCttCCagttgCGgCttattgCatCaCagtaattgCtgtaCGaaggtCagaatCGCtaCCtattgtCCaaag
CagtCGtaagaagaggtCCCaatCCCCCaCtCtttCCGCCCtaatggaggtCtCCagtttCGgtaaatataagtaat
aaggattgttgggggggtggagggaaataattatttCCagCatgCGttgCGgaatgaaaggtCttCGCCaCagtgtt
CCttagaaaCtgtagtCttatggagaggaaCatCCaataCCagagCGggCaCaattCtCaCGgaaatCCagtggata
gattggagaCCtgtgCGCGCttgtaCttgtCaaCagttatgg

Legenda: (A) Identificacdo da ilha CpG de acordo com a plataforma UCSC genome.
No guadradao vermelho estd apresentado o sitio CG selecionado. (B) Confirmagéo
da ilha CpG utilizando o Methprimer, evidenciando a sequéncia genémica; em azul
o0s sitios CGs e o sitio CG15419295 relacionado com a expressao em vermelho. Em
amarelo a regido sequenciada e, sublinhadas, as sequéncias dos primers.

3.5.2 Modificacdo com bissulfito de sddio

O objetivo desta etapa € a conversdo por desaminacdo das citosinas nao-
metiladas em uracilas, que na amplificacdo por PCR ser&o lidas como timinas; as
citosinas metiladas ndo sofrem modificacdo. Para esse processo, utilizou-se o EZ
DNA Methylation Kit (ZymoResearch), seguindo as recomendacdes do fabricante,

para a modificacdo de 500 ng de DNA gendmico.

Inicialmente, prepara-se o reagente de conversao (CT), a partir da adicdo ao



de 750 pL de agua ultrapura e 210 pL do tampdo M-Dilution ao tubo contendo o
conteudo liofilizado; a homogeneizacéao é realizada no vértex por 10 a 30 minutos. O
tampéao de lavagem, M-Wash, apresenta-se em frasco contendo 6 mL de reagente,

ao qual deve ser adicionado 24 mL de alcool absoluto.

Adiciona-se 5 pL de M-Dilution a amostra de DNA e o volume é ajustado para
50 yuL com agua ultrapura, o qual segue para incubacdo a 37°C por 15 minutos.
Apés a incubacéo, adiciona-se 100 pL do CT, e o tubo é submetido a incubacéo no
termociclador Veriti (Applied Biosystems) a 95 °C por 30 segundos e 50 °C por 60
minutos, por 16 ciclos. Apés essa ciclagem, as amostras sdo mantidas a 4 °C por, no

minimo, 10 minutos.

Finalizada a incubacéo, adiciona-se 400 uL do tampéao de ligacdo M-Binding,
e o contetdo é centrifugado a 10.000 x g por 30 segundos, em coluna de 2 mL
fornecida pelo fabricante; o sobrenadante é descartado. Adiciona-se 100 pL de
tampédo de lavagem M-Wash a coluna, que é centrifugada novamente a 10.000 x g
por 30 segundos, seguido da adicdo de 200 pL do tampé&o de dessulfonacdo M-
Desulphonation, sendo o tubo entdo incubado a temperatura ambiente (20-30°C)
durante 15 a 20 minutos. Ao final, centrifuga-se a 10.000 x g por 30 segundos e o
conteudo da coluna é lavado duas vezes com 200 pL de tampéo de lavagem M-

Wash, centrifugando a 10.000 x g por 30 segundos apo6s cada adi¢do de tampéao.

A coluna é entéo transferida para um tubo de 1,5 mL fornecido pelo fabricante,
e adiciona-se 20 pL do tampéo de eluicdo (M-Elution), no centro da coluna, seguida
de centrifugacdo a 10.000 x g por 30 segundos para eluicdo do DNA modificado
(concentracao final de 25 ng/pL), que deve ser armazenado a -20°C se nao for

imediatamente utilizado.
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3.5.3 Reacéo em cadeia da polimerase (PCR Convencional) e Eletroforese

Apos tratamento do DNA gendmico com bissulfito de sédio, o DNA modificado
foi amplificado utilizando primers especificos para cada gene de interesse (Os
primers para cada gene e suas respectivas condi¢coes de PCR para amplificacao das

ilhas CpG nos fragmentos de DNA estédo descritos na Tabela 5.

As condi¢cBes para PCR sédo obtidas através da etapa de padronizacdo, na
gual realiza-se uma curva de temperatura e, se necessario, testa-se diferentes
quantidades dos demais reagentes da PCR, a fim de obter a temperatura e

concentracédo ideal de reagentes para que ocorra 0 anelamento correto dos primers.

Para a reacdo de PCR foram utilizados os reagentes: enzima Platinum™ Taq
DNA Polymerase 2U (Invitrogen), tampéao (1x PCR Buffer), desoxirribonucleotideos
trifosfato (ANTPs — 0,2 mM de cada), MgCl: (cofator da enzima; 1,5mM) e primers
(0,2 uM de cada), DNA convertido (25 ng) e H20 até completar o volume de 50 pL.

O mix de reagentes deve ser preparado em fluxo laminar previamente
higienizado com alcool 70% e exposto a luz UV por 15 a 30 minutos. A adigdo do
DNA modificado € realizada na bancada, o volume final contendo reagentes e
amostra é 50 pL, e os microtubos séo levados para amplificagcdo no termociclador

Veriti (Applied Biosystems), seguindo as condi¢cOes estabelecidas para cada gene.

A cada preparacdo de reagentes para realizacdo da PCR incluiu-se um
microtubo como controle negativo, o qual continha toda a mistura de PCR, exceto o
DNA genbmico, que é substituido por agua ultrapura para completar o volume final

de reacédo (50 pL).

Apos finalizada a PCR, realiza-se a confirmacao da amplificacdo através de
eletroforese com gel de agarose a 2%, para separacdo dos produtos da reacdo de
acordo com seus pesos moleculares. No primeiro po¢o do gel é adicionado o padréo
(100 pB DNA Ladder, Promega); no segundo, o controle negativo; e nos demais, 0s

produtos de PCR contendo as amostras.

Para visualizacédo das bandas, o gel foi revelado no aparelho de detecgcao de
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guimioluminescéncia de luz visivel, ChemiDoc (Bio Rad®) (Figura 13).

Figura 13 - Gel de eletroforese revelado no ChemiDoc, para o gene RAD51 (296 pb),
com padréo no primeiro pogo, controle negativo no segundo e amostras nos demais.

Fonte: Dados do estudo.



Tabela 5 - Primers e condi¢cdes de PCR

Genes Primers T(°C) Amplicon Sequéncia analisada Condicoes da PCR Mix (uL por reacéo)
(pb)
Foward (5°-3): CITGGTAATTATAGTTTTAAATA 95°C por 15 minutos H20: 36,5
ATM TGGTAGTTTGGTAATTTAGTTGAGT 54 260 TGGTTTTTTAGT 95°C por 40 segundos Buffer: 5
Reverse biotina (57-3): 56°C por 40 segundos (50 ciclos) dNTP: 1
ACCCTCCAAAAAACATACTAACAAT 72°C por 40 segundos MgCI2: 4
Sequéncia: TTTGGTAATTTAGTTGAGTTT 72°C por 10 minutos Primers: 1
18° 0 Taq Platinum: 0,5
Amostra: 1
Foward (5°-3’): ATTTAGAGTAGAGGGTGAAGG C/ITGAGTTTAC/TGTC/TGCITGT 95°C por 15 minutos H20: 38,8
BRCA1 Reverse biotina (5°-3): 56 229 AGTC/TGTAGT 95°C por 40 segundos Buffer: 5
ATCCCTCCCATCCTCTAATT 49°C por 40 segundos (50 ciclos) dNTP: 1
Sequéncia: GTTTAGGAAGTTTTAG 72°C por 1 minuto MgCI2: 2
72°C por 10 minutos Primers: 1
18° 0 Taq Platinum: 0,2
Amostra: 1
Foward biotina (57-3): ACCA/GAAATAAACTAACAAA 95°C por 15 minutos H20: 38,8
BRCA?2 GTGAGGGGATAGATTTGTGAT 58 232 AACCRGA/GCCA/GATCACAAA 95°C por 40 segundos Buffer: 5
Reverse (5°-3"): TCTATCCCCTCAC 56°C por 40 segundos (50 ciclos) dNTP: 1
AACAAAAACCTTTCTCTCAAACATA 72°C por 40 segundos MgCl2: 2
Sequéncia: CCAAAAATACAATTCTTTTTTA 72°C por 10 minutos Primers: 1
18° Taq Platinum: 0,2
Amostra: 1
Foward (5°-3): CITGGC/TGGCITGTGGGTTC/T 95°C por 15 minutos H20: 37,8
LIG4 ATTATTTTTTTTTAGTTTAGGGGT 54 295 GGTTTTTTG 95°C por 40 segundos Buffer: 5
Reverse biotina (5°-3"): 56°C por 40 segundos (50 ciclos) dNTP: 1
AAAAACCAAAATCCCTAAATC 72°C por 40 segundos MgCI2: 3
Sequéncia: GGAAAAGATATTT 72°C por 10 minutos Primers: 1
18° Taq Platinum: 0,2
Amostra: 1
Foward (5°-3): TC/ITGGTTAGGAC/TGTAGGTG 95°C por 15 minutos H20: 38,8
RAD51 GGAAGTTTTGGTTGTGATATTAAATAGT 55 296 GGC/ITGAGGAC/TGAGTC/TGC/ 95°C por 40 segundos Buffer: 5
Reverse biotina (5°-3): TGGTTTTGGAGGGTTTAGTTT  56°C por 40 segundos (50 ciclos) dNTP: 1
CAAACTAAACCCTCCAAA G 72°C por 40 segundos MgCI2: 2
Sequéncia: GTTGAGTATTGGA 72°C por 10 minutos Primers: 1

18° 0

Taq Platinum: 0,2
Amostra: 1
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3.5.4 Principio do pirosequenciamento e analise de metilagdo de sitios CpG

Confirmada a amplificacdo, o produto da PCR é levado para sequenciamento
no aparelho PyroMark Q96 (Qiagen®). Essa técnica envolve a atuacdo de quatro
enzimas: DNA polimerase |, ATP sulfurilase, luciferase e apirase, além de seus

substratos (adenosina fosfossulfato (APS) e luciferina) e o DNA molde.

A técnica de pirosequenciamento baseia-se no sequenciamento por sintese,
onde ha a adicdo e incorporacdo sequencial de nucleotideos. O nucleotideo sé é
incorporado pela DNA polimerase se for complementar a fita molde, sendo que essa

incorporacdo pode ser monitorada em tempo real (DEJEUX et al., 2009).

No pirosequenciador, o primeiro desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP)
injetado é pareado. Caso seja complementar, sera incorporado a fita pela DNA
polimerase | e ha a liberacdo do pirofosfato (PPi), utilizado pela enzima ATP
sulfurilase para converter o PPi em ATP na presenca de adenosina 5’-fosfosulfato
(APS).

O ATP ¢ utilizado pela enzima luciferase na conversdo de luciferina em
oxiluciferina e luz em uma intensidade proporcional a quantidade de ATP. A luz
produzida é captada pelo sistema e visualizada como um pico no grafico Luz vs.
Tempo, com a altura de cada pico sendo proporcional a quantidade de nucleotideos
incorporados (Figura 14). Ao mesmo tempo, a enzima apirase esta degradando os
nucleotideos ndo incorporados e o ATP. E assim, a etapa é terminada e um novo
nucleotideo ¢é adicionado segundo a sequéncia fornecida ao software do

equipamento.
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Figura 14 - Incorporacao do nucleotideo gera luz, vista como um pico no pirograma.

Sulfurilase

[ §

APS+PPi ATP Luz
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Luciferase

f
ATP Luz —_—)

Tempo

Fonte: https://www.giagen.com/us/service-and-support/learning-hub/technologies-
and-research-topics/pyroseguencing-resource-center/technology-overview/#principle

Os niveis de metilacdo dos sitios CpG de interesse sdo entdo avaliados a
partir da conversdo dos pirogramas em valores numeéricos correspondentes as
alturas dos picos obtidos (Figura 15) e calculando a média de todos os sitios CpG

analisados para um promotor especifico (VAISSIERE et al., 2009).


https://www.qiagen.com/us/service-and-support/learning-hub/technologies-and-research-topics/pyrosequencing-resource-center/technology-overview/#principle
https://www.qiagen.com/us/service-and-support/learning-hub/technologies-and-research-topics/pyrosequencing-resource-center/technology-overview/#principle

Figura 15 - Pirograma gerado pelo software do pirosequenciador, com valores
nameros de metilagdo para cada um dos quatro sitios analisados.

3ok - - - L s B | Ry A
] e o e e (e B e e P
L ] L I T B I P I R

s 10 1s zo

Sequence to analyze:
¥FGGYGGYGTGGGTIYGGTITITITG

Position 1 2 3 4
Quality Passed Passed Passed Passed
Meth (%) 7 4] o 0

No warnings.

Fonte: dados da pesquisa.

Os produtos de PCR sao coletados utilizando beads revestidas com
estreptavidina diluidas em tampéo de ligacdo (10 mM Tris-HCI; 2 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 0,1% Tween 20 — pH 7,6) para promover a ligacdo apenas das fitas
biotiniladas. A solucéo é submetida a agitacdo por 10 minutos, e ap0s esse tempo as
beads sédo aspiradas utilizando a “Vacuum Prep Workstation”, para serem entao
lavadas com etanol 70%, desnaturadas com NaOH 0,2 M e lavadas com o tampao
de lavagem (10 mM Tris-Acetato — pH 7,6).

Em seguida, séo adicionados 40 pL da solucéo de primer de sequenciamento
0,4 mM, diluido em tampéao de anelamento (20 mM TrisAcetato; 2 mM MgAc 2 — pH
7,6). A mistura (beads ligadas a uma das fitas do produto de PCR e primers) sofre
desnaturacao por dois minutos a 80°C no termobloco e em seguida é resfriada por
20 minutos a temperatura ambiente para atingir a temperatura de anelamento dos
primers. S&o adicionados dNTPs, enzimas e substratos. O primer de
sequenciamento se anela a fita simples do produto da PCR, que servird de molde
para a sintese.

O sistema PyroMark Q96 (Qiagen) trata cada sitio CpG como um
polimorfismo C/T, gerando um dado quantitativo da proporcdo relativa do alelo
metilado vs. o alelo ndo-metilado. Os niveis de metilacdo dos sitios CpG de

interesse sao avaliados convertendo 0s pirogramas em valores numéricos
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correspondentes as alturas dos picos obtidos e, para as analises estatisticas,
calculou-se a média de todos os sitios CpG analisados para cada regido de

interesse dos genes
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3.6 Andlise estatistica

Para verificacdo da normalidade dos dados, foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk, visto que a divisdo dos individuos para compara¢des resultou em grupos com
n< 50. Constatada a ndo-normalizacdo dos grupos, mesmo apos retirada de outliers,
foram realizados testes ndo-paramétricos, Mann-Whitney U para comparacdo de
dois grupos, ou Kruskal-Wallis 1-way ANOVA para comparacdes entre mais de dois

grupos.

