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RESUMO

As Leucemias sdo doencas malignas dos glébulos brancos (leucécitos) de origem,
na maioria das vezes nao conhecida. O desenvolvimento de cancer depende de
uma série de fatores, como intensidade de exposicdo a carcindbgenos e a
suscetibilidade genética do individuo. A biotransformacao de xenobidticos é dividida
em duas etapas: fase | - oxidacdo e biossintese e fase Il - degradacdo ou
detoxificacdo. Polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas no
biometabolismo influenciam diretamente a resposta individual a carcindbgenos. Este
trabalho teve como objetivo realizar um estudo de associacdo tipo caso-controle,
procurando verificar a associacdo de polimorfismos nos genes do biometabolismo
GSTM1, GSTT1 e CYP2D6 com o desenvolvimento das leucemias mieldide crbénica
e mieléide aguda. A amostra estudada foi composta por 61 pacientes com LMA e 67
pacientes com LMC e seus respectivos controles, pareados por sexo, etnia e faixa
etaria (x5 anos). Foram utilizadas amostras de medula 6éssea de pacientes e sangue
periférico de controles e o DNA foi extraido pelo método de salting-out. Os
polimorfismos foram analisados através de técnicas de PCR e PCR-RFLP. Para a
LMA a média de idade dos pacientes foi de 40,05 = 13,10 e dos controles de 39,59 +
12,41, sendo que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre estas
(t=0,20; P>0,80). Foi encontrada uma associacdo positiva entre o gene GSTT1 e a
suscetibilidade a LMA: GSTT1 - OR = 18,79 (IC 95% = 6,93-50,98), na distribuicédo
da freqiiéncia genotipica (x?1 = 42,40; P<0,001) e também no estudo dos gendtipos
de risco em conjuntos para os genes de fase Il, GSTM1 e GSTT1 (OR =2,6 — IC
95% = 1,20-5,62). Para os outros genes analisados ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo das freqiéncias genotipicas
e também ndo foram encontradas associa¢des: GSTM1 — OR = 0,88 (IC 95% =
0,43-1,79) e CYP2D6 — OR = 0,58 (IC 95% = 0,25-1,35). Para a LMC a média de
idades dos pacientes foi de 48,21 + 11,94 e dos controles de 44,60 + 9,79, sendo
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre estas (t=0,03; P>0,90).
Foi encontrada uma associacdo positiva entre o gene GSTT1 e a suscetibilidade a
LMC: GSTT1 - OR = 4,34 — IC 95% = 1,90-9,95, e também na distribuicdo da
freqiiéncia genotipica (x?. = 13,06; P<0,001). Para os outros genes analisados nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo das
frequéncias genotipicas e também ndo foram encontradas associacées: GSTM1 —
OR =0,88 (IC 95% = 0,44-1,76) e CYP2D6 — OR = 0,54 (IC 95% = 0,26-1,11). Estes
resultados sugerem que o gene GSTT1 possui um envolvimento significativo tanto
com a suscetibilidade a leucemia mieldide crénica quanto com a leucemia mieloide
aguda. Os outros genes analisados (GSTM1 e CYP2D6), também envolvidos no
biometabolismo de diversos carcindgenos, podem nao contribuir de forma isolada
para o risco de desenvolvimento da LMC e LMA. No entanto, 0s mesmo podem ser
relevantes numa atuacao conjunta — entre si e/ou — com outros genes na génese de
diversos canceres, inclusive as leucemias.
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1 INTRODUCAO

Céancer € o0 nome dado a um conjunto de doencas que tem em comum o
crescimento desordenado de células. Claramente uma doenga genética, o cancer €
o resultado de um acumulo de mutacdes em pontos especificos do DNA que
promovem um desequilibrio no controle do ciclo celular. As causas do cancer podem
ser externas ou internas, estao inter-relacionadas e referem-se, respectivamente, a
guestdes como o0 meio ambiente, habitos ou costumes de uma sociedade e a
capacidade do organismo de se defender, este Ultimo aspecto resultante de
caracteristicas genéticas pré-determinadas.

A biotransformacéo € o processo onde as substancias sdo metabolizadas e
eliminadas. O biometabolismo é feito em duas fases: a primeira ou Fasel, onde
ocorre a ativacdo das substancias pela criagdo de centros eletrofilicos e a segunda
ou Fase Il, onde occorre a eliminacao pela conjugacdo com substratos enddgenos.
Polimorfismos nos genes que atuam na biotransformacéo podem levar a alteracdes
na funcdo ou expressdo de proteinas, levando a um desequilibrio na
ativacao/inativacdo de substancias e influenciando a suscetibilidade ao cancer.

Estudos que analisam polimorfismos genéticos tém sido importantes
ferramentas para o conhecimento do cancer e identificacdo de subgrupos
populacionais que apresentem maiores riscos, repercutindo em efetividade no
desenvolvimento e direcionamento de terapias.

Leucemias sdo malignidades hematopoiéticas onde a intensa proliferacéo
irregular de células jovens (blasticas) faz com que estas substituam as células
normais na medula éssea. De acordo com o tipo de linhagem envolvida (mieldide ou
linféide) e com o grau de diferenciacdo das células as leucemias sao classificadas
em quatro grades categorias: Leucemia Mieldide Aguda, Leucemia Mieloide Cronica,
Leucemia Linféide Aguda e Leucemia Linfode Croénica.

Neste trabalho serdo analisados os genes do biometabolismo GSTM1,
GSTT1 e CYP2D6 entre controles e portadores de Leucemia Mielbide Aguda e
Leucemia Miel6ide Cronica através de PCR e PCR-RFLP.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar marcadores moleculares que auxiliem na prevencéo, progndéstico

e terapéutica de portadores de leucemia mieléide aguda e crénica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos genes anteriormente

referidos em pacientes e controles;

* Realizar estudo de associagdo tipo caso-controle para verificar
presenca ou auséncia de associagdo entre as variantes alélicas e a
ocorréncia de LMA e LMC;

e« Comparar os resultados obtidos com outros trabalhos descritos na

literatura.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

David Von Hansemann e Theodor Boveri foram os principais contribuidores
ao inicio dos debates sobre a relacdo entre alteragbes cromossomicas,
tumorigénese e malignidades (HARDY; ZACHARIAS, 2005). Seus estudos datados
de 1890 e 1914, respectivamente, foram 0s primeiros com observacdes relevantes
sobre a origem e desenvolvimento do cancer.

O patologista alem&o Hansemann observou divisdes nucleares assimétricas
em bidpsias de cénceres epiteliais humanos e em varios outros tumores, embora
tenha permanecido cético, por toda a sua vida, com relacdo ao fato de tais
anormalidades serem as causas dos tumores.

Quase 25 apos as observaces iniciais de Hansenmann, Boveri postulou
que aberracdes cromossbémicas seriam responsaveis pelo comportamento maligno
das células cancerosas, mas esta hipotese s6 pode ser confirmada na década de
60, com a evolucao dos estudos citogenéticos de células neopléasicas (MITELMAN,
1994). O desenvolvimento das pesquisas em cancer se intercalou com 0 progresso
da genética e da biologia molecular, sendo que a melhoria de técnicas de
manipulacdo génica permitiu a clonagem e identificacdo de genes localizados nos
pontos de quebra das altera¢cdes cromossdmicas, possibilitando um grande avanco
nos estudos sobre a etiologia da doencga (FRANK, 2007).

O céncer é hoje claramente compreendido como uma doencga genética, que
ocorre pelo acumulo de mutacdes ao longo dos anos em genes que controlam o
crescimento e a diferenciacao celular (SUGIMURA, 1998). Embora a maioria dos
canceres origine-se de uma unica célula anormal, uma sucessao de eventos ? séo
necessarios para que se estabeleca o precesso cancerigeno. Na transformacéo
celular pelo menos duas classes de genes representam alvos criticos para agentes
carcinogénicos: proto-oncogenes e genes supressores tumorais. Mutagbes que
ativam oncogenes ou inativam genes supressores tumorais sdo de grande
importancia na iniciacdo de neoplasias (ALBERTS et al., 2002; BABA; CATOI,
2007).

Os oncogenes representam formas alteradas dos proto-oncogenes celulares
normais cujos produtos séo elementos de controle positivo do ciclo celular, como

receptores de fatores de crescimento, proteinas de transducdo de sinais e



reguladores transcricionais. Outros produtos de proto-oncogenes atuam na
regulacdo negativa de vias apoptéticas (GRIFFITHS et. al., 1999). A ativacdo dos
oncogenes celulares pode-se dar por alteracdes reguladoras, estruturais ou por
mutacbes de ponto. Como consequéncia dessas alteracdes, a expressdo dos
oncogenes comanda a proliferacdo anormal das células e a formagdo do tumor
(COOPER, 1994).

A funcdo dos genes supressores tumorais € complementar a dos proto-
oncogenes: alguns codificam reguladores negativos do ciclo celular enquanto outros
codificam reguladores positivos da apoptose. Mutagdes em genes supressores de
tumor sao de grande importancia na carcinogénese, pois alteracdes nestes liberam a
célula da inibicdo regulada nos pontos de checagem, levando a proliferacdo
desordenada (GRIFFITHS et al., 1999; WEINBERG, 1991).