Para avaliacdo da correlagéo entre dados de Metilacéo e de expressao génica
(estes previamente obtidos em estudos anteriores do grupo), ou seja, se ha
associacao entre os fendmenos, foi realizado o teste de correlagdo de Spearman,
cujos valores 0,10 a 0,3 indicam correlacéo fraca; entre 0,4 e 0,6 indicam correlacéo

moderada, e quando entre 0,7 e 1 apontam correlacao forte (Dancey e Reidy, 2005).

As andlises foram realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics 21,
para Windows. O nivel de significancia estatistica considerado para todos os testes
foi p <0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Pacientes com Sindrome Mielodisplasica

4.1.1 Caracterizacdo dos pacientes

A populacdo amostral de pacientes incluidos neste estudo foi

52

de 56

individuos, todos com SMD de novo, com discreta maioria do sexo feminino

(53,5%). A variavel idade seguiu, primeiramente, a categorizacdo sugerida por

Greenberg et al. (2012), com maior predominancia de pacientes entre 71 e 80

anos (30,7%) e < 60 anos (28,8%). Os demais valores estdo demonstrados na

tabela 6.

Tabela 6 - Caracterizacdo descritiva das variaveis sociais dos pacientes

VARIAVEIS \o %
Género Feminino 30 53,5%
Masculino 26 46,4%
Idade <60 anos 15 28,8%
>60 - <70 anos 11 21,1%
>70 - <80 anos 16 30,7%
>80 anos 10 19,2%
Idade (categorizada) <60 anos 15 28,8%
> 60 anos 37 71,1%

Fonte: Dados do estudo.

Em relacéo a classificacao diagndstica, os pacientes foram categorizados em

seis subtipos de SMD, a maioria deles apresentaram-se com SMD-DM (44,6%) e,

em menor numero, SMD-SA-DU (5,3%). Agrupando os subtipos em formas iniciais

e avancadas (SMD-EBI e SMD-EBII), 17,8% apresentou-se com doenca de mais

alto grau (Tabela 7).

Tabela 7 Caracterizacdo diagnéstica dos pacientes pela classificacdo da OMS (2016)

VARIAVEIS N %

Classificacao da OMS SMD-SA-DU 03 5,3%
SMD-DU 09 16,0%
SMD-DM 25 44,6%
SMD-SA-DM 09 16,0%
SMD-EBI 04 7,1%
SMD-EBII 06 10,7%

Formas da SMD Iniciais 46 82,1%
Avancadas 10 17,8%

Fonte: Dados do estudo.
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Na avaliacdo de classificacdo de risco dos pacientes, seguindo o IPPS-R,
nenhum dos pacientes era de risco muito alto; para risco alto e moderado a
guantidade foi a mesma (10,7%); e a maioria deles era de risco baixo ou muito
baixo (26,7% e 23,2%, respectivamente). Em relacdo a avaliacdo citogenética,
40% dos pacientes apresentaram cariotipo alterado, e 60% caridtipo normal

(Tabela 8).

Tabela 8 - Caracterizacdo dos pacientes de acordo com cariétipo e classificacédo de
risco do IPSS-R.

VARIAVEIS N %

Caridtipo Normal 24 42,8%
Alterado 16 28,6%
Auséncia de metafases 9 16,1%
Nao informado 7 12,5%

Classificacdo do grupo de risco de acordo com

0 IPSS-R Muito baixo (£1.5) 13 23,2%
Baixo (>1.5-3) 15 26,7%
Intermediario (>3-4.5) 06 10,7%
Alto (>4.5-6) 06 10,7%
Muito alto (>6) 00 0,0%

Fonte: Dados do estudo.

Na analise das demais variaveis avaliadas no diagnostico de SMD, 84,8% dos
pacientes apresentou hipercelularidade na biopsia de medula 6ssea; 70,9% dos
individuos ndo apresentou fibrose medular; e foram observadas displasias em uma
(26,0%), duas (41,3%) e trés (32,6%) linhagens celulares. A displasia mais
prevalente foi a diseritropoese (89,7%), seguida de dismegacariopoese (69,3%) e
disgranulopoese (46,9%). A maioria dos pacientes nao apresentou sideroblastos em
anel (62,5%), no entanto, 37,5% tinha uma contagem de =15% a <50% desses
elementos. Quanto a porcentagem de blastos na medula 6ssea, 79,5% apresentou
até 2% na contagem, enquanto 9% dos pacientes tinha mais que 10%, sendo estas
as duas faixas extremas da classificagcdo. Todas as demais categorias estdo

demonstradas na Tabela 9.



Tabela 9 - Caracterizacdo descritiva das variaveis clinicas de andlise da medula
0ssea de pacientes com SMD.

VARIAVEIS N© %
Celularidade da medula 6ssea Hipocelular 02/33 6,0%
Normocelular 03/33 9,0%
Hipercelular 28/33 84,8%
Fibrose na medula 6ssea Auséncia 22/31 70,9%
Presenca 09/31 29,1%
Displasias na medula 6ssea 1 12/46 26,0%
2 19/46 41,3%
3 15/46 32,6%
Diseritropoese Presenca 44/49 89,7%
Auséncia 5/49 10,2%
Dismegacariopoese Presenca 34/49 69,3%
Auséncia 15/49 30,6%
Disgranulopoese Presenca 23/49 46,9%
Auséncia 26/49 53,0%
Presenca de Sideroblastos em anel 0% 25/41 62,5%
21% - £14% 01/41 2,5%
215% - <50% 15/41 37,5%
Faixas das percentagens de blastos <2% 35/44 79,5%
>2 a <5% 03/44 6,8%
>5% - <10% 02/44 4,5%
>10% 04/44  9,0%

Fonte: Dados do estudo.

Quanto aos achados clinicos do sangue periférico, apenas sete pacientes

(13,7%) apresentaram taxa de hemoglobina = 10 g/dL, os demais, 86,3%,

hY

apresentaram valores abaixo dessa faixa. Em relacdo a contagem de neutréfilos,
categorizada em <800/mm?32, 75,3% dos pacientes estavam acima dessa faixa, e
24,7% abaixo. Na categorizacdo de numero de plaquetas, 57,3% apresentou
contagem = 100.000/mm?3 e 42,7% tinham abaixo de 100.000. Cinco pacientes
(14,2%) apresentaram evolugao para LMA (Tabela 10).
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Tabela 10 - Caracterizacdo descritiva das variaveis clinicas de achados de sangue

periférico dos pacientes com SMD.

VARIAVEIS N° %
Classifica¢do dos valores de hemoglobina (Hb) = 10g/dL 07 13,7%
<10g/dL 44 86,3%
Classificagao dos valores de neutréfilos (ANC) 2800/mm?3 27 75,3%
<800/mm? 25 24,7%
Classificacao dos valores de plaquetas 2100.000/mm? 24 57,3%
>50.000 - <100.000/mm® 15 22,0%
<50.000/mm? 12 20,7%
Classificacdo dos valores de plaguetas (categorizada) =100.000 24 57,3%
<100.000 28 42,7%
Evolucdo pra LMA 05 14,2%

Fonte: Dados do estudo.

A tabela 11 apresenta os resultados de cari6tipos de 40 pacientes com SMD;

para os outros 16 nao houve crescimento celular, com o resultado da cariotipagem

sendo “auséncia de metafases”.
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Paciente

25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39

40

Tabela 11 - Descri¢ao dos cariétipos de 40 pacientes com SMD

Sexo/ldade
F/28
M/24
F/81

F/78
F/45
M/85
M/47
M/31
M/55
M/52
F/65
M/91
FI77
F/56
M/60
M/45
M/67
M/89
M/82
M/89
FI73
M/69
M/66

M/77
M/46
M/71
F/64
F/72
F/88

F/41
FI73
F/56
F/88
F/81
F/46
F/87
FI77
F/80
F/62

M/80

Caridtipo - ISCN 2016
46 XX [20]
46 XY [9]
46,X,i(X)(q10),del(17)(922923.3)[7]/46,XX[13]
46,XX,del(5)(q12933)[18]/46,XX[2]
46,XX[7]
46,XY[15]
47 ,XY,+mar[5]/46,XY,del(5)(q31)[5]/46,XY[15]
46,XY[24]
46,XY[15}
46,XY[20]
46,XX[20]
46,X-Y[4]/46,XY[16]
46, XX [15]
46, XX [11]
47 XY,+15[10]/46,XY[10]
47 XY,+mar[3)/46,XY[17]
46,XY[20]
46,XY[17]
46,XY[20]
46,XY,del(5)(q31935)[6]/46,XY[17]
46,XX [25]
46,XY,del(5)(q15q33)[7]/46,XY[11]
47 XY,+mar[5],46,XY[11]
46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(g32),add(13)(p11)[4
1/48,XY,add(13)(p11),+22,+mar[9]/48,XY,del(7)(932),add
(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY[2]
46, XY[8]
del 5
46 XX [20]
46,XX[25]
46, XX[20]
46,XX,del(5)(q15933)[9]/46,XX,del(5)(q15933),del(11)(?
q25)[7]/46,XX[4]
46 XX [10]
46,XX[10]
47 XX, +22[4]/46,XX[16]
46,XX[5]
46,XX[8]
47, XX,1(4;11)(g27;932),+mar[4]/46,XX[16]
46,XX[3]
46,XX[20]
92~105<4n>..XX[3]/46,XX,del(5)(g32933)[5]/46,XX[12]

45,X,-Y[18]/46,XY[7]

Fonte: Dados do estudo.

OMS
SMD-SA-DU
SMD-DM
SMD-DU

SMD-DU
SMD-DU
SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-SA-DU
SMD-DU
SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-EB1
SMD-EB2
SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-DU
SMD-DM

SMD-DM
SMD-DM
SMD-EB1
SMD-DU
SMD-SA-DM
SMD-SA-DM

SMD-DM
SMD-DM
SMD-DU
SMD-DM
SMD-SA-DM
SMD-DU
SMD-DM
SMD-DM
SMD-SA-DM
SMD-DU

SMD-SA-DM
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4.1.2 Andlise de metilagdo dos genes de reparo de fita dupla em pacientes com
SMD

4.1.2.1 Variaveis

Na analise de metilacdo em pacientes com SMD, o gene ATM foi 0 Unico que
apresentou resultados significantes, para as seguintes variaveis (Figura 15): Sexo (p
= 0,037), estando maior no sexo masculino (medianas: masculino= 3,3350 e
feminino = 2,0200); Idade (p = 0,002), estando maior nos pacientes com idade até
60 anos (medianas: <60 anos = 4,3100 e >60 anos = 2,2100) ; e progressao para
LMA (p = 0,016), estando maior nos pacientes que progrediram (medianas:
progressao = 4,9700 e sem progressao = 2,4550). Dos 5 pacientes que evoluiram
para LMA, 4 eram do sexo masculino, 2 tinham menos de 60 anos, 4 apresentavam
neutrofilos < 1.800 (dependéncia transfusional), apenas um tinha plaguetas < 50.000,
dois apresentavam aumento de blastos (9,6% e 17%), dois eram de formas
avancadas (SMD-EB-II) enquanto os outros trés classificados de risco baixo ou

muito baixo, e trés tinham cariétipo normal (Tabela 12).

Tabela 12 - Dados clinico-laboratoriais dos 5 pacientes que evoluiram para LMA.

Sexo [dade Hb Neutrofilos Plaguetas Celularidade Fibrose Diseritro Disgranulo Dismega %Blastos WHO 2016 Risco (IPSS_R) Cariotipo

M 68 561 <1800 24000 Hipercelular Nao  Sim  Nao Sim 17 SMD-EB2 ND auséncia de metafase

M 8 77 >=1800 248000 Hipercelular Nao Sim Sim Sim 0  SMD-DM Baixo  46,XY,del(5)(q31035)(6]/46.XY[17]
M 46 81 <1800 130000 Hipercelular  Nao Sim Sim Sim ND  SMD-DM Baixo 46, XY[8]

F 5% 668 <1800 537000 Hipercelulr Sim  Sim  Nao Nao 2 SMD-DU  Muito haixo 46 xx [10]

M 89 62 <180 55930 ND ND Sim  Nao Nao 96  SMD-EB2 Alto 46y [17]

Fonte: Dados do estudo.

Na tabela 13a estdo os resultados de analise de variaveis para os genes ATM
e BRCA2; e na tabela 13b, estdo os resultados de analise de variaveis para 0s
genes BRCAL, LIG4 e RADS51, cujos valores de p ndo apresentaram significancia e

as medianas, na quase totalidade, foram iguais a zero.
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Figura 15 - Graficos das analises de metilacdo para o gene ATM, em relagdo aos
parametros sexo, idade e progresséo para LMA, que apresentaram valores de

p<0,05.
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Mediana (minimo-maximo) N p Desvio Padrao
Género Feminino 2,0200 (,0000 - 9,970) 29 2,6106
Masculino 3,3350 (,0000 - 10,1900) 24 0,037 2,2503
Idade <60 anos 4,3100 (,0000 - 9,9700) 14 2,2625
>60 anos 2,2100 (,0000 - 10,1900) 35 0,002 2,4486
Evolugéo para LMA Sim 4,9700 (3,4800 - 6,1300) 5 1,062
Né&o 2,4550 (,0000 - 10,1900) 30 0,016 2,5239

Fonte: Dados do estudo.
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Tabela 13a - Analise de metilacdo em relacdo as variaveis, em pacientes com SMD, para os genes ATM e BRCA2

Género
Idade

Celularidade

Diseritropoiese
Disgranulopoiese
Dismegacariopoiese
Hemoglobina
Dependéncia transfusional
Neutrofilos

Plaquetas

Cariétipo

Formas de SMD

Evolucédo para LMA

Fonte: Dados do estudo.