3.1 LEUCEMIAS

Desordens mieloproliferativas séo caracterizadas pela proliferacdo de
linhagens celulares medulares, com ou sem inibicdo da maturacdo, que resultam na
hiperplasia de células blasticas, granulécitos, eritrocitos ou trombdcitos.

O termo leucemia inclui as neoplasias de todas as linhagens celulares
hematopoiéticas onde ocorre uma invasdo massiva do sangue, medula 0ssea, baco,
figado e linfonodos, com gradual substituicdo das células hemolinfopoiéticas normais
(BABA; CATOI, 2007).

A “Estimativa 2010 de Incidéncia do Cancer no Brasil’ estima para 0s anos
2010 e 2011 a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer, sendo esperados
236.240 para o sexo masculino e 253.030 para o sexo feminino.

Para a leucemia sao esperados aproximadamente 9.580 casos para o Brasil
e com relacdo ao Parana a taxa bruta de incidéncia estimada para o ano de 2010 &
de 6,56 casos para cada 100.000 homens e de 5,39 casos para cada 100.000
mulheres (INCA, 2010).

As leucemias séo divididas em quatro tipos principais classificadas de
acordo com o tipo de linhagem envolvida (mieldide ou linféide) e com o grau de
diferenciacdo das células (agudas ou cronicas) em: Leucemias Mieldides Agudas
(LMA) e Crbnicas (LMC) e Leucemias Linféides Agudas (LLA) e Crdnicas (LLC).



A leucemia aguda progride rapidamente e afeta a maioria das células
imaturas (ainda néo totalmente diferenciadas), que perdem a capacidade de
desempenhar as suas funcbes normais. As células imaturas sdo denominadas
“linfoblastos” e “mieloblastos” que multiplicam-se de forma anormal e acumulam-se
impedindo que sejam produzidas células sanguineas normais.

A leucemia crbnica progride lentamente permitindo o crescimento de maior
namero de células ja maduras. Em geral, essas células mais diferenciadas podem

ser capazes de exercer algumas de suas fungdes normais.

3.1.1 Leucemia Mieldide Aguda

As leucemias agudas sao doencas heterogéneas, tanto sob o aspecto
morfolégico como bioldgico, pois 0 processo neoplasico que da origem ao clone
leucémico pode se originar em diversas fases do desenvolvimento das diferentes
linhagens celulares da medula 6ssea. As tentativas de separar estas doencgas de
acordo com suas semelhancas resultaram na identificagdo de dois grandes grupos
de LA com evolucéo clinica e resposta terapéutica distintas, as leucemias mieldides
agudas (LMA) e as leucemias linféides agudas (LLA).

A leucemia mieldide aguda € uma doenca geneticamente pleiomorfica,
caracterizada por uma interrupcdo da maturagdo associada a proliferacao
descontrolada de células progenitoras hematopoiéticas. Aproximadamente 60% dos
pacientes apresentam cariétipo anormal, sem que se possa no entanto identificar
quais anormalidades representaria 0s eventos primarios na patogénese da LMA
(LOWENBERG, 2008; GREGORY, 2009).

Embora entre criancas a Leucemia Linfocitica Aguda seja a mais
predominante, entre os adultos a LMA é de longe a variedade mais comum.
Representando 25% de todos os tipos de leucemia e 85% dos casos de leucemia
aguda, ainda continua a apresentar as menores taxas de sobrevivéncia dentre todas
as leucemias. Sua ocorréncia é maior no ocidente, apresentando uma incidéncia de
3,4 para 100.000 pessoas ou de 2,5 para cada 100.000 pessoas quando ajustado
pela idade para a populacdo padrédo mundial (KUFE et al., 2003; DESCHLER,;
LUBBERT, 2006).



Nas ultimas trés décadas se intensificaram os estudos das alteracbes
citogenéticas e moleculares na patogenia da LMA, tornado-se cada vez mais
aparente a heterogeneidade no nivel molecular (GRIMWADE; HILLS, 2009). E de
grande importancia a definicdo de anormalidades genéticas individuais ou
combinacgdes de marcadores que possam fornecer informacdes significativas para o
estabelecimento de relagBes pré-tratamento afim de um melhor resultado para o
paciente.

A classificacdo FAB (Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico)
inicialmente baseia-se na semelhanca morfoldégica da célula normal com o seu
equivalente leucémico, reconhecendo subtipos que refletem o grau de maturacéo e
a linhagem celular comprometida. Além da presenca de granulos, os blastos
mieldides apresentam precocemente na sua diferenciacdo a enzima
mieloperoxidase (MPQO), que ocorre apenas em células de linhagem
mielomonocitica, tendo sido arbitrado pelo grupo FAB que a sua presenca em pelo
menos 3% das células blasticas caracterizaria uma leucemia aguda como LMA
(LUSIS, 2000). As publicacdes do grupo FAB definiram oito subtipos de LMA: LMA
MO ou Mieloblastica sem diferenciagdo, LMA M1 ou sem maturacdo LMA M2 ou
Mieloblastica com diferenciagdo granulocitica, LMA M3 ou Promielocitica
hipergranular, LMA M3v ou Promielocitica variante, LMA M4 ou Mielomonaocitica,

LMA M5 ou Monocitica ou Monoblastica e LMA M7 ou Megacarioblastica.

3.1.1.1 Aspectos Citogenéticos e Moleculares da LMA

As primeiras descri¢cdes de alteracdes cariotipicas em LMA foram publicadas
no final dos anos 50, muito antes de ser possivel a identificacdo individual de
cromossomos humanos. Quando os primeiro estudos de bandeamento foram
realizados, no inicio dos anos 70, descobriu-se que aproximadamente metade dos
pacientes possuiam aberracfes clonais. Esta porcentagem permaneceu constante
por um longo periodo até que posteriormente, com estudos de diversos laboratérios,
0s caridtipos anormais foram observados em 70-80% ou mais dos pacientes
estudados (HEIM e MITELMAN, 1995).

Embora o perfil cariotipico na maioria das vezes seja diferente entre os

diversos casos, a distribuicdo das alteragbes ndo € aleatdria. Algumas das
aberracbes se encontram principalmente associadas a subtipos hematologicos,



refletindo uma concordancia entre caracteristicas morfologicas e citogenéticas que
indicam a importancia das aberragdes na patogénese.

Algumas das reconhecidas anormalidades estruturais caracteristicas da LMA
sao produtos de:

e Translocacgbes: t(1;3)(p36;921), t(1;7)(q1l0pl0), t(1;22)(p13;q13),

t(1;11)(q21;923), t(3;3)(q21;926), t(3;5)(q21-25;q31-35),
t(3;21)(q26;922), 1(6;9)(p23;934), t(6;11)(927;923), t(7;11)(p15;p15),
t(8;16)(p11;p13), t(8;21)(q22;922), t(9;11)(p21-22;923),
t(9:22)(q34:q11), t(10;11)(p11-15:q13-23), t(11;17)(q23;925),

t(11;19)(g23;p13), t(15;17)(q22;911-21), t(16;16)(p13;922) e
t(16;21)(p11;922).

* Inversdes:inv(3)(q21g26) e inv(16)(p13922).

* Inserc¢des: ins(3;3)(q26;921926).

» Delecdes: del(5q), del(7q), del(9q), del(12p), del(16)(22q), del(20q)

* Isocromossomos: i(17Qq)

» Aberracbes numéricas: Trissomias (dos cromossomos 4, 8, 9, 11, 13,
21 e 22), monossomias (do cromossomo 7) e perda do cromossomo Y.

O desenvolvimento da leucemia mieldide aguda tem sido associado com
diversos fatores de risco, como idade do paciente, doencas hematoldgicas prévias,
virus, desordens genéticas (como por exemplo Sindrome de Down, Klinefelter,
Patau, Ataxia-Teleangiectasia, Sindrome de Shwachman, Anemia de Fanconi,
Neurofibromatose), exposicdo a agentes fisicos e quimicos (benzeno, pesticidas,
herbicidas, fumo), radiacbes (terapéuticas e nao-terapéuticas) e quimioterapia
(agentes alquilantes, inibidores de topoisomerases, antraciclinas) embora estes
sejam responsaveis por apenas uma pequena parte dos casos observados
(DESCHLER e LUBBERT, 2006).

A ocorréncia de Leucemia mieldide aguda encontra-se relacionada aos
processos quimioterapicos. Apds o tratamento de muitas desordens malignas um
dos efeitos do intenso regime genotéxico é o surgimento de uma nova malignidade
anos apos o término do tratamento. Esta segunda malignidade é, na maior parte dos
casos, uma leucemia mieldide aguda que passa entdo a ser chamada de LMA
secundaria (sLMA) ou LMA relacionada a terapia (tLMA) (HEIM e MITELMAN, 1995).



3.1.2 Leucemia Mielbide Cronica

A leucemia mieldide cronica (LMC) € uma desordem mieloproliferativa
caracterizada pela expansao clonal de células hematopoiéticas maduras ou bem-
diferenciadas. Com uma incidéncia de dois casos para cada 100.000 pessoas, e
pico de incidéncia entre 45 e 55 anos de idade, representa de 7-20% de todos os
casos de leucemia € a melhor caracterizada no nivel molecular (AGUILERA;
TSIMBERIDOU, 2009; VON BUBNOFF;, DUYSTER, 2010; BAYRAKTAR,
GOODMAN, 2010).