Feminino
Masculino
< 60 anos
>60 anos
Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
Sim

N&o

Sim

N&o

Sim

Nao
<8g/dL

> 8 g/dL
Sim

Nao

< 1800
21800

< 50000

= 50000
Normal
Alterado
Iniciais
Avancadas
Sim

N&o

Metilagdo ATM
Mediana (minimo-méximo)

2,0200 (,0000 - 9,970)
3,3350 (,0000 - 10,1900)
4,3100 (,0000 - 9,9700)
2,2100 (,0000 - 10,1900)
3,1900 (3,1900 - 3,1900)

,0000 (,0000 - 5,6700)
2,5800 (,0000 - 10,1900)
2,9400 (,0000 - 10,1900)

,0000 (,0000 - 6,0900)
3,0550 (,0000 - 6,1300)
2,5800 (,0000 - 10,1900)
2,9200 (,0000 - 10,1900)
2,6000 (,0000 - 6,0900)
3,4800 (,0000 - 6,8500)
2,2100 (,0000 - 10,1900)
3,0800 (,0000 - 6,8500)
,9500 (,0000 - 10,1900)
3,0250 (,0000 - 5,6700)
2,6000 (,0000 - 10,1900)
3,0550 (,0000 - 9,9700)
2,7700 (,0000 - 10,1900)
3,2250 (,0000 - 6,8500)
2,9300 (,0000 - 10,1900)
2,9200 (,0000 - 10,1900)
3,1100 (,0000 - 4,9700)
4,9700 (3,4800 - 6,1300)
2,4550 (,0000 - 10,1900)

N
29
24
14
35
1
3
26
41
5
20
26
31
15
25
23
27
16
22
27
10
38
24
16
46
7
5
30

p
0,037

0,002

0,758

0,152

0,892

0,952

0,355

0,176

0,581

0,812

1

0,016

2,6106
2,2503
2,2625
2,4486

3,2736
2,5692
2,6217
2,7235
2,1315
3,0482
2,9547
2,0092
2,144

3,0799
2,2038
2,8545
1,9375
3,0174
3,0706
2,5105
2,2155
3,3118
2,6061
2,0563
1,062

2,5239

Metilacdo BRCA2

Desvio Padrao Mediana (minimo-méaximo)

,2650 (,0000 - 1,3425)
,3200 (,1175 - 1,3225)
,2775 (,1200 - 1,3225)
,2800 (,0000 - 1,3425)
,1200 (,1200 - ,1200)
,2650 (,1075 - ,7050)
,2650 (,0000 - ,9300)
,2938 (,0000 - 1,3425)
1575 (,1075 -1,3225)
,3150 (,1175 - ,9300)
,2263 (,0000 - 1,3425)
,2838 (,0000 - ,9300)
,2800 (,1275 - 1,3425)
,2663 (,0000 - ,9300)
,3325 (,1075 - 1,3425)
,3063 (,0000 - ,9300)
,2788 (,1200 - 1,3425)
,2713 (,1075 - ,9100)
,2738 (,0000 - 1,3425)
,3150 (,1200 - ,9100)
,2788 (,0000 - 1,3425)
,2775 (,0000 - 1,3225)
,1775 (,1075 - 1,3425)
,2788 (,0000 - 1,3425)
,3150 (,1175 - ,3775)
,3200 (,2775 - ,4125)
,2650 (,0000 - 1,3425)

N
26
23
13
33
1
3
23
38
5
21
22
30
13
24
21
26
14
22
24
9
36
21
15
42
7
4
27

p
0,595

0,626

0,429

0,308

0,496

0,667

0,056

0,79

0,482

0,856

0,427

0,44

0,476

Desvio Padrao

0,3097
0,3239
0,3454
0,2968

0,3097
0,247
0,292

0,5282

0,2584

0,3738

0,2746

0,4139

0,2121

0,3731

0,2713

0,3337
0,214

0,3646

0,3295

0,3117

0,3206

0,3672

0,3315

0,1127
0,057

0,3247
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Tabela 13b - Analise de metilacdo em relacdo as variaveis, em pacientes com SMD, para os genes BRCAL, LIG4 e RAD51, cujas
medianas foram zero.

Metilagdo BRCA1 Metilagéo LIG4 Metilagdo RAD51
Mediana (minimo-méximo) N p Desvio Padrdo Mediana (minimo-méximo) N p Desvio Padrdo Mediana (minimo-méximo) N p  Desvio Padrdo
Género Feminino ,0000 (,0000 - 1,5500) 25 0,3336 ,0000 (,0000 - 1,8650) 29 0,408 ,0000 (,0000 - 4,5166) 29 0,9669
Masculino ,0000 (,0000 - 8,1400) 23 0302 17461 ,0000 (,0000 - ,9800) 23 0,758 0,313 ,0000 (,0000-2,2866) 25 0,237  0,4851
ldade <60 anos ,0000 (,0000 - 1,6100) 14 0,521 ,0000 (,0000 - 1,8650) 14 0,5292 ,0000 (,0000 - ,6417) 14 0,2183
>60 anos ,0000 (,0000 - 8,1400) 30 0843 15335 ,0000 (,0000 - ,9800) 34 0416 0,286 ,0000 (,0000 - 4,5167) 36 0,87 0,9311
Celularidade Hipocelular ,0000 (,0000 - ,0000) 1 ,0000 (,0000 - ,0000) 1 ,3117 (,3117 - ,3117) 1
Normocelular ,0000 (,0000 - 1,6100) 3 ,9295 ,0000 (,0000 - ,0000) 3 /4667 (,0000 - 1,6417) 4 0,8459
Hipercelular ,0000 (,0000 - ,5600) 22 0376 01522 ,0000 (,0000 - ,9250) 26 0781  0,2369 ,0000 (,0000-2,3850) 26 0,999  0,4892
Diseritropoiese Sim ,0000 (,0000 - 8,1400) 37 1,4059 ,0000 (,0000 - 1,8650) 41 0,3884 ,0000 (,0000 - 4,5167) 42 0,8432
N&o ,0000 (,0000 - ,0000) 4 0,567 ,0000 (,0000 - ,7175) 5 0918 03209 ,0000 (,0000-1,6417) 5 0802  0,7342
Disgranulopoiese Sim ,0000 (,0000 - 8,1400) 19 1,906 ,0000 (,0000 - ,9800) 20 0,3555 ,0000 (,0000 - 2,2867) 21 0,5228
N&o ,0000 (,0000 - 1,5500) 22 013 0,346 ,0000 (,0000 -1,8650) 26 0435 044008 ,0000 (,0000 - 4,5167) 26 0,397 1,0134
Dismegacariopoiese Sim ,0000 (,0000 - 2,1200) 28 0,5644 ,0000 (,0000 - ,8500) 31 0,2391 ,0000 (,0000 - 2,3850) 32 0,5202
N&o ,0000 (,0000 - 8,1400) 13 0,945 2,255 ,0000 (,0000- 1,8650) 15 0,111 05548 ,0000 (,0000 - 4,5167) 15 0,888 1,2575
Hemoglobina <8g/dL ,0000 (,0000 - 8,1400) 23 1,7003 ,0000 (,0000- 1,8650) 25 0,4677 ,0000 (,0000 - 2,2867) 26 0,4807
> 8 gldL ,0000 (,0000 - 2,1200) 20 0925 06527 ,0000 (,0000 - ,9250) 22 0071 01972 ,0000 (,0000 - 4,5167) 23 0,218 1,076
Dependéncia transfusional Sim ,0000 (,0000 - 8,1400) 23 1,7405 ,0000 (,0000 - ,9800) 27 0,3114 ,0000 (,0000 - 2,2867) 28 0,5347
N&o ,0000 (,0000 - 1,5500) 15 0658 04928 ,0000 (,0000- 1,8650) 16 0,725  0,5064 ,0000 (,0000 - 4,5167) 16 0,658 1,2313
Neutrdfilos <1800 ,0000 (,0000 - 1,6100) 21 1,8096 ,0000 (,0000 - ,9800) 22 0,2804 ,0000 (,0000 - 2,2867) 23 0,5808
21800 ,0000 (,0000 - 2,1200) 23 0868 05091 ,0000 (,0000 -1,8650) 26 0565 04165 ,0000 (,0000 - 4,5167) 27 0641  0,9652
Plaquetas < 50000 ,0000 (,0000 - 8,1400) 9 2,717 ,0000 (,0000 - ,9800) 9 0,4549 ,0000 (,0000 - 2,2867) 10 0,7132
250000 ,0000 (,0000 - 1,6100) 34 0628 04327 ,0000 (,0000-1,8650) 38 0,279  0,3495 ,0000 (,0000- 4,5167) 39 1 0,8418
Caridtipo Normal ,0000 (,0000 - 1,2300) 19 0,3035 ,0000 (,0000 - 1,8650) 24 0,4632 ,0000 (,0000 - ,6417) 24 0,2039
Alterado ,0000 (,0000 - 2,1200) 16 0883 06438 ,0000 (,0000 - ,8500) 15 0368 0219 ,0000 (,0000 - 4,5167) 16 0,318 1,2483
Formas de SMD Iniciais ,0000 (,0000 - 2,1200) 41 0,5049 ,0000 (,0000-1,8650) 44 0,3538 ,0000 (,0000 - 4,5167) 46 0,7785
Avangadas ,0000 (,0000 - 8,1400) 7 1 3,0766 ,0000 (,0000 - ,9800) 8 0558 04412 ,0000 (,0000-2,2867) 8 0542  0,8032
Evolugéo para LMA Sim ,0000 (,0000 - ,0000) 4 ,0000 (,0000 - ,0000) 5 ,0000 (,0000 - ,3550) 5 0,177
N&o ,0000 (,0000 - 8,1400) 26 0498 16523 ,0000 (,0000 -1,8650) 29 0477 04463 ,0000 (,0000 - 4,5167) 30 0,766  0,9411

Fonte: Dados do estudo.



4.1.2.2 Padréo Gréfico de Metilagéo

Foi realizada uma analise gréafica para observacéao visual da variacéo entre os
sitios investigados (Figura 16). O comportamento de variagdo foi heterogéneo em
todos os genes, impossibilitando a formagédo de padroes bem definidos em que a
maioria dos pacientes mostrou valores menores ou maiores em cada sitio. Porém,
os outliers nos hotspots foram verificados e nédo apresentaram nenhuma
caracteristica clinica nitidamente influenciada pelo resultado da metilagédo.

Figura 16 - Visualizacdo gréfica da variacdo de metilagdo nos sitios, entre os
pacientes com SMD (em vermelho, os sitios hotspots)
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Fonte: Dados do estudo.
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4.2 Agricultores
4.2.1 Caracterizacdo dos individuos

Foram inclusos neste estudo 69 agricultores, residentes na cidade de
Limoeiro do Norte, classificados em trés grupos: Grande Produtor (“GP”,
trabalhadores do agronegdcio), Agricultura Familiar (“AF”, pequenos produtores
rurais, com agricultura de subsisténcia) e Agricultura Ecologica (“AE”, segmento
agroecoldgico), sendo 0s dois primeiros grupos 0s maiores representantes, com
44,9% e 40,6%, respectivamente; e a agricultura ecoldgica, com 10 individuos,

representa 14,5% do universo amostral (Tabela 14).

Os grupos AF e AE sao formados integralmente por homens, e o grupo GP
possui uma Unica representante do sexo feminino. A idade média foi de 39,5 anos
para o grupo GP, 45,5 anos no grupo AF e 42 anos no grupo AE.

Sobre o tempo de exposicdo a agrotoxicos devido a natureza ocupacional,
os grupos GP e AF apresentaram porcentagens aproximadas, com 77,4% e 71,4%,
respectivamente, sofrendo esse tipo de exposicdo ha mais de 12 anos. No grupo
GP, a maioria (41,9%) relatou contato indireto, diferentemente do grupo AE, no qual

a maioria (50%) relatou contato direto.

Nao foram obtidos dados de historico familiar de cancer no grupo AE; no

grupo GP a maioria, 45,7%, informou nao ter casos oncologicos na familia; e no

grupo AF, 28,5% afirmou ter historico familiar, 25% néo tinha, e 46,6% nao informou.
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Tabela 14 - Caracteristicas dos grupos de agricultores

PARAMETROS GRANDE AGRICULTURA AGRICULTURA
PRODUTOR FAMILIAR ECOLOGICA
Numero de casos (%) 31/69 (44.9) 28/69 (40.6) 10/69 (14.5)
Idade média (anos) 39.5 (23-64) 45.5 (28-65) 42 (28-56)
Género (n/%)
Masculino 30 (96.0) 28 (100.0) 10 (100.0)
Feminino 1(3.2) 0 (0.0) 0 (0.0)
Historico familiar de
cancer
Sim 5(16.1) 8 (28.5) -
N&o 14 (45.1) 7 (25.0) -
nao informado 12 (38.7) 13 (46.6) 10 (100.0)
Tempo de exposicdo
(n/%)
<12 anos 3 (9.6) 2(7.1) -
> 12 anos 24 (77.4) 20 (71.4) -
nao informado 4 (12.9) 6 (21.4) -
Tipo de contato (n/%)
Direto 11 (35.4) 14 (50.0) -
Indireto 13 (41.9) 3 (10.7) -
N&o informado 7 (22.5) 11 (39.2) -
PERFIL CITOGENETICO
(N/%)
Cari6tipo normal 8 (25.8) 6 (21.4) 6 (60.0)
Carittipo alterado 6 (17.7) 2(7.2) 1(10.0)
Auséncia de metéfase 6 (17.7) 6 (21.4) 2 (20.0)
N&o informado 12 (38.7) 14 (50.0) 1(10.0)

Fonte: Dados do estudo

Na analise de perfil citogenético (Tabela 13), observou-se que em todos os
grupos a maioria dos caridtipos obtidos foram classificados como normais; no
entanto, houve um grande nimero de casos nos quais nao foi possivel obter o
resultado do cariétipo ou ndo houve crescimento celular suficiente para se observar
metafases. Na tabela 15 estdo descritos os resultados dos 29 agricultores que

apresentaram metafases na avaliacdo de cari6tipo.
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Tabela 15 - Descricdo detalhada do cari6tipo de medula 6ssea de 29 agricultores.

Caso Idade/Sexo Cariétipo — International System for Grupo de
Human Cytogenetic (ISCN) 2014 Trabalhadores
1 34/M 46,XY[15] GP
2 29/M 46,XY[20] GP
3 33/M 46,XY[11] GP
4 48/M 46,XY[7] GP
5 49/M 44,XY,-20.-21[8]/46,XY[2] GP
6 43/M 46,XY,del(11)[20] GP
7 43/M 46,XY,del(11)(q23)[4]/46,XY[16] GP
8 34/M 46,XY,add(4)(?q35)[3]/46,XY[16] GP
9 28/M 46, XY [10] GP
10 62/M 32~45,XY,-1,-18,-7,-14,-16[cp9] GP
11 36/M 46,XY[10] GP
12 64/M 46,XY[5] GP
13 60/M 46,XYdel(11)(g23)[3]/46,XY[17] GP
14 27/IM 46,XY[20] GP
15 50/M 46,XY[10] AF
16 49/M 46,XY[20] AF
17 45/M 46,XY[10] AF
18 61/M 20~30.+1,+14,+16,+18,+21,+22[5]/45,XY[5] AF
19 54/M 46,XY[7] AF
20 42/M 46,XY[20] AF
21 46/M 18~35,XY,-4,-5,-8,-9,-11,-16,-17,-19,-20.-21,-22[8]/46,XY[2] AF
22 57/IM 46,XY[20] AF
23 60/M 46,XY[25] AE
24 43/M 46,XY(del5)[15] AE
25 32/M 46,XY[15] AE
26 59/M 46, XY [4] AE
27 53/M 46,XY[20] AE
28 56/M 46,XY[17] AE
29 40/M 46,XY[7] AE

Legenda: M: Masculino; GP: Grande Produtor; AF: Agricultura Familiar; AE: Agricultura
Ecoldgica; del = delec&o. [ ] significa 0 nUmero de metafases analisadas. Fonte: dados do

estudo.

4.2.2 Andlise de metilacdo dos genes de reparo de fita dupla em agricultores

4.2.2.1 Variaveis

A andlise de metilacdo em relacdo as variaveis dos agricultores nao

apresentou valores significativos para nenhum dos genes quando avaliou-se

diferencas entre os grupos GP, AF e AE (Tabelas 16a e 16b). Nao foi realizada

analise para comparar 0os géneros, visto que no universo amostral “agricultores” ha

apenas uma representante do sexo feminino, no grupo GP.

A variavel cariotipo, que analisa as diferencas entre individuos com cariétipo

normal ou alterado, também n&o apresentou valores significativos, assim como a

analise de tempo de trabalho na agricultura, estratificado para menos ou mais de 12

anos, e a variavel “tipo de contato”, que pode ser direto ou indireto.



A Ultima variavel analisada foi historico familiar de cancer. Foram encontrados
valores significantes para o gene BRCA2 (p=0,037). A Figura 17 traz o grafico de
analise dessa variavel, no qual observamos maiores valores de metilacdo entre os

individuos expostos a agrotdxicos e com histérico conhecido de cancer na familia.