Foi descrita ha mais de 150 anos, independentemente, por Donné em Paris
(1844), Virchow na Alemanha (1845) e Craigie e Bennet em Edimburgo (1845)
(CHOPRA,; PU; ELEFANTY, 1999; DEININGER, 2008). Mais de cem anos depois,
em 1960, Nowell e Hungerford descreveram um cromossomo anormal que podia ser
encontrado na linhagem celular mieldide maligna de 85% dos pacientes com LMC
(NOWELL; HUNGERFORD, 1960)

A leucemia mieldide cronica é uma das poucas malignidades ativadas por
um Uunico oncogene. Os portadores desta leucemia apresentam um rearranjo
gendmico caracteristico que se deve a uma translocacdo cromossdmica reciproca
entre a regido q34 do cromossomo 9 e a regido gqll do cromossomo 22 sendo
descrita como t(9;22)(gq34;9g11). No cromossomo 22, a quebra ocorre dentro do gene
BCR e no cromossomo 9 ocorre dentro do gene ABL; resultando em dois
cromossomos derivativos.

Um deles é o cromossomo Philadelphia (Ph) que apresenta o centrébmero do
22 e a regidao proximal do gene BCR justaposta a regido distal do gene ABL,
formando o gene quimérico BCR-ABL. O outro produto € formado no cromossomo
9g+, que contém a parte proximal do gene ABL justaposta a parte mais distal do
gene BCR, formando outro gene quimérico (ABL-BCR), cujo produto génico é
expresso em niveis muito baixos na metade ou em dois ter¢cos dos individuos com
LMC.

O cromossomo Philadelphia foi a primeira evidéncia consistente da
associacao entre uma anormalidade cromossémica e um tipo especifico de leucemia
(NOWELL, 2002). O gene quimérico BCR-ABL é funcional e est4 presente na
maioria dos pacientes com LMC. Ele é dito “quimérico” porque resulta da quebra e
fusdo de dois genes que se encontravam em cromossomos diferentes. E regulado

pela regido promotora do gene BCR, ja que seus dois componentes se encontram



alinhados com uma sequéncia de leitura continua, permitindo a formacdo de um
transcrito (RNA mensageiro) que codifica para uma proteina de fusdo com
propriedades de tirosina-quinase, responsavel pela transformacdo maligna.
(FERREIRA e ROCHA et al.,, 2006).

Embora esta mutacdo cromossdbmica ja tenha sido considerada
patognomoénica da LMC, evidencias da fusdo do gene BCR-ABL ou translocacao
t(9;22)(q34;911) sao encontradas em aproximadamente um ter¢co dos casos de LLA
e em menos de um por cento dos casos de LMA, e existe ainda um grupo
substancial assintomético de pessoas saudaveis que possuem esta aberracdo
cromossOmica (BAYRAKTAR, S., GOODMAN, M., 2010).

A leucemia mieldide cronica possui trés fases distintas de atividade:

« Fase Cronica (CP) — Fase inicial na qual geralmente acontece o
diagndstico e que se nédo tratada avanca para a fase acelerada. Os
pacientes apresentam uma heterogeneidade clinica ainda ndo bem
compreendida molecularmente, que envolve questdes como fatores
ambientais e diferencas genéticas entre os individuos. Quase 50% dos
pacientes sdo assintomaticos. Clinicamente apresenta leucocitose
(>100.000/ul) com continua transformacdo para mieloblastos ou
promieldcitos e esplenomegalia.

» Fase Acelerada (AP) — Geralmente apresenta-se entre trés a cinco
anos apos o diagnostico e é caracterizada por aspectos clinicos como
0 elevado numero de células blasticas no sangue ou medula 0ssea,
contagem variavel de plaquetas (nimero elevado ou abaixo do normal),
aumento do numero de baséfilos no sangue periférico e por fim
presenca de outras anomalias cromossomicas como o duplo Ph,
trissomia dos cromossomos 8 e 9 e novas translocacdes ou delecdes.
A duracdo até a progressao para a crise blastica é geralmente de 4 a 6
meses.

» Crise Blastica (BC) — Infiltrado extramedular no sangue ou medula
0ssea (compativel com o quadro clinico de leucemia aguda) e elevado
namero de células blasticas (= 20%). Apenas 20% a 30% dos
pacientes com LMC em crise blastica respondem a inducdo com

guimioterapicos e apresentam sobrevida de 3 a 6 meses.
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3.1.2.1 Aspectos Citogenéticos e Moleculares da LMC

A anormalidade citogenética caracteristica da LMC €& 0 cromossomo
Philadelphia (Ph), derivado do cromossomo 22 e resultante da translocacao
reciproca entre os cromossomos 9 e 22. Em 2-10% dos casos esse Cromossomo
origina-se de rearranjos variantes decorrentes tanto de simples aberracéo
envolvendo a regido 2211 como de alteracdes complexas envolvendo ambas as
regides 9934 e 2211 com um terceiro ou mais cromossomos.

Esta translocacao causa a fusdo do gene Abelson tk (ABL) com uma regido
de 5,8kb do gene BCR (Breakage cluster region) que codifica uma proteina
constitutiva com atividade excessiva de tirosina quinase capaz de ativar multiplos
sinais de vias transducionais levando a promocéo do crescimento, proliferacao (via
ativacdo de RAS), aumento da atividade transcricional (via recrutamento de STAT) e
sobrevivéncia/diminuicdo da apoptose (através da ativacdo de PI(3)K/AKT) das
células hematopoiéticas, além de mudancas na adesao (RADICH, 2007; AGUILERA
e TSIMBERIDOU, 2009; WANG et al., 2010; REKSODIPUTRO et al., 2010). Além da
proteina de fusdo o gene quimérico BCR-ABL tem sido indicado como uma causa
direta de instabilidade genética por aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que podem levar a transversdes e transicbes nos pares de bases
GC-TA e GC-AT, respectivamente. Ainda, linhagens celulares com tirosina-quinases
ativadas como as que apresentam o BCR-ABL acumulam mais danos ao DNA que
células normais com quinases ativas, porém estas células normais de fato reparam
os danos ao DNA mais rapidamente (RADICH, 2007).

O gene ABL é um proto-oncogene humano e localiza-se em 9934, ocupa
uma regido de aproximadamente 225kb e possui 11 éxons (FERREIRA e ROCHA et
al., 2006). O gene BCR, com atividade de quinase, localiza-se em 22g11, apresenta
aproximadamente 135kb e possui 23 éxons. Este gene codifica uma proteina de
160kDa, a p160 ou proteina BCR, amplamente expressa em tecidos normais. Esta
proteina € uma molécula transdutora de sinal multifuncional que contém trés
dominios estruturais principais; um deles é a regido amino-terminal, codificada pelo
primeiro éxon do BCR e possui atividade serina/treonina-quinase (MARU et al.,
1991). Essa regido é essencial para a ligagdo da proteina ABL e sua ativacao.

Em diferentes patologias as regides de quebra-fusdo séo diferentes: em
aproximadamente 98% das LMC a regido de quebra se encontra em uma sub-regiao
de 5,8kb do gene BCR chamada M-BCR (“Major’-BCR), entre os éxons 12
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(denominado bl) e 16 (denominado b5), enquanto em grande parte das Leucemias
Linféides Agudas (LLA), por exemplo, a quebra ocorre na sub-regido do gene BCR
chamada m-BCR (“minor’-BCR). No gene ABL a maioria das quebras ocorre entre
0s éxons 1b e 2, de modo que o éxon 2 do ABL é justaposto a jusante (sentido 3’) do
segmento translocado do gene BCR (FERREIRA e ROCHA et. al., 2006).

3.2 METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

Diariamente os organismos sdo expostos a uma grande variedade de
xenobidticos. Grande parte destes compostos sdo pequenos, lipofilicos e se
acumulam facilmente nas células, gerando uma toxicidade que pode atingir niveis
letais. O processo de biotransformacgédo ocorre devido a fungdo de enzimas que
reconhecem e convertem 0s xenobidticos a formas sollveis em agua que podem
entdo ser eliminadas do organismo.

O metabolismo de xenobidticos € composto por duas fases: Inicialmente as
substancias sao metabolizadas pelas enzimas de fase I, onde ocorre a criagao de
centros eletrofilicos nas moléculas através de reacdes de oxidacdo. A criacdo
desses centros reativos permite que enzimas de fase Il conjuguem o metabdlito
eletrofilico com varias moléculas enddgenas, como a glutationa, sulfato, glicose e
acetato, resultando num metabdlito final hidrofilico passivel de eliminacéo.