Figura 17 - Gréfico da variavel "historico familiar de cancer" para o gene BRCA2
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Fonte: Dados do estudo.
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Tabela 16a- Andlise de metilacdo em relacdo as variaveis, em agricultores, para os genes ATM e BRCA2

Metilacdo ATM Metilacdo BRCA2
Mediana (minimo-maximo) N p Desvio padrdo  Mediana (minimo-maximo) N p  Desvio padrdo
Grupo GP ,0000 (,0000 - 10,7100) 31 3,3656 ,2300 (,0000 - 4,3800) 31 0,7986
AF ,0000 (,0000 - 12,2800) 24 3,3317 ,3600 (,0000 - 2,3100) 24 0,6154
AE ,0000 (,0000 - 6,5900) 10 0552 28921 ,2900 (,0000 - 1,3700) 10 0447  0,4468
Cariotipo Normal ,0000 (,0000 - 6,8800) 19 2,7751 ,2550 (,0600 - 1,6500) 20 0,4887
Alterado ,0000 (,0000 - 5,9800) 8 0,658 21341 ,2900 (,0000 - 1,1100) 9 0153  0,3897
Tempo de trabalho com agrotoxicos <12 anos 2,5850 (,0000 - 6,0900) 4 3,2721 ,2700 (,0000 - 1,1100) 5 0,4308
>12 anos ,0000 (,0000 - 12,2800) 42 056 31001 ,2400 (,0000 - 2,3100) 41 0864 05343
Tipo de contato Direto ,0000 (,0000 - 12,2800) 24 3,6793 ,1700 (,0600 - 1,4900) 23 0,4192
Indireto ,0000 (,0000 - 6,2000) 14 0846  2,5094 ,2550 (,0000 - 1,6500) 16 0832 0508
Historico familiar de cancer Sim ,0000 (,0000 - 10,5200) 12 1,8675 ,4600 (,0700 - 2,3100) 13 0,6747
Né&o ,0000 (,0000 - 12,2800) 21 038 32631 ,1850 (,0000 - 1,6500) 20 0074 04329

Fonte: Dados do estudo.



Tabela 16b - Analise de metilacdo em relacdo as variaveis, em pacientes com SMD, para os genes BRCAL, LIG4 e RAD51, cujas
medianas foram zero.

Metilac&o BRCAL Metilaco LIG4 Metilac&o RADL
Mediana (minimo-méxmo) N p Desviopadrdo  Mediana (minimo-méxmo) N p Desviopadrdo  Mediana (minimo-maximo) N b Desvio padrdo
Grupo GP ;0000 (,0000 - 1,2860) Rl 02919 0000 (,0000- 1,4550) Rl 02172 0000 (,0000- 5600) 30 0,1345
AF 0000 (,0000 - ,9080) 2 01781 0000 (,0000- 5,0075) 2 10172 0000 (,0000 - 6,5200) 2 1,2576
AE ;0000 (,0000 - 4,7400) 9 028 L% 0000 (,0000- ,0000) 10 0483 0000 (,0000- ,0000) § 0616
Cariotipo Norml ;0000 (,0000 - 1,2860) 19 0,295 0000 (,0000 - ,0000) 2 0000 (,0000 - 6,5200) 17 15752
Afterado 0000 (,0000- ,9080) 7078 03431 0000(,0000-50075) 9 066 1669 0000 (,0000-,3883) 9 0792 0124
Tempo de trabaho com agrotoxicos <12anos 0000 (,0000-,9080) 4 0454 ;0000 (,0000 - 5,0075) 5 2,239 ,0000,0000 -, 5600) 5 02504
>12an0s 0000 (,0000- 1,2860) 0612 020 0000 (,0000 - 4875) 058 01023 0000 (,0000 - 6,5200) 2 075 L0
Tipo de contato Direfo 0000 (,0000 - 9080) 2 02058 ,0000(,0000- 5,0075) 24 1,0223 0000 (0000, 7867) 2 01573
Inireto 0000 (,0000 - 1,2860) 550786 03549 0000 (,0000- ,0000) 14 0687 0000 (,0000- 5600) 4087 09
Historico familiar e concer Sim 0000 (,0000- ,7520) 12 02171 0000 (,0000- 4875) i 0147 0000 (,0000 - 6,5200) 13 1,786
Ndo 0000 (,0000 - ,5860) 20 0985 0165 0000 (,0000 - ,0000) 20 069 0000 (,0000- ,0000) 0 07

Fonte: Dados do estudo.



4.2.2.2 Padréo Gréfico de Metilagéo

Foi realizada uma analise grafica para observacéo visual da variacéo entre os
sitios investigados (Figura 18). O comportamento de variagdo foi heterogéneo em
todos os genes, impossibilitando a formagédo de padroes bem definidos em que a
maioria dos pacientes mostrou valores menores ou maiores em cada sitio. Porém,
os outliers dos hotspots foram verificados e nédo apresentaram nenhuma
caracteristica clinica nitidamente influenciada pelo resultado da metilagédo.

Figura 18 - Visualizacao gréfica da variagdo de metilagdo nos sitios, entre os
agricultores (em vermelho, os sitios hotspots)
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Fonte: Dados do estudo.
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4.3 Analise comparativa de metilacdo entre controles, grupos de pacientes e de

agricultores

A primeira analise visou comparar os niveis de metilacdo entre agricultores
expostos a agrotoéxicos (GP +AF), SMD formas avancadas (SMD-EB-1 + SMD-EB-2)
e grupo controle. Foram obtidos valores significativos para todos os genes, com a
metilacdo sempre sendo maior no grupo controle (Fig. 17): ATM (p=0,037; o p entre
grupo controle e agricultores expostos foi de 0,000), BRCA1l (p=0,000; houve
diferenca entre grupo exposto e controle, p=0,000, e entre SMD formas avancadas e
controles, p=0,000;), BRCA2 (p=0,006; o p entre agricultores expostos e controle foi
0,027, e entre SMD formas avancadas e controle o p foi 0,004), LIG4 (p=0,009; a
diferenca entre agricultores e controle deu-se com p=0,000, e entre SMD e controle,

p=0,012) e RAD51 (p=0,009; entre agricultores expostos e controles, p=0,047).

Na comparacdo dos niveis de metilacdo entre os grupos de agricultores ndo
expostos (AE), SMD formas iniciais (SMD-SA-DU + SMD-SA-DM + SMD-DU + SMD-
DM), e controle, obteve-se valores significativos para os genes BRCA1(p=0,000;
entre agricultores e controles, p=0,000), BRCA2 (p=0,004; entre SMD formas iniciais
e controles, p=0,004 e entre agricultores e controles, p=0,014) e LIG4 (p=0,000,
tanto entre SMD e controles quanto entre agricultores e controles). Em todos esses

resultados, a metilacdo apresentou-se maior nos controles (Fig. 18).

As analises comparando “SMD Formas Avancadas vs. SMD Formas Iniciais” e
“Agricultores expostos vs. Agricultores ndo-expostos” nao resultou em valores de p
significativos. Todos os valores destas analises comparativas entre 0s grupos estéo

demonstrados na Tabela 17.
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Figura 17 - Andlise comparativa de metilagcdo entre os grupos de agricultores
expostos, SMD formas avancadas e controles.
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Figura 18 - Andélise comparativa de metilacdo entre os grupos de agricultores ndo-

expostos, SMD de baixo risco e controles.
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Tabela 17 - Valores das analises comparativas de metilacdo entre os grupos “SMD Formas Iniciais x SMD Formas Avancgadas” e

Metilacdo ATM
Mediana (minimo-maximo)
N
Desvio padréo
p

Metilacdo BRCA1
Mediana (minimo-maximo)
N
Desvio padréo
p

Metilagcdo BRCA2
Mediana (minimo-maximo)
N
Desvio padrao
p
Metilacédo LIG4
Mediana (minimo-maximo)
N
Desvio padrao
p
Metilacdo RAD51
Mediana (minimo-maximo)
N
Desvio padréo
p

Fonte: Dados do estudo.

“Agricultor Exposto x Agricultor Nao-Exposto”.
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,0000 (,0000 - 8,1400)

41 7
0,5049 3,0766
1
,2788 (,0000 - 1,3425)  ,3150 (,1175 - ,3775)
42 7
0,3315 0,1127
0,44
,0000 (,0000 -1,8650) ,0000 (,0000 - ,9800)
44 8
0,3538 0,4412
0,774

,0000 (,0000 - 4,5167)

46
0,7785

,0000 (,0000 - 2,2867)
8
0,8032

0,725
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55
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57
0,8712
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1,58
0,762

,2900 (,0000 - 1,3700)
10
0,4468
0,935

,0000 (,0000 - ,0000)
10

0,33

,0000 (,0000 - ,0000)
8

0,34
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4.4 Analises de correlagao

Avaliamos a influéncia do fendbmeno de metilacdo sobre a expressao génica

com os testes de correlacdo de Spearman destas variaveis para 0s grupos:

e SMD formas iniciais: ATM (p=0,468), BRCA1l (p=0,506), BRCA2
(p=0,299), LIG4 (p=0,237) e RAD51 (p=0,867);

e SMD formas avangadas: ATM (p=0,699), BRCA1 (p=0,476), BRCA2
(p=0,765), LIG4 (p=0,006; p=0,798) e RAD51 (p=0,851);

e Agricultores expostos: ATM (p=0,241), BRCA1 (p=0,046; p=0,34),
BRCA2 (p=0,322), LIG4 (p=0,560) e RAD51 (p=0,926);

e Agricultores nao expostos: ATM (p=0,940), BRCAl (*), BRCA2
(p=0,798), LIG4 (*) e RAD51 (*);

Todos os valores de p estdo apresentados na Tabela 18; * significa a
impossibilidade de calcular correlacdo devido a uma das variaveis ter valores

constantes, ou seja, os valores de metilacdo eram todos 0,0000.

Como destacados na descricdo acima e no gréfico abaixo, observa-se que
houve correlacdo apenas para o gene LIG4, no grupo SMD formas avancadas,
demonstrando uma relacéo positiva e forte; e no grupo de agricultores expostos foi

demonstrada correlag&o positiva e fraca para o gene BRCA1 (Figura 19).
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Figura 19 - Graficos de correlacdo entre metilacdo e expresséo para os genes LIG4
(SMD Formas Avancadas) e BRCAL1(Agricultores Expostos).
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Tabela 18, com valores de p na analise de correlacdo de Spearman, para as variaveis expressao génica e metilagcdo, em todos os

genes.
Metilagdo ATM (p) Metilagdo BRCA1 (p) Metilagio BRCA2 (p) Metilagcdo LIG4 (p) Metilagdo RAD51 (p) p N

SMD Formas Iniciais Expressdo ATM 0,11 0,468 46
Expressdo BRCA1 -0,107 0,506 41

Expressdo BRCA2 -0,164 0,299 42

Expressdo LIG4 0,182 0,237 44

Expressdo RAD51 0,025 0,867 46

SMD Formas Avangadas Expressdo ATM -0,151 0,699 9
Expressdo BRCA1 -0,274 0,476 9

Expressdo BRCA2 0,117 0,765 9

Expressdo LIG4 0,798 0,006 10

Expressdo RAD51 -0,068 0,851 10

Agricultor Exposto Expressdo ATM -0,198 0,241 37
Expressdo BRCA1 0,34 0,046 35

Expressdo BRCA2 0,173 0,322 35

Expressdo LIG4 0,102 0,56 35

Expressdo RAD51 -0,016 0,926 37

Agricultor Nao Exposto Expressdo ATM -0,3 0,94 9
Expressdo BRCA1 * * 8

Expressdo BRCA2 -0,1 0,798 9

Expressdo LIG4 * * 9

Expressdo RAD51 * * 7

Fonte: Dados do estudo.



5 DISCUSSAO

A metilacdo do DNA é um mecanismo epigenético de controle da expressao
génica sob crescente investigacdo nas mais diversas areas da saude humana. Este
mecanismo esta diretamente relacionado a regulacdo génica, visto que a
hipermetilacdo das ilhas CpG (regides ricas em Citosina e Guanina) em regides
promotoras pode levar a silenciamento génico ou reducdo da sua atividade.
Consequentemente, pode ocorrer a inativacdo de genes que regulam as mais
diversas vias de crescimento e diviséo celular, como os genes de reparo do DNA,
ciclo celular, aderéncia celular e apoptose, levando ao desenvolvimento de
neoplasias (ESTELLER, 2002; LIYANAGE et al., 2019).

Durante nossa avaliacdo, buscamos avaliar a metilacdo dos genes de reparo
de fita dupla do DNA ATM, BRCA1l, BRCA2, LIG4 e RAD51 em amostras de
agricultores e de pacientes com sindrome mielodisplasica (SMD), buscando
observar padrbées de metilacdo que pudessem caracterizar uma situacao de pré-
doenca (entre os diferentes niveis de exposicdo a agrotoxicos entre os agricultores)
e doenca (entre as formas iniciais e avancadas de SMD). Encontramos, em ambos
0S grupos, menores niveis de metilacdo desses genes quando comparado aos
controles. A possivel explicagdo para este fendbmeno (menores niveis de metilagédo),
tanto no grupo de pacientes quanto de agricultores, seria a existéncia de uma
situacao fisioldégica que exige menor metilagdo, devido a um maior recrutamento dos
genes de reparo para a correcdo de lesdes no DNA tanto em SMD quanto em
agricultores.

Resultados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2017), e por Silva
(2020), trabalhos nos quais foram avaliados os niveis de metilagdo de MGMT (O®-
Methylguanine - DNA Methyltransferase) em trabalhadores expostos ao benzeno em
indastrias petroquimicas e em postos de combustiveis, respectivamente. Em ambos
os trabalhos, MGMT estava hipometilado nos trabalhadores, em relagdo aos
controles, e Li J. et al. (2017) ainda encontraram uma associacdo negativa entre
metilacdo e grau de dano ao DNA. O MGMT é um gene de reparo que codifica para
uma proteina que remove especificamente lesbes pré-mutagénicas do DNA na
posicdo O® da guanina (NAKAMURA et al., 2001). Este gene apresenta-se
hipermetilado e transcricionalmente silenciado em varios canceres (glioma, linfomas
e colon, por exemplo); mas, interessantemente, em estudos com linhagens celulares,

foram observadas variagcdes nos padroes de metilagdo, encontrando tanto regides
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hipermetiladas quanto hipometiladas, com silenciamento em ambas as situacdes,
indicando que outros fatores além da metilacdo sdo necessarios para reprimir a
atividade da regido promotora (SOEJIMA et al., 2005).

O silenciamento de MGMT por hipermetilagdo é um marcador de pior
prognostico em diversos canceres, mas também um indicativo de boa resposta a
terapia com agentes alquilantes, pois o efeito citotoxico desses agentes, necessario
para atingir as células malignas, é diminuido quando ha a presenca de MGMT
(JACINTO & ESTELLER, 2007). Benzeno € um agente alquilante (LI Q. et al. 2017),
0 que pode estar relacionado a reducdo da metilagdo dos trabalhadores expostos
frente aos controles, ja que a presenca de um agente toxico alquilante demanda
maior atividade de reparo por MGMT, e para isso a metilacdo precisa ser reduzida.