Durante o processo de biotransformacdo a toxicidade do xenobidtico pode
ser reduzida/eliminada no processo de metabolizagcdo, o que de fato ocorre em
muitas situacdes, ou pode haver um aumento da toxicidade especialmente apos as
reacoes de fase | dependendo da estrutura do xenobiotico. Quando o metabdlito é
genotoxico e potencialmente carcinogénico, pode ocorrer a formacdo de ligacdes
covalentes com a molécula de DNA, formando os chamados adutos de DNA (SILVA,;
ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

Muitas familias diferentes de enzimas estdo envolvidas no metabolismo de
xenobibticos, mas as mais estudadas séo: Citocromo P450 (CYPs), Glutationa S-
transferases (GSTs) e N-acetil-transferases (NATS). As enzimas da Familia CYP
atuam na fase I, também chamada fase de ativacdo, e as enzimas pertencentes as
Familias GSTs e NATs atuam na fase Il, também chamada de fase de detoxificacéo
(AUTRUP, 2000).
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As enzimas pertencentes a estas familias sdo codificadas pelos genes do
biometabolismo e muitos destes genes sao polimorficos. Alguns dos mecanismos
moleculares responsaveis pela formacdo de polimorfismo em genes de
suscetibilidade incluem delecdo completa do gene, mutagcdes na regido promotora —
alterando a taxa de expressdo — ou nas juncbes introns/éxons, mutacdes em
aminoacidos essenciais ou nado criticos e amplificacdo génica. A diversidade
populacional ou individual em genes de suscetibiidade € um dos fatores
responsaveis ou pela eficacia terapéutica de medicamentos ou pela presenca de
efeitos colaterais. Entre os diversos fenotipos existentes para a enzima, um deles
apresenta pouca capacidade de metabolizagdo e o0 outro extensiva capacidade
metabolica (SILVA, ERDTMANN, HENRIQUES, 2003).

Polimorfismos em genes do biometabolismo podem ocasionar um aumento
da ativacdo de agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos ou diminuicdo da
capacidade de inativacdo destes compostos, sendo provavel que individuos
portadores de alguns polimorfismos tenham risco aumentado de desenvolvimento de
canceres quando expostos a carcinogenos (WUNSCH; GATTAS, 2001).

A variabilidade dos genes de suscetibilidade explica a maioria das diferengas
individuais e populacionais observadas para o metabolismo de xenobibticos
carcinogénicos, para a presenca de efeitos colaterais de medicamentos ou da

dependéncia quimica, entre outras situacoes.

3.3 POLIMORFISMOS EM GENES DO BIOMETABOLISMO E CANCER

3.3.1 Fase | - Genes da Familia Citocromo P450 (CYPs)

Esta superfamilia compreende pelo menos cinco subfamilias, designadas de
A a E pelo sistema de nomenclatura recomendada (NEBERT et al., 1987), sendo
que mais de 50 genes ja foram descritos no genoma humano. As enzimas do
citocromo P450 formam uma ubiqua familia de proteinas-heme envolvidas na
biossintese de esterdides, lipidios, vitaminas, produtos naturais e também no
metabolismo de xenobidticos (CHEFSON; AUCLAIR, 2006). Durante a
biotransformacéao, os produtos destes genes atuam nas reac¢des da fase |, fazendo a
ativacdo de substancias toxicas. Entre os mais estudados estdo os da familia CYP1
e CYP2.
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O gene CYP2D6 esta mapeado no cromossomo 22 (22913.1) (GOUGH et
al., 1993) e codifica uma enzima com atividade no metabolismo de pelo menos 80
drogas, como antidepressivos, antiarritmicos, neurolépticos, entre outros (AUTRUP,
2000). E o mais polimérfico entre os genes da superfamilia do Citocromo P450, com
mais de 110 variantes alélicas descritas (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm).
Estas variantes sao resultantes de mutagdes de ponto, adi¢cdes, rearranjos génicos e
delecdes ou duplicacbes do gene inteiro resultando em um aumento, reducao ou
perda completa da atividade da enzima (INGELMAN-SUNDBERG; EVANS, 2001,
MA; WOO; McLEOD, 2002; KITADA, 2002).

Desde a identificacdo dos polimorfismos no gene CYP2D6 muitos estudos
mostraram que os fendtipos variam significativamente entre diferentes grupos
étnicos (MA, WOO e McLEOD, 2002, EVANS E RELLING, 2004), e que este
polimorfismo pode ter um papel importante na indugcdo dos efeitos adversos da
administracao de alguns agentes terapéuticos, como aqueles aplicados na oncologia
(INGELMAN-SUNDBERG et al., 1999). Muitos medicamentos usados comumente na
oncologia sdo metabolizados via CYP2D6, e os polimorfismos deste gene podem
potencialmente induzir importantes efeitos clinicos, que vao depender da droga
envolvida e do genotipo do paciente (BERNARD et al., 2006).

A maioria dos individuos (80-90%) possui pelo menos um alelo selvagem
(CYP2D6*1) e sao classificados funcionalmente como bons metabolizadores ou
rapidos (Ems). Outras categorias sdo: metabolizadores pobres (PMs), que herdaram
os dois alelos CYP2D6 deficientes (estes individuos metabolizam as drogas em
taxas notavelmente baixas), metabolizadores intermediarios (IMs), e ainda
metabolizadores ultra-rapidos (UMs) devido a uma amplificacdo do alelo selvagem,
sendo que ha uma grande variabilidade dos possiveis gendétipos, e portanto, dos
possiveis fendtipos em relagdo a atividade da enzima. (SACHSE et al., 1997).
Individuos com fendétipo de bons metabolizadores foram relacionados com cancer de
bexiga (ANWAR et al.,, 1996), provavelmente pela alta taxa de metabolizacdo de
agentes da dieta que formam intermediarios reativos em varios tecidos (HATAGIMA,
2002). Por outro lado, os individuos com baixa metabolizacdo parecem apresentar
um risco elevado de desenvolvimento de leucemias (RODDAM et al., 2003).

Um dos alelos mutantes € o CYP2D6*4, que apresenta uma transicdo G-A
na posicao 1934 da molécula de DNA, gerando um produto nao funcional (CARACO,

2004). Pessoas com esta mutacdo apresentam o fenétipo PM, com um risco elevado
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de efeitos colaterais ou dificuldades terapéuticas durante o tratamento com drogas
metabolizadas pelo CYP2D6 (STUVEN et al. 1996).

3.3.2 Fase Il - Genes da Familia Glutationa S-transferases (GSTSs)

As enzimas glutationas S-transferases (GSTs) possuem a funcdo basica de
detoxificacdo, mediando a conjugacdo de um grande numero de compostos
eletrofilicos com glutationa reduzida (GSH), numa reacdo metabdlica de fase Il
(PICKETT et al.,, 1989), faciltando a excrecdo dos xenobidticos. Sete classes
distintas foram identificadas: alpha (a); mu (M); pi (p); sigma (0); theta (0); kappa (k)
e zeta (¢) (LANDI, 2000). Cada classe é codificada por um Unico gene ou por uma
familia génica. As GSTs vém sendo associadas com uma maior suscetibilidade
genética em um grande namero de canceres, incluindo os hematol6gicos como
Leucemia Linféide Aguda (LLA), Leucemia Mieldide Aguda (LMA), Leucemia
Linfocitica Crénica (LLC) e a Leucemia Miel6ide Cronica (LMC) (BAJPAI et al.,
2007).

Uma classe importante no estudo de leucemias € a classe mu, na qual cinco
genes (GSTM1 a 5) foram mapeados no cromossomo 1 (1p13.3) (PERSSON et al.,
1993). Os genes estdo separados por aproximadamente 20 kb. Para o gene
GSTM1, a auséncia de um dos alelos, conhecida como “alelo nulo” (GSTM1*0)
parece resultar de uma permuta desigual entre duas regides altamente repetitivas
que flanqueiam o gene, gerando uma delecédo de 16 kb que inclui todo o gene
(Figura 1). O fendtipo nulo tem uma frequéncia acima de 50% entre caucasoides,
chineses e indianos (BOARD, 1990), sendo que esta deficiéncia pode ser um fator
de risco para o desenvolvimento de tumores, devido ao aumento da sensibilidade do
individuo a carcin6genos quimicos especificos (VAN POPPEL et al., 1992). O gene
GSTML1 é particularmente relevante na detoxificacdo de carcindgenos intermediarios
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como o benzopireno (BAJPAI et al.,
2007).
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Figura 1: Localizacdo de GSTs da classe mu e delecd o completa do gene GSTM1
FONTE: PARL, 2005.

Outro gene de importancia nos estudos sobre suscetibilidade ao céncer, € o
da classe theta GSTT1, mapeado no cromossomo 22 (22ql1l1.2) (PEMBLE et al.,
1994). Este gene esta envolvido no metabolismo do Oxido de etileno (EO), um
agente genotoxico capaz de produzir translocacbes hereditarias e alterar a
frequéncia de anormalidades cromossémicas espontaneas (LOURENCO, 2005); é
altamente conservado durante a evolucdo e tem um papel importante na fase Il da
reacao metabolica, atuando na biotransformacéo de um grande nimero de drogas e
produtos quimicos industriais, entre eles agentes citotdxicos e hidrocarbonetos de
baixa reatividade (ex: hidrocarbonetos halogenados) (BAJPAI et al., 2007). Em
humanos, a conjugacdo do halometano dependente de glutationa € polimérfica, com
60% da populacdo classificada como “conjugadores” e 40% como “néo
conjugadores”.

A presenca ou auséncia do gene € coincidente com o fenétipo conjugador
(GSTT1+) e nédo conjugador (GSTT1-). A auséncia da enzima implica na néo
detoxificacdo de uma série de compostos, como os halometanos sintéticos e outros
quimicos industriais. De maneira semelhante a delecdo do gene GSTM1, a delecéo
do GSTT1 aparentemente é causada por uma recombinacdo homologa envolvendo
duas sequéncias altamente repetitivas que flanqueiam o gene, resultando em uma

delecédo de 54 kb que contém o gene inteiro (Figura 2) (PARL, 2005).
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Figura 2: Delecao completa do gene GSTT1
FONTE: PARL, 2005.