Acreditamos que um dos resultados mais significativos encontrados em nossa
pesquisa foi uma maior metilacdo do gene ATM em todos 0s cinco pacientes que
evoluiram para leucemia mieloide aguda (LMA) (mediana dos que transformaram =
4,970; mediana dos que ndo transformaram = 2,455). Esse resultado parece
bastante significativo se lembrarmos da funcdo do gene ATM como sinalizador da
leséo de dupla fita do DNA. Uma vez que ocorre o dano da dupla fita, ATM sinaliza
para que haja parada do ciclo celular (checkpoint) e assim ocorra o
recrutamento/ativacdo dos demais componentes das vias de reparo para que haja
correcdo do dano ou apoptose. Caso ATM esteja com sua funcdo diminuida ou
totalmente blogueada, ha significativa chance dessa lesdo levar a quebras
cromossOmicas, predispondo a instabilidade genbmica e consequente
desenvolvimento tumoral (SHEN et al., 2005). Ou seja, alteragdes na funcdo desse
gene geram desestabilizacbes da proteina e estas estdo associadas a maior
incidéncia de leucemias e linfomas (BOULTWOOD, 2001).

Dentre os 5 (cinco) casos que apresentaram maior metilacdo do ATM e
transformaram para LMA, dois achados chamam a atengdo: 1) trés pacientes
apresentavam cariétipo normal (3/5); 2) apenas dois pacientes apresentavam
aumento de blastos (2/5). Sabemos que os maiores preditores de transformacéo em
LMA para um paciente com diagnostico de SMD s&o a presenca de um cariétipo
alterado e o aumento do numero de blastos. A auséncia desses dois achados na
maioria dos casos que transformaram em LMA, associada a uma maior metilacao de
ATM, reforca a importancia do ATM na estabilidade genémica de SMD e nos

pacientes aqui analisados.
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Previamente, nosso grupo ja havia encontrado associagbes de ATM com
prognéstico em SMD. Foi verificado que o SNP rs228592 no gene ATM estava
relacionado a menor razdo de chances de desenvolver SMD de alto risco (RIBEIRO
JR. et al., 2013). A associacéo deste polimorfismo com SMD de baixo risco, sendo
assim um fator protetivo, ndo estava relacionado aos achados de cariétipo,
celularidade, género ou classificacdo da doenca pela OMS. Dessa forma, assim
como o polimorfismo rs228592 por si s6 foi associado a melhor progndéstico, nosso
resultado de maior metilagdo deve ser melhor investigado como um preditor
independente de risco de progressao para LMA, apesar das variaveis clinicas nao
serem indicativas desse desfecho. O impacto dessa maior metilacdo é semelhante
ao de outras alteracBes genéticas associadas a casos graves de SMD ou LMA, por
exemplo: alguns polimorfismos que provocam menor atividade da proteina ATM em
pacientes com LMA propiciam a ocorréncia de doenca residual primaria em
pacientes tratados e impactam na sobrevida, diminuindo-a. Isto ocorre porque ha
uma deficiéncia na ligacao e fosforilacdo de c-ABL por ATM, diminuindo a resposta
pré-apoptoética mediante danos de fita dupla (SHI et al., 2011).

Padrdes aberrantes de metilacdo estdo associados a progressdo de SMD
para LMA, como demonstrado por Jiang et al. (2009), que verificaram este fenébmeno
em todas as amostras de pacientes com SMD inicial afetando, em média, 95 de
1505 loci CpG e em pacientes apos transformacao de blastos (AREB e LMA) essa
média foi de 179/1505, sugerindo que a metilacdo esta envolvida com o processo de
delecdes cromossdmicas, silenciamento de genes supressores tumorais, evolugéo
clonal e transformacéo de SMD em LMA.

Na SMD, classicamente a hipermetilacdo global ou de alguns genes (por
exemplo, CDH1, ER-a, p15INK4B, p73, MEG3, SHP-1, FOX03, DLC-1, SOCS1,
CDKNZ2B) esta associada a uma pior evolucdo da doenca e progressao para LMA
(SHEN et al., 2010; CECHOVA et al.,2012; CALVO et al., 2014; CHANDRA et al.,
2017; DENG et al., 2017; FU et al., 2017). O fenbmeno da hipermetilacdo na SMD
nao parece ser global em todo o DNA ou em uma familia completa de genes. Por
exemplo, em um estudo prévio do nosso grupo avaliamos todo o perfil de metilacao
da familia dos genes reguladores de transcricdo de interferons, os IRF’s (IRF-1, IRF-
2, IRF-3, IRF-4, IRF-5, IRF-6, IRF-7, IRF-8 e IRF-9) em SMD. Encontramos padrdes
diferenciados de metilacdo: os genes IRF-3 e IRF-5 estavam hipermetilados nos

pacientes em relacdo aos controles; enquanto IRF-2 e IRF-7 ndo estavam metilados
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nem em pacientes nem em controles; e pacientes com formas avancadas
apresentavam metilacdo de IRF-1, IRF-3, IRF-5, IRF-6 e IRF-8 maiores que as dos
pacientes com formas iniciais de SMD (SOUSA et al., 2019). Esse dado demonstra
gue se os padrbes de metilacdo variam tanto dentro de uma mesma familia,
podemos esperar padrdoes também diferenciados entre os genes de reparo, mesmo
gue facam parte de uma mesma via, e ainda mais por atuarem formando complexos.

Diante do padrdo geral encontrado de baixa metilacio em relacdo aos
controles, entendemos que a hipometilacdo de proto-oncogenes pode levar a
ativacdo de genes relacionados a um pior prognostico e menor sobrevida em SMD.
Isto ocorre, por exemplo, com o gene CD93, que codifica uma proteina receptora
transmembrana envolvida na patogénese também de cancer -colorretal e
glioblastoma (OLSEN et al., 2015; LANGENKAMP et al., 2015); Reilly et al. (2019)
encontraram um padréo de hipometilacao para este gene em pacientes com SMD de
alto risco e uma correlacdo negativa entre metilacdo e expresséao, apesar do papel
desse gene em neoplasias mielbides ainda ser desconhecido.

A hipometilacdo também foi observada em pacientes com SMD por Zhang et
al. (2017) no gene DNMT3A, que codifica uma metiltransferase que age na
metilacdo de novo; neste estudo, a maioria dos pacientes de alto risco estavam
hipometilados e a sobrevida destes foi significativamente menor que a dos nao-
hipometilados (11 meses vs. 36 meses). Neste trabalho ndo foi avaliada correlagéo,
mas é citado que DNMT3A encontra-se hiperexpresso em neoplasias hematolégicas,
0 que sugere uma correlagdo negativa metilagcao/expresséo génica.

Outro exemplo de hipometilacdo em SMD foi a relatada por Wu et al. (2016)
para o gene LET-7A-3, no qual pacientes de baixo risco com hipometilagcdo tiveram
sobrevida média de 9 meses, enquanto a observada para os sem hipometilagéo foi
de 33 meses. Este gene codifica o microRNA let-7a-3, cuja hiperexpressdo esta
associada a pior prognéstico em LMA, resultando em menor sobrevida mesmo entre
pacientes que alcancam remissdo morfolégica completa (LI et al., 2013).

N&o podemos descartar que 0s nossos resultados de hipometilacdo sejam
reflexos diretos dos sitios escolhidos para a avaliagdo. O desenho dos primers foi
baseado em regides com maiores correlacdes entre metilacdo e expressao, no
entanto, estes foram provenientes de dados disponiveis para LMA, pois inexistiam
dados semelhantes para SMD. Apesar das semelhancas nos cursos clinicos e

abordagens terapéuticas, SMD nao pode ser considerada uma doenca “pré-
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leucémica”, devendo ser respeitadas as diferengas fisiopatologicas de ambas as
doencas, e estas possivelmente impactaram nos resultados que obtivemos para
SMD com dados que so tinham sido experimentados em LMA.

Esteller (2002) sugere a existéncia de diferentes graus de metilacdo para
cada gene, e que isso também pode variar entre os diferentes tumores. Dessa forma,
seria possivel canceres em que nenhuma das ilhas CpG do gene estariam metiladas,
enguanto em outros canceres algumas destas ilhas do mesmo gene estariam
hipermetiladas. Assim, encontrar resultados de hipometilagdo em sitios especificos,
tanto em SMD quanto nos agricultores, ainda que considerados hotspots, n&o exclui
a possibilidade de haver outros sitios nos mesmos genes que estejam
diferencialmente hipermetilados. Isto sugere apenas que estes pontos ainda néo
foram avaliados quanto aos seus niveis de metilagcdo e o impacto biolégico deles,
pois seria radical esperar um fenétipo tumoral que hipermetile todas as ilhas CpG.

Em nossas analises, investigamos a ocorréncia de correlacdo entre os niveis
de metilacdo e de expressdo génica, tanto no grupo de pacientes quanto no de
agricultores. Seguindo a logica valida para os casos de hipermetilacdo, de que a
metilacao dificultaria a expressado dos genes ao impedir a ligacdo dos fatores de
transcricéo, as correlagbes esperadas entre metilacdo e expresséo seriam, portanto,
negativas. O resultado, no entanto, nos chamou a atencéo, que foi a auséncia de
correlacdo entre hipometilagdo e maior expressao de cada gene avaliado do sistema
de reparo de dupla fita de DNA. Acreditamos que possa haver duas possiveis
explicagBes iniciais para isso: 1) h4 fatores de transcricdo (FT) capazes de
reconhecer a metilacdo e, dessa forma, 0s genes sao expressos normalmente: séo
fatores de transcricio com auséncia de um dominio de ligacdo metil-CpG
(chamados de proteinas ligantes de DNA metilado ou leitores de metilacdo de DNA),
assim, existem FT’s que reconhecem sequéncias com ou sem metilagdo (ZHU et al.,
2016; HUGHES & LAMBERT, 2017); 2) além disso, Cerne et al. (2012) observaram
discrepancias entre valores de metilacdo encontrados para BRCA1l em diversos
estudos sobre cancer de mama; além da ja discutida existéncia de varios sitios
possiveis, que explicaria a variagdo dos niveis observados, estes autores apontam a
possibilidade de infiltragbes de células saudaveis circundantes durante a coleta,
influenciando assim os resultados obtidos, tanto de niveis de metilacdo quanto da
sua relagcdo com a expressdo. Se isso ocorre em tumores solidos, faz ainda mais

sentido para a coleta de tumores hematologicos.
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No trabalho de Souza et al. (2019), as relagGes encontradas entre metilacdo e
expressdo nao foram exclusivamente negativas: apesar dos IRF's 1, 3, 5, 6 e 8
terem se apresentado hipermetilados, os IRF's 1, 3 e 6 estavam também mais
expressos; e o IRF-5, apesar de hipermetilado e menos expresso, estava mais
expresso nos pacientes com SMD que evoluiram para LMA do que nos que nao
evoluiram.

Nesse mesmo sentido, Reilly et al. (2019) observaram correlacdo positiva
entre hipermetilacdo e expressdo aumentada de WT1 num grupo de 200 pacientes
com LMA. O gene WT1 é frequentemente hiperexpresso por blastos em pacientes
com malignidades hematoldgicas, sendo a presenca de seu RNA mensageiro no
sangue periférico um marcador de doenca residual em LMA e SMD, e o antigeno
WT1 um promissor alvo para imunoterapia (SUGIYAMA, 2010; TAWARA et al., 2017).

Nesse contexto, Xu et al. (2019) fizeram interessantes observagdes acerca de
correlacOes entre metilacado e expressao. Neste estudo, eles investigaram o impacto
da metilacdo na expressdo génica local e distante; sendo a “local” caracterizada
como uma expressao regulada pela metilacdo do promotor daquele gene, e a
“distante” uma expresséao regulada pela metilacdo do promotor de outros genes. Na
correlagdo da expressao local, 88% dos genes analisados apresentaram correlagéo
negativa. Na analise de correlacdo da expressdo distante, observou-se que para
genes hipometilados, a correlagcéo tendia a ser positiva, e para genes hipermetilados,
a tendéncia era de correlagdes negativas. Este resultado corrobora nossos achados
de correlagao positiva forte para LIG4 em formas avancadas de SMD, hipometilado
e com reducdo da expressdo nos casos de pior progndéstico. Xu e colaboradores
(2019) também observaram que 2% dos genes analisados exibiam correlacdo tanto
positiva quanto negativa, acdes contrarias, mas que sdo possiveis gracas a
existéncia de diversas CpG’s nas regides promotoras de um mesmo gene.

Dessa forma, nossos dois Unicos resultados significativos de correlagdo
metilacao/expresséo, sendo elas positivas e forte para o gene LIG4 no grupo “SMD
Formas Avangadas” e fraca para o gene BRCAL no grupo “Agricultores Expostos”)
podem sugerir que, especificamente nos sitios CpG’s da sequéncia escolhida, estes
genes podem estar sob a acdo dessa regulagcdo distante. As proteinas de reparo
atuam mediante formacao de complexos com fungdes complementares e diferentes
condicOes para a regulacdo dessas funcdes, sendo necessario um equilibrio estrito

dos componentes criticos para que a cascata de reparo aos danos no DNA seja bem
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sucedida (JACHIMOWICZ et al., 2019), ou seja, alteragbes em um gene podem
afetar outros genes, ainda que a atuacao deles ndo seja direta.

Diante disto, os niveis de metilacdo e sua correlacdo com a expressao dos
genes avaliados precisam ser melhor investigados por meio de andlises em larga
escala que permita a avalicdo de uma grande regido de dinucleotidios CpG dentro
de uma regido promotora. Ainda investigar os demais mecanismos relacionados com
a regulacdo da expressdo genica em todos 0s genes que participam destes
complexos poderia, possivelmente, mostrar cenarios mais amplos e capazes de
explicar os baixos niveis de expressdo mesmo em genes hipometilados, pois outros
fatores tais como a citada regulacdo distante, mutaces ou outras alteracdes
epigenéticas em outros pontos da cascata podem ser responsaveis pelos resultados
observados. H& ainda um outro ponto a ser considerado, levantado no estudo de
Koch et al. (2018), que é a existéncia de inumeros hotspots estabelecidos com base
em dados de metilagdo, mas que pouquissimos deles apresentam potencial para
serem considerados como biomarcadores, pois apenas alguns sdo de fato
relevantes na pratica clinica (examinaram 14.743 publicagdes de biomarcadores de
cancer baseados em metilacdo, 1.800 foram relacionados a prognosticos e somente
14 tém efetivo impacto translacional).

Um exemplo da interferéncia de outras fatores € a conhecida hipermetilacéo
da regido promotora do gene CDKNZ2A em varios tipos de canceres, um padrao que
também foi observada por Zhu et al. (2001), em cancer de pulméo, enquanto
nenhuma metilagdo foi encontrada na regido promotora do gene CDKN2D. Um
tratamento das células com 5-aza-2'-desoxicitidina (5-Aza-CdR) aumentou a
expressao dos produtos de ambos os genes, independente do status de metilagcéo;
no entanto, um tratamento de altas doses de 5-Aza-CdR com depsipeptidio, um
inibidor de histona-desacetilase, diminuiu a expressdo de pl6INK4a , produto do
CDKNZ2A, e suprimiu o crescimento celular, mas induziu ainda mais a expresséao de
pl6INK4d, produto do CDKN2D, demonstrando que a regulacdo da expressao
génica depende de outros mecanismos além da metilacdo, e que a metilacdo dos
fatores de transcricdo que se ligam na regido promotora do CDKN2D também
merecem investigagao para melhor entendimento dos resultados observados.