E de grande importancia o estudo conjunto destes polimorfismos, para que
se possa determinar “perfis” genotipicos e fenotipicos de predisposi¢cdo ao cancer na

populacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Este trabalho foi realizado com amostras de medula éssea de 61 pacientes
portadores de leucemia miel6ide aguda (LMA) e 67 pacientes portadores de
leucemia mieldide cronica (LMC), provenientes do Laboratorio de Citogenética do
Hospital de Clinicas, UFPR, Curitiba, bem como de igual numero de individuos
controles (pertencentes ao banco de DNA do Laboratério de Citogenética Humana e
Oncogenética, UFPR), pareados por sexo, etnia e faixa etaria (£ 5 anos).

4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1 Coletas de Medula Ossea e Armazenamento das amostras

As coletas de medula 6ssea foram realizadas nas dependéncias do
ambulatério de Hematologia do Hospital de Clinicas (HC), UFPR, Curitiba/PR, do
Hospital Nossa senhora das Gragas (HNSG) e do Hospital Erasto Gaertner (HEG),
ambos de Curitiba, PR. pelo médico responsavel, através de puncéo na crista iliaca
posterior, com agulhas e seringas descartaveis estéreis. De cada individuo foram
coletados cerca de 5 ml de medula 6ssea (em seringas estéreis contendo heparina),
imediatamente encaminhado ao Laboratério de Citogenética do HC, onde parte do
material foi colocado em cultura para analise citogenética. O restante do material,
cerca de 3 ml, foi encaminhado para o Laboratorio de Citogenética Humana e
Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR, onde foi realizada a
separacdo dos leucécitos por centrifugacdo em Histopaque® (1ml da amostra era
ressuspendida em 1ml de solugéo salina 0,9% e posteriormente centrifugada em 1ml
de Histopaque® a 1800rpm durante 20 minutos; dessa centrifugacéo resulta um anel
de leucocitos que deve ser retirado) e posteriormente feita a lise das células
sanguineas carregadas com os leucoécitos em sua obtencdo (através de sucessivas
lavagens e centrifugacdes com RCLB 1X a 13000rpm).

I
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4.2.2 Extracdo do DNA genbmico

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o método de salting out,
segundo BIGNON e FERNANDEZ-VINA (1997), com modifica¢6es, que possibilita a
obtencdo de DNA de alto peso molecular. Este método consiste no rompimento
mecanico e/ou enzimatico dos tecidos, eliminacdo das proteinas e acidos graxos
pela acdo de solventes organicos e precipitacdo do DNA por etanol. Apds a extracao
do DNA a amostra foi ressuspendida em 100 pl de agua ultrapura e armazenada a
0°C. Posteriormente foi realizada a leitura da densidade 6ptica (D.O.), e obtida as
concentragcbes de DNA de todas as amostras, através do espectrofotdmetro

Nanodrop com o objetivo de padronizar as concentracdes das amostras em 10ng/ul.

4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E ANALISE DOS PRODUTOS

Para analise dos genes GSTM1 e GSTT1 foi utilizada a técnica de PCR-
Multiplex, e para o gene CYP2D6 foi utilizada a técnica de PCR-RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms), cujas respectivas condicbes de amplificacdo e
analise dos produtos ja se encontravam padronizadas. Foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores (primers) ja conhecidos para cada um dos locos
estudados, e todos os reagentes utilizados em cada uma das reacfes de PCR eram
misturados em um Unico microtubo de 1,5ml a fim de garantir a homogeneidade das
reacoes.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados atraveés de eletroforese em
gel de agarose 2,0% para a PCR-Multiplex e 1,8% e 2,0% para a PCR-RFLP,
analisados em transiluminador de luz ultravioleta e documentados em sistema de

captacao de imagens pelo software “Digi doc-it”.

4.3.1 Reacdao de co-amplificacdo dos genes GSTM1 e GSTT1
A reacédo de co-amplificacdo em cadeia foi baseada no protocolo de ABDEL-
RAHMAN et al. (1996), nas seguintes condicdes:
» 5,25 ul de agua ultra pura estéril,
e 2,5 pl de tampéao da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI);
e 1,0 pl de MgCl; (2 mM);



19

e 1,0 pyl de cada iniciador (100 ng/ul): GSTM1;, GSTM1,, GSTT1,,
GSTT1,, CYP1Al,, CYP1AL,;

« 5,0 gl de dNTPs (2 mM) (dATP, dCTP, dTTP, dGTP);

* 0,25 ul de Tag DNA polimerase (5 U).

Em cada microtubo de 0,5 ml, foram pipetados 5 pl do DNA gendmico (10
ng/ul) previamente extraido e 20 pl da mistura de reacdo, somando um volume total
de 25 ul. Os oligonucleotideos utilizados reacdo de PCR Multiplex estdo
apresentados no quadro abaixo:

INICIADORES
GSTM1:
S'GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGCS3 e
S'GTTGGGCTAAATATACGGTGGT
CYP1A1:

5’ GAACTGCCACTTCAGCTGTCT3' e
S'CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC3’
GSTT1:
STTCCTTACTGGTCCTCACATCTC3'’e

5TCACCGGATCATGGCCAGCAZ
Quadro 1: Iniciadores para PCR Multiplex dos genes GSTM1, GSTT1 e CYP1A1 (controle

interno)
FONTE: BAJPAI et al., 2007

A mistura foi submetida ao programa apresentado abaixo em um

termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf):
e 1 ciclo: 94 por 5 minutos;
» 30 ciclos: 94T por 2 minutos, 59C por 1 minuto, 72T por 1 minuto;
* 1 ciclo: 72 por 4 minutos;

Apés o término da reacdo de PCR, o produto da PCR foi mantido em
geladeira (4C) até sua utilizacao.

O padrao de bandas visualizado apos a PCR Multiplex (figura 4) € mostrado
na FIGURA 3 abaixo. Os iniciadores para o gene CYP1A1l amplificam um fragmento
constante de 312 pb, o qual é usado como controle interno da reacdo, excluindo a
possibilidade de uma falsa interpretacdo dos resultados devido a auséncia da reacao

de amplificacdo. O fragmento de 215 pb é visualizado somente nos casos de
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individuos que possuam o gendtipo GSTM1 positivo, e o fragmento de 480 pb
apenas nos casos de individuos que possuam o0 genétipo GSTT1 positivo. A
auséncia de amplificacdo GSTM1 (215 pb) ou GSTT1 (480 pb), na presenca de

controle interno, indica os respectivos genoétipos nulos para cada gene.

Figura 3: Padrao de bandas dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 (PCR Multiplex):

Legenda:

1-Controle Negativo; 2-Marcador de Peso Molecular 50pb;
3-GSTM1 -/ GSTTL1 +; 4-GSTM1 +/ GSTT1 +;

5-GSTM1 -/ GSTT1 -; 6-GSTM1 +/ GSTT1 -.

4.3.2 Reacao de amplificacao e restricao do gene CYP2D6*4 — BstN1

O polimorfismo CYP2D6*4 deve-se a presenca ou auséncia do sitio de
restricdo BstN1 pela mudanca de base G - A na posicdo 1934 da molécula de DNA,
gerando um produto ndo funcional (CARACO, 2004). Para amplificacdo deste gene
(PCR) foi utilizado o protocolo modificado com o par de iniciadores D-1 e D-2, nas
seguintes condicdes:

e 32,2 ul de agua ultra-pura estéril;

e 5,0 pl de tampéo da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI);

e 1,5 pl de MgCl; (2 mM);

e 2,0 pl de cada iniciador (100 ng/pl): GSTM1,;, GSTM1,, GSTT1,,
GSTT1,, CYP1Al,, CYP1Al,;

« 2,0 pl de dNTPs (2 mM) (dATP, dCTP, dTTP, dGTP);

e 0,3 pl de Taq DNA polimerase (5 U).
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Em cada microtubo de 0,5 ml, foram pipetados 5 pl do DNA gendmico (10
ng/ul) previamente extraido e 45 pl da mistura de reacdo, somando um volume total

de 50 pl. Os oligonucleotideos utilizados reacdo de PCR-RFLP estdo apresentados
no quadro abaixo:

Iniciadores

CYP2D6 (BstN1):

D1 (5-GCCTTCGCCAACCACTCCG-3")

D2 (5-AAATCCTGCTCTTCCGAGGC-3)

Quadro 2: Iniciadores utilizados na reacdo de PCR-R  FLP do gene CYP2D6
FONTE: CARACO, 2004.

A mistura foi submetida ao programa apresentado abaixo em um

termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf):
1 ciclo: 94° C por 5 minutos;
+ 30 ciclos: 94° C por 1 minutos, 56° C por 1 minuto, 72° C por 1 minutos;
e 1 ciclo: 72C por 6 minutos;

Apés o término da reacao, foi feita uma corrida em gel de agarose 1,8%
utilizando cerca de 15ul do produto de PCR para observar a ocorréncia e a
qualidade da amplificacdo. Posteriormente foi realizada a clivagem com a enxima de
restricdo BstN1, segundo o protocolo abaixo:

e 10ul de Produto de PCR;

0,2ul de enzima de restricdo BstN1;

2,0ul de tampéo da enzima (1x);
0,2ul de BSA;

7,6l de agua ultra-pura estéril.

A reacdo de restricao foi incubada por 3 horas a 60C. Sua analise foi feita
em gel de agarose 2,0% e o padrdo de bandas obtido € mostrado na FIGURA 4
abaixo. O gendtipo homozigoto selvagem (A1/Al) é representado por duas bandas
de 230 e 104pb, pois possui um sitio para a enzima de restricdo BstN1, que cliva o
produto de amplificacdo. O genotipo homozigoto mutante (A2/A2) ndo possui sitio de

restricdo para esta enzima de restricdo, sendo representado por uma unica banda,
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nao clivada, de 334pb. O gendtipo heterozigoto (A1/A2) apresenta as trés bandas de
334, 230 e 104pb (CARACO, 2004).

2 3 4 L] i ¥
I

J334ph

L —
230ph

—

104ph

Figura 4: Padréo de bandas do gene
Legenda:

CYP2D6*4 apos reacao de PCR-RFLP

1 — Marcador de Peso Molecular 50pb; 2 — Controle Negativo;

3 e 4 — Gendtipo Homozigoto Mutante; 5 e 6 — Gendtipo Homozigoto Selvagem;

7 — Genotipo Heterozigoto.

4.4 ANALISE DOS DADOS

O teste t de Student foi utilizado para comparar as médias de idade entre
pacientes e controles, e o teste do Qui-quadrado de homogeneidade para verificar
se 0s gendtipos observados se distribuiam igualmente em pacientes e controles.

Para analisar a associacdo entre as variantes polimérficas e ocorréncia de
LMA e LMC, foram comparadas as freqiiéncias dos genétipos de risco dos genes
GSTM1, GSTT1 e CYP2D6 de pacientes e controles, através do teste de risco
relativo ODDS RATIO com intervalo de confianga de 95%.

Para os genes GSTM1 e GSTT1, nos quais os heterozigotos nao foram
identificados, a significancia estatistica das diferencas das frequiéncias genotipicas

entre pacientes e controles foi estimada a partir de uma tabela de contingéncia 2X2,
como mostrado na TABELA 1:



Pacientes Controles

Positivo para o fator pesquisado

(auséncia do gene)

Negativo para o fator pesquisado

(presenca do gene)

Tabela 1: Estimativa da significancia estatisticap  ara os genes GSTM1 e GSTT1

FONTE: O autor, 2010

A OR (razao de chances ou Odds Ratio) foi calculada da seguinte maneira:

OR = (AXD)/(CxB)

Sendo A, B, C e D as frequiéncias absolutas obtidas.
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Para o gene CYP2D6, no qual os trés gendtipos foram identificados, a

significancia estatistica das diferencas das frequéncias genotipicas foi estimada a

partir de uma tabela de contingéncia 3X2 demonstrada na TABELA 2:

Pacientes Controles

GIG A D

G/A B E

AlA C F

Tabela 2: Estimativa da significancia parao gene C  YP2D6
FONTE: O autor, 2010

A OR foi calculada de acordo com o esquema descrito abaixo, onde A, B, C,

D, E e F séo as frequéncias absolutas obtidas.
OR G/G = 1,0 (adotado como referéncia)
OR G/A = (BxD)/(AXE)
OR A/A = (CxD)/(AxF)
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As frequéncias genotipicas observadas para gene CYP2D6 foram ainda
comparadas com as frequéncias esperadas de acordo com o Teorema de Hardy-
Weinberg, conforme BEIGUELMAN, 1988.

A analise conjunta dos genotipos considerados de risco foi realizada através
de tabelas de contingéncia 2x2 considerando combinac¢des genotipicas da fase | e Il
e apenas de fase Il e também através de tabela de contingéncia 4x2 considerando

combinacdes genotipicas de fase | e Il.
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5 RESULTADOS

5.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

A média de idade dos pacientes foi de 40,05 £ 13,10 e dos controles de
39,59 + 12,41, sendo que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as
mesmas (t=0,20; P>0,80). Com relacdo ao sexo, 28 (46%) dos pares de pacientes e
controles séo do sexo feminino e 33 (54%) do sexo masculino. Em relagcéo a etnia,
54 (89%) dos pacientes e controles sdo euro-descendentes e 7 (11%) séo afro-

descendentes.

5.1.1 Frequéncias genotipicas

Para o gene GSTM1, 34 pacientes apresentaram 0 genotipo positivo
(freqUiéncia de +/+ e +/- = 0,56) e 27 o gendtipo GSTML1 nulo (freqiiéncia -/- = 0,44).
Nos controles foram observados 32 individuos GSTM1 positivos (freqiéncia de +/+ e
+/- = 0,53) e 29 GSTM1 nulos (frequéncia -/- = 0,47), sendo que ndo houve diferenca
estatisticamente significante na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos
pacientes e controles (x% = 0,132; P>0,70).

Para o gene GSTT1, 20 pacientes apresentaram 0 genoétipo positivo
(freqUéncia de +/+ e +/- = 0,33) e 41 o gendtipo GSTT1 nulo (frequéncia -/- = 0,67).
Nos controles foram observados 55 individuos GSTT1 positivos (freqiéncia +/+ e +/-
= 0,90) e 6 individuos GSTT1 nulos (frequéncia -/- = 0,10). Foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das frequéncias genotipicas
entre pacientes e controles (x%, = 42,40; P<0,001).

Assumindo como pressuposto que o carater sob estudo esteja em equilibrio
de Hardy-Weinberg é possivel estimar a frequéncia aproximada de individuos
heterozigotos para os genes GSTM1 e GSTT1. Para o gene GSTM1 a frequéncia
estimada de heterozigotos foi de 0,45 nos pacientes e 0,43 nos controles; ja para o
gene GSTT1 a frequéncia estimada de heterozigotos foi de 0,29 nos pacientes e
0,43 nos controles.

Para o gene CYP2D6 foram observados 34 (74%) pacientes com genotipo

homozigoto selvagem (A1/Al), 10 (22%) com o gendtipo heterozigoto (A1/A2) e 2



26

(4%) com o gendtipo homozigoto mutante (A2/A2). As freqliéncias alélicas
encontradas nos pacientes foram de 0,85 para o alelo selvagem e 0,15 para o alelo
mutante. Entre os controles foram observados 38 (62%) individuos com o genotipo
homozigoto selvagem, 23 (38%) com o gendtipo heterozigoto e nenhum individuo
com o0 genoétipo homozigoto mutante, com frequéncias alélicas igual a 0,81 e 0,19
respectivamente para o alelo selvagem e para o mutante. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos
pacientes e controles (x% = 5,35; P>0,05). As freqiiéncias genotipicas mostraram-se
de acordo com o teorema de Hardy-Weinberg tanto nos pacientes (x%1 =

1,36:P>0,20) quanto nos controles (X% = 2,94;P>0,05).

5.1.2 Estudo de associacao

Para o gene GSTT1 41 pacientes e 6 controles apresentaram o genotipo
considerado de risco (GSTT1-) e para o gene GSTM1 27 pacientes e 29 controles

apresentaram o genotipo nulo, considerado de risco (GSTM1-).

Para o gene CYP2D6, 12 pacientes e 23 controles apresentaram genotipos

considerados de risco (A1/A2 — heterozigoto e/ou A2/A2 — homozigoto mutante).

Para o estudo de associagcdo, pacientes e controles foram comparados
quanto & presenca ou auséncia do genotipo considerado de risco dos trés genes
(GSTM1-, GSTT1- e CYP2D6 A1/A2 + A2/A2). Foi encontrada associagcao positiva
entre a presenca do gendtipo de risco e a leucemia mieldide aguda para o gene
GSTT1 (OR = 18,79 — IC 95% = 6,93-50,98). Os genes GSTM1 — OR = 0,88 (IC 95%
= 0,43-1,79) e CYP2D6 — OR = 0,58 (IC 95% = 0,25-1,35) ndo apresentaram

associacdo entre os gendtipos de risco e LMA (GRAFICO 1).
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Gréfico 1: Auséncia e presenca dos genétipos de ris  co para os polimorfismos GSTM1, GSTT1
e CYP2D6 nos portadores de LMA
FONTE: O autor, 2010.

Ao considerar as razbes de probabilidade considerando em conjunto o0s
genotipos considerados de risco dos genes envolvidos na fase Il, GSTM1 e GSTT1,
foi encontrada associacao com a leucemia mieléide aguda (OR = 2,6 — IC 95% =
1,20-5,62) (GRAFICO 2).
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m Pacientes
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= Controles
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GSTM1+/GSTT1+  GSTM1+/GSTT1-ou GSTM1-/GSTT1-
GSTM1-/GSTT1+

Gréfico 2: LMA: Auséncia e presenca dos genétipos d e risco em conjunto (Fase Il)
FONTE: O autor, 2010
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A distribuicdo dos individuos com 0, 1, 2 e 3 gendtipos de risco nos
pacientes e nos controles foi avaliada pelo teste do qui-quadrado ndo se observando

diferencas estatisticamente significativas (xs=6,24;P>0,10).