Dos genes avaliados em nosso estudo, o BRCA1 e BRCA2, importantes
responsaveis pela manutencédo da integridade cromossémica, sao fortes candidatos

a uma regulacao exercida pela interacdo com outros genes. As proteinas BRCA1/2
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sdo conhecidas por serem “hub proteins”, ou seja, elas atuam como ponto de ligacéo
com varias moléculas, o que também é chamado de interatividade promiscua, o que
leva a geracao de inumeros complexos com fungdes biologicas distintas que podem
ou nao ser relevantes para a supresséo tumoral (VENKITARAMAN, 2014). Estes
genes, hipometilados neste estudo, também se mostraram hipoexpressos em
pacientes com SMD hipocelular (RIBEIRO JR. et al.,, 2017a), BRCA1 apresentou
menor expressdo em pacientes de SMD com menor sobrevida (RIBEIRO JR. et al.,
2017b) e BRCA2 estava hipoexpresso em agricultores expostos a pesticidas com
anormalidades cromossOmicas (COSTA et al.,, 2021). Tais trabalhos utilizaram
amostras de individuos em comum com as utilizadas nesta tese.

Em estudo realizado pelo nosso grupo, Ribeiro Jr. et al. (2017a) avaliaram a
correlacdo entre a expressdo do gene LIG4 e a de genes que fazem parte de
diferentes mecanismos de reparo (NER (reparo por excisdo de nucleotideos), HR e
NHEJ) e relatou uma caracteristica interessante deste gene, que foi a sua correlacéo
positiva com outros que pertencem a vias que ndo a sua — NER E HR. Este achado,
somado ao nosso, que mostra resultados significativos de hipometilagdo do LIG4 em
todas as comparacoes de grupos (SMD Formas Iniciais, SMD Formas Avancadas,
Agricultor Exposto e Agricultor Nao-Exposto) em relagdo aos controles sugere, além
de uma colaboracdo intima tanto entre os mecanismos de reparo de fita dupla
guanto entre estes e o mecanismo de reparo de fita simples (RIBEIRO JR. et al.,
2017a), também uma atividade intensa dessa via de reparo. Como esse mecanismo
nao exige um molde intacto do DNA para executar o reparo, € possivel que ele
esteja performando as tentativas iniciais e mais imediatas de corre¢cdo dos danos;
mas, apesar de ser um mecanismo eficiente, também é altamente mutagénico
(JACHIMOWICZ et al., 2019), o que explicaria a relacdo desse gene com 0S casos
de pior prognéstico/maior risco.

Outro ponto € que as células tronco hematopoéticas tendem a realizar mais
reparo do que apoptose, e para isso utilizam mais NHEJ do que HR (ao contrario de
células progenitoras, que preferencialmente realizam mais apoptose e utilizam mais
a via HR) (ZHOU et al., 2013), o que também pode justificar uma menor metilacao
de LIG4 para que ele figue mais disponivel para responder as demandas.

Nas comparagfes dos niveis de metilagdo entre os grupos de agricultores
expostos, nao-expostos e controles, verificamos uma diminuicdo significativa da

metilacdo de todos 0s genes no grupo de agricultores expostos. Nesse contexto,
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especificamente sobre o ATM, uma funcéo crucial deste gene € o controle de danos
provocados por espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Essas sao capazes de
diminuir a vida util das células tronco hematopoéticas (CTH), que perdem sua
capacidade de auto renovacéo (ITO et al., 2004; ITO et al., 2006). O aumento das
ERO’s mediante exposi¢cao a pesticidas leva a danos ao DNA e maior liberagao de
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B, IL-6, NF-kB e COX-2 (SHAH et al.,
2020). Podemos especular que nossos resultados sugerem uma maior atuacdo do
ATM no contexto da exposicdo, estimulada possivelmente pela presenca dos
agrotoxicos.

Com relacdo aos agricultores ndo-expostos, estes apresentaram uma menor
metilacao significativa em relacdo aos controles nos mesmos genes que 0 grupo de
formas avancadas de SMD (BRCA1, BRCAZ2 e LIG4). Este resultado possivelmente
indica que ainda que nao haja exposicdo ocupacional a pesticidas h& pelo menos 12
anos, os danos consequentes dessa exposicdo demandam uma necessidade de
reparo semelhante a que € requerida no organismo de pacientes com doenca
avancada. Se as modificacbes epigenéticas através de metilacdo causadas por
agrotoxicos podem ser inclusive herdadas, é compreensivel que seus efeitos
permanecam no individuo por toda a vida, mesmo sem exposic¢ao direta (THORSON
et al., 2020). Outro ponto a se considerar € que, além da exposi¢cdo ocupacional
pregressa, ha também uma exposicdo ambiental, jA que, devido a sua natureza
guimica extremamente lipofilica e sem cargas (portanto, pouco reativos e dificeis de
excretar), os agrotoxicos apresentam uma alta capacidade de permanecer no
ambiente e de bioacumulacdo (LUSHCHAK et al., 2018). Os pesticidas estdo no ar
devido a evaporacao, sao depositados no solo apos chuvas, aderem a particulas de
areia, sao absorvidos pelos lengéis freaticos, escoam para corpos d’agua, além da
propria absorcdo pelas plantagbes, poluindo, assim, todo o territdrio vizinho
(DAMALAS & ELEFTHEROHORINOS, 2011).

A exposicdo ambiental é caracterizada justamente quando os agroquimicos
afetam pessoas que moram proximas a areas cultivadas. No territorio de Limoeiro do
Norte, de onde séo provenientes as amostras de agricultores incluidas nesse estudo,
foi detectado que o lencgol freético possui forte contaminacéo, devido a extensa area
destinada ao agronegécio, que demanda uma grande quantidade de agrotéxicos.
Cerca de 198 destes produtos foram inventariados e aproximadamente 48% deles

eram classificados como extremamente ou altamente toxicos (GAMA et al., 2013).
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Os autores destacaram, ainda, que 39,5% dos compostos investigados podem ser
encontrados no solo e 28,6% nos recursos hidricos superficiais e subterraneos,
demandando a necessidade de frequente monitoramento ambiental e dos impactos
dessa poluigéo.

De forma geral, envolvendo tanto exposicdo ocupacional quanto ambiental,
foram encontradas relacdes entre a densidade das plantacfes e maior incidéncia de
LLA (COSTE et., 2020); exposicdo ocupacional dos pais a poeira organica com
maior risco de LMA infantil (PATEL et al., 2020); bifenilos policlorados associados a
LNH (KLIL-DRORI et al., 2018). O aumento do risco para leucemias agudas infantis
foi associado a exposicdo ocupacional paterna a pesticidas durante o periodo
perinatal, a uso materno pré-natal de inseticidas/rodenticidas e a individuos que
vivem <100 m de campos tratados com pesticidas (BAILEY et al., 2014; BAILEY et
al.,, 2015; GUNIER et al, 2017; FERRI et al.,, 2018). Um aumento do risco de
leucemia entre criancas que residem perto de areas cultivaveis também foi
observado por Malagoli et al. (2016). E Rau et al. (2012) encontraram niveis
aumentados de Endosulfan na medula Ossea de criancas com malignidade
hematolégica em comparacdo com aquelas sem, e todas elas eram de &reas
expostas a pesticidas.

Falando especificamente de SMD, a metanalise de Jin et al. (2014) investigou
especificamente a associacdo da exposi¢cao a pesticidas com o desenvolvimento de
sindrome mielodisplésica, a partir de 1942 casos e 5359 controles, indicando uma
associagdo entre a exposicdo a inseticidas e um aumento estatisticamente
significativo do risco de SMD. O estudo de caso-controle de Kokouva et al. (2011)
também associou a exposicdo a inseticidas, herbicidas e fungicidas a casos de
cancer linfohematopoiético, SMD e leucemia, observando um padrdao de dose-
resposta e forte associacdo principalmente ao fumar ou se alimentar durante a
aplicacdo. Fumar ou comer sdo habitos comuns entre agricultores, como mostra o
estudo de Buralli et al. (2020), que mostrou que estes trabalhadores, principalmente
os da agricultura familiar, geralmente sofrem altas exposi¢cdes por ndo terem suporte
técnico adequado, utilizarem inadequadamente os EPI's (ou ndo usarem) e
apresentarem comportamentos de risco, como comer e beber nas plantacbes e
tomar banho apenas ao final do dia.

Trabalhadores agricolas, comprovadamente, apresentam mais danos ao DNA

identificados em ensaios cometa, testes de micronucleos e de tamanho de teldbmeros,
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cada vez mais evidenciando a genotoxicidade desses compostos e a influéncia da
exposicao ocupacional, além da ambiental e dietaria (PINTO et al., 2020).

Estes fatos reforcam a dificuldade de se determinar tanto os efeitos da
exposicdo a longo prazo quanto os niveis seguros de exposicdo, pois elaborar
estudos acurados acerca desta problematica esbarra em questdes metodoldgicas e
logisticas para identificar e quantificar os niveis de exposi¢cdo. Isso porque € comum
gue os sujeitos da pesquisa sequer lembrem os nomes dos produtos aos quais
foram expostos nem saibam especificar frequéncia, duragcdo e intervalos da
exposicado (MARYAM et al., 2015).

Considerando que os pesticidas sdo capazes de afetar o corpo de forma
multissistémica e que os efeitos dependem de dose, tempo e duragcédo da exposicao,
o0 ideal é que esta seja reduzida ao maximo possivel (SARWAR, 2016).

A atividade agricola, historicamente, € marcada por precarizacdo devido a
longas e exaustivas jornadas, informalidade, baixa escolaridade e condicOes
inadequadas de trabalho. Sabidamente, o contexto socioeconémico e ambiental de
uma populacao influencia as chances de desenvolvimento de neoplasias, assim
como em seus desfechos; e esse quadro assume especial importancia quando o
assunto € agricultura, pois tem-se a vulnerabilidade social somando-se a episédios
frequentes de exposicado quimica com potencial carcinogénico (WUNSCH FILHO et
al., 2008; RIBEIRO & NARDOCCI, 2013).

Boccolini e colaboradores, em seu estudo de 2017, no qual investigaram a
associagcdo entre agricultores brasileiros e risco de linfoma non-Hodgkin (LNH),
demonstraram que trabalhadores agricolas na faixa etaria de 20 a 39 anos, idades
semelhantes as médias do nosso estudo, tiveram uma chance 31% maior de morrer
de LNH em comparacdo com trabalhadores ndo agricolas na mesma faixa etaria,
assim como maior risco de morte por LNH entre trabalhadores agricolas analfabetos
em comparacdo com trabalhadores ndo agricolas no mesmo nivel educacional.
Nesse mesmo sentido, Maryam et al. (2015) demonstraram que ser agricultor
indicava um risco significativamente maior de desenvolver leucemia aguda em
comparacdo com outros empregos, especialmente para os filhos, que também
sofriam os efeitos da exposicao dos pais. Esses dados reforgcam a importancia de se
observarem os impactos bioldgicos das condi¢ées socioecondmicas da populacao.

Portanto, a exposicdo aos agrotoxicos tem estreita relacdo com o surgimento

de canceres hematoldgicos, sendo extensa a literatura evidenciando associagdes de
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maior risco de desenvolvimento de leucemias, linfomas, mieloma multiplo e doencas
mieloproliferativas mediante exposicdo ocupacional a compostos como terbufos,
deltametrina, pentaclorofenol, carbaril, captan, mecrocop, captafol, radon, paraquat e
glifosato (KACHURI et al.,, 2013; ZHENG et al.,, 2015; PRESUTTI et al., 2016;
BOCCOLINI et al., 2017; FERRI et al., 2017; GUNIER et al, 2017; LAMURE et al.,
2019; LEON et al., 2019; TUAL et al., 2019).

Dentre os casos de agricultores avaliados em nossa pesquisa, também
presentes no estudo de Costa et al. (2021) encontramos exposicao a fungicidas
(Folicur 200CE®, Tecto SC® e Orius 250 EC®) e herbicidas (Gramoxone 200® e
Roundup® - este é composto por glifosato e fosfonometil), sendo a marca que
contém glifosato a mais reportada. O Glifosato € um dos defensivos agricolas mais
utiizados mundialmente, e esta € também a realidade no Brasil, onde seu uso
corresponde a cerca de 62% dentre os herbicidas e a 35% de todos os pesticidas
(DIAS et al. 2020). Os autores avaliam o impacto do uso desta substancia nos
nascimentos em regides vizinhas a areas de plantio de soja transgénica, detectando
um aumento de 5% da mortalidade infantil (503 mortes a mais por ano) nas regides
gue recebem aguas afetadas por esse pesticida, ainda que distantes das areas de
uso, o que reforgca a preocupagao que se deve ter com a exposi¢cao ambiental.

A falta de significAncia quando comparamos 0s niveis de metilacdo entre os
grupos “Agricultor Exposto (n=59) x Agricultor Nao-Exposto (n=10)" e também “SMD
Formas Iniciais (n=46) x SMD Formas Avancadas (n=10)" pode ser atribuida a
diferenca do tamanho amostral entre esses grupos e também a um grande ndmero
de metilacbes iguais a zero, o que tira a normalidade da analise. Analises com
maiores e mais equiparados numeros de individuos poderiam trazer uma
comparacao mais robusta. Outro ponto relevante para a falta de significancia é
justamente a escolha dos sitios para analise: além dos hotspots utilizados estarem
descritos para LMA, ndo para SMD, enquanto para o ATM avaliamos um unico sitio,
para BRCA2 e LIG4 avaliamos a média de quatro, para BRCA1 avaliamos a média
de cinco e para RAD51 foi a média de seis. A analise de um hotspot que seja mais
especifico para SMD poderia fornecer resultados mais relevantes.

Observamos no nosso estudo, valores reduzidos e semelhantes de metilagao
tanto no grupo de pacientes quanto no de agricultores, diferindo apenas quando
estes eram comparados aos controles, que apresentaram maior metilacdo em todas

as analises. Tal semelhanga de metilagdo entre os grupos “doenga” e “pré- doenga”
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ganha entendimento ao considerarmos que: a) a SMD pode ser reflexo de um
envelhecimento natural do sistema hematopoético, 0 que reduz a capacidade da
maquinaria de reparo do DNA; b) mutacbes em genes de reparo levam a um
envelhecimento precoce do tecido hematopoético (ZHOU et al., 2013); e ¢) a
exposicdo a agrotoxicos, além de provocar um desequilibrio da atividade das
metiltransferases (LIN et al., 2010), pode induzir a um envelhecimento precoce das
células hematopoéticas, seja pelo encurtamento dos teldmeros (ANDREOTTI et al.,
2015), ou como efeito de estresse oxidativo pelas ERQO’s, que levam a quebras de
fita simples/dupla, mutacdes e variadas alteracdes epigenéticas (SESTI et al. 2012).

A significante hipometilacdo dos grupos de comparacdo em relacdo aos
controles foi um resultado surpreendente no nosso estudo. Esperava-se que nos

controles a metilagdo fosse menor, como uma forma de regulacdo epigenética de

prontiddo, sempre ativada para corrigir os indmeros danos que sofremos diariamente.

Nesse cenario, uma perda dessa pronta capacidade, provocada por qualquer
aumento da metilacdo (que poderia ser causada pela exposicdo a pesticidas, entre
outros fatores), seria a responsavel por permitir o desenvolvimento das neoplasias.
No entanto, observamos o contrario, metilagdo nos controles maior que nos estados
de “pré-doenga” (exposi¢ao) e doenga.