A avaliacdo da odds ratio dos genoétipos de risco considerados em
conjunto ndo demonstrou associacdes positivas com LMA: individuos com somente
um genotipo de risco OR = 1,17 (IC 95% = 0,44-3,14) e individuos com dois ou trés
gendtipo considerados de risco OR = 2,38 (IC 95% = 0,87-6,52) (GRAFICO 3).

45
40
35  E—
30 —
25 +— —
20 +—— — Controles
15 — —— MW Pacientes
RS - —
5 +— iy —
0 - . . .

3 genes selvagens 1gene mutante 20u 3 genes

mutantes

Grafico 3: LMA: Auséncia e presenca dos gendtiposd e risco em conjunto (Fase | e Il)
FONTE: O autor, 2010.

A tabela 3 sumariza os resultados encontrados para LMA:

GSTM1 — Pacientes x Controles OR =0,88 - 1C 95% =0,43-1,79
GSTT1 — Pacientes x Controles OR =18,79 — IC 95% = 6,93-50,98
CYP2D6 — Pacientes x Controles OR =0,58 — IC 95% = 0,25-1,35

Gendtipos em Conjunto — GSTM1 e GSTT1 OR=2,60—1C 95% =1,20-5,62
Genotipos em Conjunto — GSTM1, GSTT1 e
CYP2D6
Individuos com 1 gendtipo de risco OR=1,17-1C 95% =0,44-3,14
Individuos com 2 e 3 genotipos de risco OR =2,38-1C 95% =0,87-6,52

Tabela 3: Resultados dos estudos de associacdo para LMA
FONTE: O autor, 2010.
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5.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A média de idade dos pacientes foi de 48,21 + 11,94 e dos controles de
44,60 = 9,79, sendo que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as
mesmas (t=0,03; P>0,90). Com relacdo ao sexo, 35 (52%) dos pares de pacientes e
controles séo do sexo feminino e 32 (48%) do sexo masculino. Em relagcéo a etnia,
59 (88%) dos pacientes e controles sdo euro-descendentes e 8 (12%) s&o afro-
descendentes.

5.2.1 Frequéncias genotipicas

Para o gene GSTM1, 40 pacientes apresentaram 0 genotipo positivo
(freqUiéncia de +/+ e +/- = 0,60) e 27 o gendtipo GSTML1 nulo (freqiiéncia -/- = 0,40).
Nos controles foram observados 38 individuos GSTM1 positivos (frequéncia de +/+ e
+/- =0,57) e 29 GSTM1 nulos (frequéncia -/- = 0,43), sendo que n&do houve diferenca
estatisticamente significante na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos
pacientes e controles (x% = 0,124; P>0,70).

Para o gene GSTT1, 38 pacientes apresentaram 0 genotipo positivo
(freqUéncia de +/+ e +/- = 0,57) e 29 o gendtipo GSTT1 nulo (frequéncia -/- = 0,43).
Nos controles foram observados 57 individuos GSTT1 positivos (frequéncia +/+ e +/-
= 0,85) e 10 individuos GSTT1 nulos (frequéncia -/- = 0,15). Foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das frequiéncias genotipicas
entre pacientes e controles (x%, = 13,06; P<0,001).

Assumindo como pressuposto que o carater sob estudo esteja em equilibrio
de Hardy-Weinberg é possivel estimar a frequéncia aproximada de individuos
heterozigotos para os genes GSTM1 e GSTT1. Para o gene GSTM1 a frequéncia
estimada de heterozigotos foi de 0,47 nos pacientes e 0,45 nos controles; ja para o
gene GSTT1 a frequéncia estimada de heterozigotos foi de 0,45 nos pacientes e
0,48 nos controles.

Para o gene CYP2D6 foram observados 45 (70%) pacientes com genotipo
homozigoto selvagem (A1/Al), 18 (28%) com o gendtipo heterozigoto (A1/A2) e 2
(2%) com o gendtipo homozigoto mutante (A2/A2). As frequéncias alélicas

encontradas nos pacientes foram de 0,84 para o alelo selvagem e 0,16 para o alelo
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mutante. Entre os controles foram observados 37 (56%) individuos com o gendétipo
homozigoto selvagem, 27 (41%) com o gendtipo heterozigoto e 2 (3%) individuos
com o genotipo homozigoto mutante, sendo a frequéncia alélica igual a 0,77 para o
alelo selvagem e 0,23 para o mutante, respectivamente. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na distribuicdo das frequéncias genotipicas nos
pacientes e controles (x% = 2,88; P>0,20). As freqiiéncias genotipicas mostraram-se
de acordo com o teorema de Hardy-Weinberg tanto nos pacientes (X% =

0,56;P>0,30) quanto nos controles (x* = 1,80;P>0,10).

5.2.2 Estudo de associagao

Para o gene GSTT1 29 pacientes e 10 controles apresentaram o genotipo
considerado de risco (GSTT1-) e para o gene GSTM1 27 pacientes e 29 controles

apresentaram o genotipo considerado de risco (GSTM1-).

Para o gene CYP2D6, 19 pacientes e 29 controles apresentaram genotipos

considerados de risco (A1/A2 — heterozigoto e/ou A2/A2 — homozigoto mutante).

Para o estudo de associagdo, pacientes e controles foram comparados
quanto & presenca ou auséncia do genotipo considerado de risco dos trés genes
(GSTM1-, GSTT1- e CYP2D6 A1/A2 + A2/A2). Foi encontrada associagao positiva
entre a presenca do genodtipo de risco e a leucemia mieldide crénica para o gene
GSTT1 (OR =4,34 — IC 95% = 1,90-9,95). Os genes GSTM1 — OR = 0,88 (IC 95% =
0,44-1,76) e CYP2D6 — OR = 0,54 (IC 95% = 0,26-1,11) ndo apresentaram
associacdo entre os genétipos de risco e LMC (GRAFICO 4).
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FONTE: O autor, 2010

GSTM1, GSTT1

Ao calcular as razbes de probabilidade considerando em conjunto o0s

genotipos considerados de risco dos genes envolvidos na fase Il, GSTM1 e GSTT1,

nao foi encontrada associacdo com a leucemia miel6ide cronica (OR = 1,64 — IC
95% = 0,82-3,27) (GRAFICO 5).
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Gréfico 5:

LMC: Auséncia e presenca dos genotipos d

FONTE: O autor, 2010

e risco em conjunto (Fase II)
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A distribuicdo dos individuos com 0,1,2 e 3 genotipos de risco nos pacientes e
nos controles foi avaliada pelo teste do qui-quadrado, ndo se observando diferengas

estatisticamente significativas (X% =2,04;P>0,50).

A avaliacdo da odds ratio dos genotipos de risco considerados em conjunto
ndo demonstrou associacées positivas com LMC: individuos com somente um
genotipo de risco OR = 0,94 (IC 95% = 0,41-2,18) e individuos com dois ou trés
gendtipo considerados de risco OR = 1,17 (IC 95% = 0,48-2,85) (GRAFICO 6).
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Controles
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mutantes

Grafico 6: LMC: Auséncia e presenca dos gendétiposd e risco em conjunto (Fase | e Il)
FONTE: O autor, 2010

A tabela 4 sumariza os resultados encontrados para a LMC:

GSTM1 — Pacientes x Controles OR =0,88 —IC 95% = 0,44-1,76
GSTT1 — Pacientes x Controles OR =4,35—-1C 95% = 1,90-9,95
CYP2D6 — Pacientes x Controles OR =0,54 - 1C 95% = 0,26-1,11

Gendtipos em Conjunto — GSTM1 e GSTT1 OR =1,64 - IC 95% = 0,82-3,27
Genotipos em Conjunto — GSTM1, GSTT1 e
CYP2D6
Individuos com 1 gendtipo de risco OR=0,94-1C95% =0,41-2,18
Individuos com 2 e 3 genatipos de risco OR=1,17 - 1C 95% = 0,48-2,85

Tabela 4: Resultados dos estudos de associacdo para LMC
FONTE: O autor, 2010.
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6 DISCUSSAO

Durante as Ultimas décadas, um grande esforco tem sido feito na
identificag@o dos fatores envolvidos na suscetibilidade genética ao cancer e como
consequéncia, uma grande quantidade de dados qualitativos e quantitativos sobre
as variantes alélicas no genoma humano tem sido apresentada. Associacdes entre
polimorfismos em genes envolvidos na biotransformacdo de xenobidticos e a
suscetibilidade a varios tipos de cancer tém sido descritas por varios autores
(DONG, 2008). Um sistema importante de enzimas envolvidas no biometabolismo
pertence a superfamilia do citocromo P450 (CYP). Estas enzimas atuam na Fase |,
ou fase oxidativa da biotransformacédo, e polimorfismos nesses genes tém sido
amplamente investigados sobre a sua relagdo com a suscetibilidade ao
desenvolvimento de céancer. Os genes da familia das glutationas-S-tranferases
(GSTs) pertencem ao grupo envolvido na Fase Il do biometabolismo de
xenobidticos. A frequéncia de alelos polimorficos, especialmente GSTM1 e GSTT1
tém sido descrita em varios tipos de cancer (TAPSINAR et al., 2008).