Observa-se que alguns pesticidas, especialmente os organofosforados como
malathion e parathion, sdo agentes alquilantes (BHINDER & CHAUNDHRY, 2013).
De forma semelhante ao MGMT, citado anteriormente, o gene ATM também esta
relacionado a resisténcia terapéutica com alquilantes e sua ativacao € influenciada
pela presenca desses agentes citotoxicos (ADAMSON et al., 2002; CARROZZA et
al., 2009; AGNIHOTRI et al., 2014). O mecanismo de acdo de quimioterapia com
drogas alquilantes baseia-se na lesdo O%-alquilguanina provocada no DNA por essas
substancias; esta lesdo é convertida em quebra de fita dupla e estimula a apoptose
das células cancerigenas (QUIROS et al. 2011).

Pacientes com perda de funcdo de BRCA1/2 apresentam maior sensibilidade
a tratamentos com estes agentes (ZAMBORSZKY et al., 2017; DE TALHOUET et al.,
2020; MACIEL et al., 2020). Kurosawa et al. (2020) observaram que na deficiéncia
de POLB, o mecanismo de reparo NHEJ, por meio do LIG4, atua como uma via
alternativa no reparo de danos provocados por agentes alquilantes. Outros estudos
como os deToma et al. (2018) e Gupta et al. (2019) verificaram que uma maior

expressdo de LIG4 foi associada a perda de sensibilidade ao tratamento com
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temozolomida, um alquilante, em pacientes com glioblastoma.

A inibicio de BRCA2 e RAD51 mostrou-se uma estratégia eficiente para
sensibilizar células de glioma a terapia com agentes alquilantes, sendo inclusive
sugerida uma tripla abordagem com inibicdo de PARP, de HR e deplecdo de MGMT
para otimizar a eficacia de temozolomida nesses pacientes (QUIROS et al. 2011). A
expressdo aumentada de RAD51 também estd relacionada a resisténcia a
alquilantes como cisplatina e mostarda nitrogenada (GACHECHILADZE et al., 2017).
Assim, fica clara a intima relacdo de genes de reparo e resposta a agentes
alquilantes, podendo essa demanda ser a responsavel pela hipometilacdo nos
agricultores. A falta de diferenca significativa quando se comparou 0s grupos de
trabalhadores expostos com ndo expostos pode ser um indicativo de que até niveis
mais baixos de exposicdo (somente ambiental, no caso dos ndo-expostos, frente a
ambiental mais ocupacional dos expostos) ja podem ser suficientes para ativar o
mecanismo de reparo, tanto HR quanto NHEJ.

No caso da hipometilacdo que observamos no grupo dos pacientes em
relagdo aos controles - nos genes BRCA2 e LIG4 (SMD formas iniciais) e BRCAL,
BRCA2 e LIG4 (SMD formas avancgadas) - ndo é possivel neste trabalho avaliar se
na doenca esse fenbmeno € uma causa ou consequéncia da SMD. Ou seja, temos
pelo menos dois cenarios possiveis, um em que a doenca se desenvolve, mesmo
havendo ativacdo adequada da via, porque os danos decorrentes da SMD estao
ocorrendo numa taxa tdo elevada que algumas células neoplasicas escapam do
reparo e se proliferam. Nesse contexto, seria uma consequéncia da doenga. Assim,
outros fatores envolvidos na patogénese da doenca podem estar contribuindo para
uma reducéo da eficiéncia do processo de reparo, apesar de ele ainda ser eficaz.

No outro cenario, uma maior ativagdo do mecanismo NHEJ, além da
necessaria, estaria levando a geragao de erros, e isso pode ser sugerido visto que
LIG4, envolvido na via de reparo mais mutagénica, aparece hipometilado nos dois
grupos de pacientes. A maior atividade desse gene poderia estar relacionada a

geracdo de clones que escapam do processo de apoptose e, assim, a ativacao de

BRCAL e BRCA2 seria naturalmente aumentada para tentar conter essa proliferacéo.

Nesse contexto, a hipometilacdo, principalmente de LIG4, poderia ser uma causa da
doenca.
Um achado também interessante da analise de metilacdo entre os

agricultores foi a maior metilacdo do BRCAZ2 entre os trabalhadores que tinham
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histérico familiar de cancer, quando comparado aos que n&o tinham. O
silenciamento deste gene por hipermetilacdo pode representar uma maior
susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias, visto a essencial funcédo deste
gene em relagdo a controle do ciclo celular, recombinagdo e reparo do DNA.
Familias que carregam mutacdes no gene BRCA2 apresentam maior risco de
desenvolvimento de cancer antes dos 65 anos (VENKITARAMAN, 2002; ASPEREN
et al., 2005; PILARSKI, 2019).

Os resultados deste trabalho ndo tém impacto translacional imediato, mas
trazem contribuigdes interessantes sobre genes de reparo de fita dupla em SMD e o
impacto provocado neles a partir da exposicdo a pesticidas, podendo servir como
base para posteriores estudos com maior nimero de participantes, seja com 0s
mesmos genes Ou com outros que atuam na mesma via, formando complexos. Tem-
se conhecimento também que outros modificadores epigenéticos como RNAs longos
nao-codificantes (INcCRNA’s) e miRNA’'s encontram-se desregulados em blastos e no
microambiente da medula 0ssea de pacientes com SMD, indicando a necessidade
de se explorar mdultiplas vias (BOND et al., 2020).

Dentro do universo da metilacdo, de uma forma mais ampla, outros genes
envolvidos no processo também merecem ser investigados, tais como os fatores de
remodelacdo da cromatina e histonas demetilases/desacetilases, por exemplo.
Assim como uma analise da desmetilacédo (5hmC), para verificar o equilibrio entre a
maquinaria metilacdo/desmetilagcdo, poderia também agregar resultados
interessantes a linha de pesquisa que seguimos neste trabalho, reduzindo assim as
limitacdes nas quais esbarramos e aumentando as chances de serem encontrados

biomarcadores capazes de predizer prognostico e resposta a tratamentos.
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6 CONCLUSOES

Os genes de reparo de fita dupla avaliados nesse estudo, tanto em pacientes
com SMD quanto nos agricultores, apresentaram um perfil de hipometilacdo em
relacdo aos controles, com uma hipermetilacao relativa do gene ATM reafirmando a
importancia deste perfil classico de metilacdo para um pior prognéstico de SMD e
BRCA2 mais metilado nos trabalhadores com histérico familiar de cancer também
ratificando a participacdo deste gene no contexto de predisposicdo genética a essa
condicao, principalmente em um cenario de exposi¢cdo ocupacional ou ambiental a
agrotoxicos.

Foi demonstrado que uma exposi¢cao ocupacional pregressa, somada a uma
exposicao ambiental, € capaz de estimular alteracdes no perfil de metilacdo dos
agricultores semelhantes as observadas em pacientes com formas avancadas de
SMD; e a hipometilacdo geral observada, uma possivel resposta a danos causados
por agentes alquilantes presentes nos agrotoxicos, indica a necessidade de rigidez
na vigilancia sanitéaria em relacdo a liberagdo, determinacdo de niveis seguros e
condicfes de uso desses compostos.

Assim, concluimos que niveis adequados de metilacdo dos genes de reparo
de fita dupla avaliados neste trabalho sdo importantes para a tentativa de
manutencdo de estabilidade genética tanto na sindrome mielodisplasica quanto
mediante exposicdo a pesticidas, um fator reconhecido de susceptibilidade ao

desenvolvimento desta doenca.
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Apresentacdo do Projeto:

O presente projeto propde investigar o efeito da exposic3o ocupacional a defensivos agricolas na
repregramacdo epigenética de células-tronco hematopoiéticas, bem como a caracaterizag3o citogenética e
molecular dos individuos expostos, e relacionar com fatores prognosticos e susceptibilidade a doencas
hematolégicas. Os resultados gerados podem auxiliar prevencio de doengas como o cancer, bem como
sugerir novas formas de tratamento e intervencdes apropriadas que proporcionem melhor progndstico das
doencas e qualidade de vida para os participantes. Trata-se de um estudo caso-controle retrospectivo e
prospectivo. O estudo retrospectivo inclui participantes submetidos a exposicdo ocupacional em que serdo
avaliados trabalhadores rurais residentes no municipio de Limoeiro do Norte (localizada a 198 km de
Fortaleza - CE), na Macrorregido do Litoral Leste/ Jaguaribe, que, mediante assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (Parecer consubstanciado: 2.237 826, Pesquisador Responsavel Howard
Lopes Ribeiro Junior). Destaca-se que, neste local, estdo instaladas empresas nacienais e multinacionais do
agronegocio, de pequeno e grande porte, que utilizam aditivos em grande escala na regido. Os participantes
expostos a defensivos agricolas serdo divididos em trés grupos: trabalhadores em grande empresa agricola
(n=50); trabalhadores rurais considerados como pequenos produtores agricolas (n=30) e trabalhadores da

agricultura ecolégica (n=10) que ndo
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utilizaram defensivos. Como grupe controle, serdo utilizados 20 individuos sadios, doadores de medula
ossea. Todos os participantes foram avaliados durante as consultas de seguimento e as amostras e dados
encontram-se armazenadas no Laboratério de Citogendmica do Cancer. Para o estudo prospectivo, serio
avaliados individuos portadores de SMD assistidos no ambulatério do Hospital Geral de Fortaleza,
localizado na cidade de Fortaleza — CE. Serdo coletadas amostras de medula éssea durante consulta de
rotina para diagnéstico da doenga as quais serdo utilizadas no estudo dos marcadores moleculares na SMD
e CTHs. Serdo incluidos no estudo os pacientes que concordarem em participar mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras de medula dssea serdo coletadas
através de puncdo aspirativa no osso esterno em seringas contendo 1,5 mL de heparina apds anestesia
local por um médico hematologista. A separacdo das células mononucleadas sera realizada logo apés a
coleta, e serdo processadas conforme procedimento de rotina do Laboratdno de Citogenomica do Cancer da
UFC. As coletas de sangue periferico serao por meio de venopuncao da veia cefalica utilizando serningas de
SmL/M10OmL ou com tubos a vacuo com gel separador/EDTA (5mL), cada amostra sera identificada.
OBTENGAQ DE ISOLADOS DE CELULAS-TRONCO (CD34+) DE MEDULAOSSEA: Ao diagnostico, as
amostras de medula éssea foram coletadas em tubos de vidro VacutainerR contendo EDTA e
encaminhadas para a separacdo de células tronco CO34+ mediante uso de colunas imunomagneticas. A
partir dos tubos de amostras de medula dssea, foram isoladas as células mononucleadas por centrifugacdo
em gradiente de Ficoll Hypaque (densidade=1.077g/dl) (Amersham Biosciences). As subpopulacfes
especificas de células CD34+ serio obtidas por separagio imunomagnetica em colunas MiniMACS
(Mieltenyi Biotec, Inc) de acordo com as instrugdes do fabncante. Por fim, foi acrescentado 750ul de
TRIZOL LS Reagent® (Invitrogen, EUA) para cada 250ul de volume de PBS aplicado. PADRAD DE
METILACAQ DE GENES DE REPARO, CICLO CELULAR, FUSO MITOTICO E DE PLURIPOTENCIA POR
NEXT GENEREATION SEQUENCING: O DNA das células da MO dos participantes expostos e das CTHs
extraido sera modificado pelo tratamento com bissulfito de sédio (Herman et al. 1996). Para a conversio do
DMA genomico, sera utilizado o EpiTec Bissulfite Kit (Qiagen, Hilden Germany), de acordo com
especificages do fabricante. O DNA modificado sera amplificado utilizando-se pnmers especificos para as
regides selecionadas, que possuem adaptadores para sequenciamento utilizando a plataforma MiSeq
{llumina NGS sequencing), with the 600 bp V3 reagents kit seguindo as recomendacdes do fabricada. As
sequencias para as regides de estudo serdo obtidas no site UCSC Genome Bioinformatics
(http://genome.ucsc. eduw/) e os sitios CpGs sero determinados pelo programa MethyPrimer(Li and Dahiya
2002). Os genes de reparo investigados serao: ATM, BRCA1, BRCA2, RADS1, XRCC5,
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XRCCB, LIG4, XPA, XPC, ERCC2, ERCC4, ERCCS, ERCCE & ERCCS, os genes de ciclo celular e fuso
mitdtico serdo: MAD2, CDC20, TPX2, AURKA, AURKEB, CDKN1A, & como marcadores de plunpotencia:H13,
IGF2, KIT, SOX2, OCT4 e MYC.METILACAC GLOBAL DO DNA: A porcentagem de mutilacdo global do
DMA das células da MO dos participantes expostos sera realizada a partir da técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), utilizando-se o Imprint Methylated DNA Quantification Kit (Sigma-Aldrich,
EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Sobrepondo os resultados das amostras com a curva
controle, e possivel quantificar a quantidade de metilcitosinas presentes no DNA. COMPRIMENTO DO
TELOMERO: O comprimento telomerico das células da MO dos participantes expostos sera determinado
pelo método quantitativo da reacdo em cadeia da polimerase (QPCR). Este método determina o
comprimento telomerico a partir da abundancia de sequéncia telomerica (TTAGGG) em comparagdo a
abundancia da sequéncia de um gene Unico (single gene; razdo T/S), baseado no métedo de Cawthon, com
algumas modificacdes (Calado et al. 2011; Cawthon 2009; Scheinberg et al. 2010).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar o efeito da exposicio ocupacional a defensivos agricolas na reprogramagdc epigenética de
celulas tronco hematopoiéticas (CTHs), bem como a caracterizacio citogenética e molecular dos individuos
expostos, e relacionar com fatores progndsticos e susceptibilidade a doencas hematologicas.

Objetivo Secundario:

- Fomentar um grupo multidisciplinar para a caracterizag3o melecular e citogenética de individuos expostos
a defensivos agricolas no estado do Cearg;

- Caracterizar sécio clinico demograficamente a populacdo de agricultores expostos 4 defensivos agricolas
no municipio de Limoeiro do Norte, da regido do Baixo Jaguaribe no Cear3;- ldentificar as alteracbes
epigenéticas relacionadas a genes de reparo do DNA: ATM, BRCA1, BRCAZ, RADS1, XRCCh, XRCCE,
LIG4, XPA, XPC, ERCC2, ERCC4, ERCCS, ERCCE e ERCCE, e genes do cicle celular e fuso mitético:
MADZ2, CDC20, TPX2, AURKA, AURKB e COKN1A em células da medula éssea de individuos expostos a
defensivos agricolas;

- Avaliar o comprimento do teldmero das células da medula 0ssea de individuos expostos a defensivos
agricolas;

- Awaliar a metilacdo global do DNA de individuos expostos a defensivos agricolas;

- Cultivar e caractenzar células tronco (CD24+) de individuos expostos a defensivos agricolas;
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- Awvaliar a reprogramac 3o epigenética de genes de pluripoténcia das CTH de individuos expostos a
defensivos agricolas no estado do Cears;

- Identificar a relacdo e susceptibilidade com o desenvolvimento de doencas hematologicas;

- Contribuir com novas acfes e tecnologias que favorecam ao diagnostico precoce de novos casos de
cancer.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Um possivel risco para ¢ estudo prospectivo de CTHs ao trabalhaderes rurais participantes da presente
pesquisa é a possibilidade de existéncia (raras) de uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de
onde foi realizada a punc3o estemal (retirada da medula dssea) ou coleta venosa do sangue periférico, sem
a ocorréncia de maiores consequéncias clinicas, tendo os sintomas desaparecidos em poucos dias apos o
procedimento.

Beneficios:

Os beneficios a serem obtidos est3o relacionados a investigacdo cientifica para a identificac3o das
alteracBes genéticas e epigenéticas em células de trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos no municipio
de Limoeiro do Norte, no Ceara, serdo Gteis ao SUS quante ao advento de novas acdes e tecnologias que
favorecam ao diagnodstico precoce de novos casos de cancer,especialmente os oncohematoldgicos, na
populac3o de agricultores do estado do Ceara.

Riscos e Beneficios:

Mo estudo retrospective com os agricultores, projeto ndo possui nscos no que diz respeito ao paciente, ja
que as amostras ja foram coletadas durante a bidpsia de medula necessaria para o diagnéstico e tratamento
da doenca. Um possivel risco do estudo é referente esgotamento efou contaminacio da amostra com a
impossibilidade de realizac3o de alguns testes. Porem a sele¢do dos casos sera feita juntamente com a
equipe das instituicdes para evitar que isto ocorra. Ainda, os devidos cuidados de biosseguranca serdo
tomados durante a realizacdo do estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, com metodologia clara.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
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¥raa ™

Todos os termos foram apresentados. Conforme solicitado foi acrescentado no TCLE os dados de contato

do CEP/PROPESQ.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Nio se aplica.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Enviar o relatorio final ao concluir a pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PBE_INFORMACCOES_BASICAS DO P | 13/01/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1584414 pdf 10:45:51
TCLE/ Termos de | TCLE_13012021.pdf 13/01/2021 |Cnstiana Libardi Aceito
Assentimento [ 10:44:35 |Miranda Furtado
Justificativa de
Auséncia
Recurso Anexado | Autonzacac do chefe servico pdf 30M072020 |Crstiana Libardi Aceito
pelo Pesquisador 10:01:41 | Miranda Furtado
Declaracio de Carta_de_anuencia_ pdf 30/10/2020 | Cristiana Libardi Aceito
Instituicio e 09:57:44 |Miranda Furtado
Infrasstrutura
Cutros ISENCAO_TCLE_CRISTIANA pdf 30/10/2020 |Cristiana Libardi Aceito
09:51:18  |Miranda Furtado

Cutros AUTORIZACAD pdf 30/10/2020 |Cristiana Libardi Aceito
09:42:03  |Miranda Furtade

Folha de Rosto folha_de rosto Cnstiana.pdf 30M072020 |Crstiana Libardi Aceito
0931:11  |Miranda Furtado

Prajeto Detalhado / | Projeto_CRISTIANA pdf 30/10/2020 | Cristiana Libardi Aceito

Brochura 09:28:18 |Miranda Furtado

Investigador

TCLE/ Termos de | TCLE_PADRAQ pdf 30/10/2020 |Cristiana Libardi Aceito

Assentimento / 09:22:02 |Miranda Furtado

Justificativa de

Auséncia

Declaracio de Termo_de_compromisso_do_pesquisad | 13/08/2020 |Cristiana Libardi Aceito

Pesquisadores or.pdf 155346 |Miranda Furtado

Declaracio de Autorizacao_institucional pdf 10/08/2020 |Cristiana Libardi Aceito

Instituicio e 15:58:02  |Miranda Furtado

Infrasstrutura

Orcamento Orcamento.pdf 10/08/2020 |Cnstiana Libardi Aceito
15:39:23 | Miranda Furtado

Declaracio de declaracao_concordancia.pdf 10/08/2020 |Cristiana Libardi Aceito
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concordancia declaracao_concordancia. pdf 15:35:00  |Miranda Furtado Aceito
Cronograma Cronograma_pdf 10/08/2020 |Cnstiana Libardi Aceito
14:34:39  [Miranda Furtado

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
FORTALEZA, 21 de Janeiro de 2021

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador(a))
Enderego: Rua Cel. Mumes de Melo, 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: B80.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (B5)3305-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

»*
¥

Universidade Federal do Ceara/UFC

Introducédo: Estamos desenvolvendo uma pesquisa intitulada Reprogramacéao
epigenética de células tronco hematopoiéticas em individuos com
exposicdo ocupacional a defensivos agricolas e susceptibilidade a
doencas hematoldgicas, para a qual estamos coletando exames laboratoriais
de pessoas que trabalham na plantacdo de banana, com o intuito de identificar
0S agravos a saude daqueles que se encontram expostos.

Termo de consentimento livre e esclarecido: Estamos convidando vocé a

participar de uma pesquisa sobre agravos a saude relacionados a exposicao a

agrotoxicos em trabalhadores do cultivo da banana na Chapada do Apodi. Para

isso, estamos pedindo a sua autorizagéo para participar desta pesquisa. Neste
estudo, colheremos informacdes sobre o seu trabalho e a sua salude através de
guestionario, exame meédico e analises clinicas, toxicolégicas e avaliacdo da

medula 6ssea, ou seja, o 0rgdo que produz o sangue. Sua participacdo é

importante para que se possa conhecer o perfil de saude-adoecimento destes

trabalhadores, o que pode ajudar a empresa, 0s 6rgaos publicos e os préprios
trabalhadores a prevenirem eventuais problemas de saude. Esclarecemos que

a sua participacao neste estudo é de carater voluntario — vocé néo é obrigado a

participar. Vocé pode recusar-se a participar ou retirar seu consentimento a

gualquer momento, sem penalidade alguma. N&o haverd nenhum tipo de

remuneracao por sua participacdo. As informacdes obtidas na pesquisa séo
confidenciais e ndo sera identificada a sua pessoa. A divulgacdo da pesquisa

sera feita em eventos e publicacfes cientificas da area da saude, trabalho e

meio ambiente, sem mencionar os nomes dos participantes. Os procedimentos

adotados nessa pesquisa ndo oferecem risco a sua saude, podendo gerar
desconforto durante a coleta de aproximadamente 10 ml de sangue da medula

0ssea e dos vasos sanguineos. Vocé tera acesso aos resultados dos exames e,

caso seja encontrada alguma alteracdo, sera oferecido acompanhamento e

tratamento no Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Ceara.

Eu, , declaro que, apos
ter sido esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
aceito participar voluntariamente deste protocolo de pesquisa e permito que minhas
informacdes sejam analisadas e utilizadas pelo estudo.

Sujeito da Pesquisa



APENDICE C - QUESTIONARIO APLICADO AOS AGRICULTORES
Questionario de Exposicdo aos Agrotoxicos

\Vocé trabalha no cultivo da banana?
1.( )Sim 2.( )N&o. Sesim h& quanto tempo (anos/ meses)
Empresa: () Delmont  ( )Banesa ( ) Pequeno Produtor
NOME:

DATA DE
NASCIMENTO: TELEFONE:

ENDERECO

Foi colhido medula e sangue periférico: 1. ( ) Sim 2. ( ) Néo

PARTE 1 - CARACTERISTICA DEMOGRAFICA

PULE
No. QUESTAO CATEGORIAS PARA

Quantos anos
Limoeiro do Norte
Quixeré

Russas
OBS. Se for hd menos de dez anos, fazer a pergunta 111, Outra

se for ha mais pular para 112. ( )
Né&o respondeu

110 | Qual a cidade em que vocé mora atualmente?

J>OJI\)H|

99

PARTE 2 - HABITOS DE VIDA

N&o bebo
Raramente bebo
Mensalmente
Semanalmente
Diariamente
Néo sei

Né&o respondeu

—204
202 | Vocé faz uso de algum tipo de bebida alcodlica?

©

Cachaca

Cerveja

Vinho

Conhaque

Rum

Vodka

Outro ( )

Né&o respondeu

203 | Qual o seu tipo de bebida preferida?

~NOoO O WNRP(O0UWNPRE

©
©

Né&o fumo —207
Raramente fumo
Diariamente

Né&o respondeu

204 | Voceé tem o habito de fumar?

De 1 a 4 vezes ao dia
De 5 a9 vezes ao dia
10 a 19 vezes ao dia
Mais de 20 vezes ao dia

Néo respondeu

205 | Qual a freqliéncia do uso de fumo por vocé?
anos

©
B WONPRP(OWwNPE

©
©

PARTE 3 - HISTORIA PREGRESSA FAMILIAR

Sim

Né&o

Quem

( )
Néo sei

Né&o respondeu

312 | Alguma pessoa da sua familia teve algum tipo de cancer nos —401

Gltimos dez anos?

© ©
©O© 0 WN -




Pele 1
313 | Que tipo de cancer essa pessoa da sua familia apresentou? Mama 2
Utero 3
Ovério 4
Sangue/Leucemia 5
Outros 6
( ) 88
Néo sei 99
Né&o respondeu
PARTE 4 - CARACTERIZACAO DO TRABALHO
Menos de 01 ano 1
401 Quantos anos de trabalho na agricultura vocé tem? De 01 a 04 anos 2
De 05 a 08 anos 3
De 08 a 12 anos 4
Mais de 12 anos 5
Né&o sei Nao 88
respondeu 99 | —403
Estudante 1
402 Qual a sua atividade de trabalho, antes de trabalhar na Autonomo 2
agricultura? Ped_”?'m 3
Eletricista 4
Comerciario 5
Agricultor 6
Outros 7
( ) 99
Néo respondeu
Administracdo 1
405 Em qual setor da empresa vocé trabalha? Setor de Q_mmjca/prepfara_gao 2
Aplicagéo de quimicos 3
Plantio 4
Preparacéo de mudas 5
Setor de colheitas 6
Setor de embalagem 7
Restaurante 8
Qutro ( ) 9
Nao respondeu 99
Administrador 1
406 Qual a fungfio que vocé exerce em seu trabalho? Engenheiro 2
Advogado 3
Técnico Agricola 4
Técnico de Laboratério 5
Técnico de seguranca do Trabalho 6
Vigilante 7
Preparador de Produtos quimicos 8
Aplicador de Agrotdxicos 9
Preparador de mudas 10
Plantador 11
Irrigadores 12
Adubacéo 13
Desbaste 14
Eliminacdo de pencas ou falsa penca 15
Eliminacéo do coragdo 16
Limpeza do cacho 17
Escoramento das bananeiras 18
Desvio do cacho ou do “filho” 19
Rebaixamento do pseudocaule (tronco) 20
Embolsamento de cachos 21
Marcador de cacho 22
Rebaixador inicial 23
Rebaixador final 24
Desfolha 25
Colhedor de frutas 26
Pos-colheita 27
Tratorista 28
Cozinheiro 29
Outros 30
( ) 99

Néo respondeu

PARTE 5 - CARACTERIZACAO DA EXPOSICAO DO TRABALHADOR




Sim 1
503 | Se naempresa que vocé trabalha existe uso . [\lao 2 —601
de agrotdxicos (veneno), vocé tem algum Nao sei Nao 8 —601
contato com eles? respondeu 9 | o1

Direto (durante a atividade de trabalho) 1

504 | Qual é o tipo de contato que vocé tem com Indireto (ap6s aplicagdo, colheita, mu.da eﬂout(os) 2

esses agrotoxicos (veneno)? Durante a pulverizagdo aérea 3

Né&o sei Né&o respondeu 88

99

Preparagao de misturas 1

505 Em qual (ais) atividade(s) de trabalho vocé Pulverl'za(;e”{o cqstal 2

tem contato com agrot6xicos (veneno)? Pulverizagdo acrea 3

Armazenamento 4

Descarte de embalagem 5

Limpeza de roupa 6

Limpeza do equipamento 7

Gotejamento continuo 8

Transporte 9

Trabalho em area pulverizada 10

Embalagem do produto final 11

Outros 12

( ) 88

Né&o sei 99

N&o respondeu

Durante a pulverizagéo, pois vocé permanece em sua fungdo 1

506 Nos periodos de pulverizacio aérea, 0 seu \Vocé ?juda asinalizar para o aviéo com ba_ndei~ra 2

contato com o Veneno acontece: Vocé entra no bananal logo apfos a pulver{zagao 3

Vocé mora perto das areas pulverizadas 4

Néo sei 88

Né&o respondeu 99

Bayfidan EC 1

508 | Quais sdo os agrotéxicos (veneno) que vocé Borax 2

tem contato? Bravonil 500 3

Carbofuran 4

o x . Cercobin 500SC 5

OBS: os que estdo grifados séo herbicidas Cobre Atar BR 6

Comet 7

Cuprozeb 8

Domark 100EC 9

Finale 10

Flare 11

Folicur 200 CE 12

Fugiscan 700WP 13

Garant 14

Gramocil 15

Gramoxone 200 16

icarus 17

Impact 125SC 18

Juno 250CE 19

Manzate 800 20

Metiltiofan 21

Mythos 22

Nativo 23

Opera 24

Opus SC 25

Orius 250EC 26

Roundup 27

Score 28

Scout NA 29

Soprano 125SC 30

Soprano 25 EC 31

Stratego 250 EC 32

Sulfato de cobre 33

Support 34

Tango Cash 35

Tecto SC 36

Tilt 37

Triade 38

Triazol 39

Virtue 40




Outros ( ) 41
Né&o sei N&o respondeu 88
99
Meses
509 Ha quanto tempo vocé trabalha com :Anos_ -
agricultura familiar? . L —
Né&o respondeu _
88
99
Diaria — horas / dia I
510 | Qual é a freqiiéncia com que vocé entra em Semanlal - dia/ se;nar]a —; —
contato com agrotéxicos (veneno)? Mensal —semana / més — —
Anual — meses/ano I
N&o sei 88
N&o respondeu 99
Menos de 12 horas 1
511 | Quantos dias ou horas faz que vocé teve o g: izaa72d4i ahsoras g
Gltimo contato com agrotdxicos (veneno)? Mais de 7 dias 4
Néo sabe 88
Né&o respondeu 99
512 Quais 0s agrotoxicos que vocé teve contato Indrec 1
durante a Agricultura Familiar? Folidol 2
Folisuper 3
Azodrin 4
24-D 5
Propanil 6
Tamaron (Metamidofos) 7




513 Quanto tempo vocé trabalhou com esses Menos de 01 ano 1
agrotéxicos? De 01 a 04 anos 2
De 05 a 08 anos 3
De 08 a 12 anos 4
Mais de 12 anos 5
Outro ( ) 6
Néo sei 7
Né&o respondeu 8
PARTE 6 - MEDIDAS DE CONTROLE DO RISCO ADOTADOS PELO TRABALHADOR
613 Qual (ais) desta(s) medida(s) de prevencéo vocé adota em seu
trabalho.
Pode marcar mais de uma alternativa
Freqlientemente As vezes Nunca NS NR
Luvas 1 2 3 88 99
Mascaras 1 2 3 88 9
Lenco 1 2 3 88 99
Oculos 1 2 3 88 99
Chapéu 1 2 3 88 99
Botas 1 2 3 88 99
Macacéo 1 2 3 88 99
Observacgéo dos ventos 1 2 3 88 99
Banho apos o trabalho 1 2 3 88 99
Nenhuma protegdo 1 2 3 88 99
PARTE 9 - HISTORIA CLINICA DO TRABALHADOR
Sim 1
901 | Atualmente estd com algum problema de satde? Nédo 2
Qual 3
( ) 88
Né&o sei N&o respondeu 99
902 | Est4 tomando algum medicamento Sim
Néo
Qual
( )
Néo sei

Né&o respondeu

Entrevistador:

Obrigado por ter participado