A identificacdo de alteracbes genéticas envolvidas na progressao do cancer
tem fornecido uma variedade de marcadores moleculares e testes que podem
redefinir os critérios para o diagnostico desta doenca e prover novos parametros
para a detecgao precoce, de fundamental importancia por possibilitar um melhor
procedimento terapéutico.

Neste estudo foram analisados o0s polimorfismos dos genes do
biometabolismo GSTM1, GSTT1l e CYP2D6 em um grupo de 61 pacientes
portadores de leucemia mieldide aguda e 67 portadores de leucemia mielbide
cronica, pareados por idade, sexo e grupo étnico.

A selecdo destes genes deve-se ao fato de terem sido previamente
relacionados a uma ampla variedade de cénceres ja que seus polimorfismos
resultam em proteinas com aumento ou diminuigdo da atividade metabdlica.

Tanto para a LMA quanto para a LMC, os genes GSTM1 e CYP2D6 néao
apresentaram resultados significativos quando analisadas as distribuicbes de seus
genaotipos entre pacientes e controles e também em seus resultados de OR (LMA -
GSTM1 x%4= 0,13; P>0,70, OR = 0,88 — IC 95% = 0,43-1,79; CYP2D6 - X%= 5,35;
P>0,05; LMC — GSTM1 x%= 2,88; P>0,20), muito embora delecdes no gene GSTM1
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ja tenham sido associadas a leucemia aguda tanto em estudos individuais quanto
em meta-analises (YE; SONG, 2005; AYDIN-SAYITOGLU et al., 2006; DONG, 2008;
VIJAYAKRISHNAN e HOULSTON, 2010). Por outro lado, TASPINAR et al. em 2008,
observou para a LMC que embora a freqiéncia do genétipo nulo GSTM1 tenha sido
mais alta entre os pacientes que entre controles, a diferenca néo foi estatisticamente
significante (OR = 1,11 - IC 95% = 0,66-186).

Para analise dos genes de fase Il do biometabolismo foi utilizada a técnica
de PCR-Multiplex, que ndo permite a identificacdo dos heterozigotos, mas sim a
presenca ou auséncia do gene. Assumindo que estes genes estejam em equilibrio
de Hardy-Weinberg, é possivel estimar a freqiéncia de heterozigotos, que na LMA
foi de 0,45 e 0,43, para 0 gene GSTML1 respectivamente, para pacientes e controles
e para o gene GSTT1 foi de 0,29 e 0,43, respectivamente para pacientes e
controles. Na LMC as frequéncias estimadas de heterozigotos para o gene GSTM1
foram de 0,47 para pacientes e 0,45 para controles, e para o gene GSTT1 de 0,45
para pacientes e 0,48 para controles. A estimativa de heterozigotos é importante
pois permite avaliar a dinamica génica na populacéo estudada (TORREZAN, 2006).

Para o gene CYP2D6 as frequiéncias genotipicas mostraram-se de acordo
com o teorema de Hardy-Weinberg tanto para pacientes e controles da amostra de
LMA (x%=1,36; P>0,20 e x%= 2,94; P>0,05, respectivamente), quanto para
pacientes e controles da amostra de LMC (x*1=0,56; P>0,30 e x*=1,80; P>0,10,
respectivamente). Embora este gene tenha papel importante na metabolizacdo de
drogas e seja um dos mais bem estudados quanto a relacdo de seus polimorfismos
e suscetibilidade, existem ainda poucas informacdes sobre sua relacdo com a
leucemia mieldide aguda e crénica. No entanto, alguns estudos que analisaram o
CYP2D6 em pacientes com leucemia linféide aguda (LLA) infantil encontraram
associacdo com um risco aumentado de LLA (SILVEIRA et al., 2010).

Para a LMA, a analise em conjunto dos genes GSTM1 e GSTT1 apresentou
uma OR significativa (OR= 2,60 com IC 95% = 1,20-5,62), confirmando uma
tendéncia observada em varios estudos que associam o0s dois genes ao
desenvolvimento de cancer. DONG et al., em 2008 afirmaram que dentre todos 0s
estudo de meta andlise esses dois genes representam os dados mais consistentes.
Os estudos individuais confirmam estas informacdes (CRUMP et al., 2000; ARRUDA
et al., 2001).
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Para o gene GSTT1 foram observados resultados estatisticamente
significativos tanto para LMA quanto para LMC na distribuicdo entre pacientes e
controles (x%1 = 42,40; P<0,001 e x% = 13,06; P<0,001, respectivamente) e também
nas analises do risco relativo (OR = 18,79 - IC 95% = 6,93-50,98 e OR = 4,35 - IC
95% = 1,90-9,95, respectivamente). Estes resultados devem ser interpretados com
cautela devido ao tamanho amostral, mas sdo uma confirmacao do estudo realizado
anteriormente por Kaviski, 2007, que também encontrou significancia estatistica
deste gene em uma amostra constituida por 45 pacientes e controles para LMC
(x*1= 5,40; P<0,05 e OR=3,61 - IC 95% = 1,17-11,11).

Em concordancia com estes dados ha os de BAJPAI et al.,, 2007, que
observaram uma diferenca estatisticamente significativa entre pacientes portadores
de LMC e controles para o genétipo GSTT1 nulo (OR=2,67 - IC 95%: 1,03-7,01), o
mesmo tendo sido descrito por TASPINAR et al., 2008 (OR = 2,82 - IC 95% = 1.58-
5.05). Na LMA os nossos dados estdo de acordo com os de D'ALO et al., 2004, que
encontraram um aumento do risco associado com o gendtipo GSTT1 nulo (OR=1,70
—1C 95% = 1,1-2,7) e de BOLUFER et al., 2007 (OR = 2,2 — IC 95% = 1,5-3,2).
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7 CONCLUSOES

Foram encontradas associacfes positivas entre o gendtipo GSTT1 nulo e o
risco do desenvolvimento de leucemia mielbide crbnica e leucemia mieldide aguda.
Para os outros genes estudados (GSTM1l e CYP2D6) nédo foi encontrada

associacao, seja ela positiva ou negativa.

A distribuicdo das frequéncias genotipicas dos genes GSTM1 e CYP2D6
nao diferiram significantemente entre pacientes e controles, tanto para a LMC como
para a LMA, entretanto para o gene GSTT1l foi encontrada uma diferenca
estatisticamente significativa para esta distribuicio nos dois tipos de leucemia
estudados. A associacdo positiva encontrada entre o gendtipo considerado de risco
(GSTT1*0) confere um risco relativo de 4,34 vezes maior para a LMC e 18,79 vezes
maior para a LMA nos individuos que apresentam esta delecao, seja ela parcial ou
total. Para a leucemia mieldide aguda, foi ainda observado um risco relativo de 2,6

vezes maior em individuos que apresentam os dois genes de fase Il deletados.

Os outros fatores analisados neste estudo, como 0s genétipos considerados
de risco em conjunto (fase | e Il e apenas fase Il para LMC e fase | e Il para LMA)
nao apresentaram diferencas significantes quanto a distribuicdo genotipica entre
pacientes e controles, nem associacdes positivas ou negativas. Estes resultados sao
tanto corroborados quanto controvertidos pelos trabalhos encontrados na literatura,
fato que se deve principalmente as diferencas nas frequéncias genotipicas entre
populacdes diversas. Para melhor verificacdo dos resultados encontrados faz-se

necessario o aumento do tamanho da amostra de estudo.

Nossos resultados sugerem que o gene GSTT1 possui um envolvimento
significativo com a suscetibilidade tanto a leucemia mieldide crénica quanto com a
leucemia mieldide aguda; ja os genes GSTM1 e CYP2D6, também envolvidos no
biometabolismo de diversos carcindgenos, podem nao contribuir de forma isolada
para o risco do desenvolvimento da LMC e LMA. No entanto, os mesmos podem ser
relevantes numa atuacao conjunta com demais genes na génese de diversos

canceres, inclusive leucemias.
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Leucemia Miel6ide Aguda — Sexo Feminino
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1 61 C F - - 1 62 C F +- - +
2 63 C F ++ + - 2 59 C F +- + +
3 60 C F + - 3 55 C F +- - +
4 64 C F +- + - 4 59 C F +/- + +
5 50 C F ++ - - 5 45 C F +- - +
6 48 C F +H+ + - 6 43 C F +- - +
7 37 C F ++ + + 7 40 C F ++ + +
8 42 C F ++ + + 8 43 C F ++ - +
9 42 C F - - 9 43 C F ++ + +
10 44 C F - - 10 44 C F ++ + +
11 27 N F +/+ - - 11 22 N F ++ + +
12 27 C F +- + + 12 22 C F ++ + +
13 51 C F +H+ + - 13 46 C F 4/ - +
14 56 C F + - 14 52 C F ++ - +
15 49 C F + - 15 44 C F +/- + +
16 56 C F +H+ - - 16 52 C F ++ + -
17 25 C F - - 17 21 C F ++ - -
18 43 C F +- - - 18 41 C F ++ + +
19 62 C F +H+ - - 19 54 C F ++ + +
20 68 C F ++ + - 20 62 C F +- - +
21 31 C F +/- + - 22 31 C F ++ - +
22 29 N F + - 22 24 N F ++ + +
23 32 N F ++ + - 23 29 N F ++ + +
24 50 C F - - 24 48 C F +- + +
25 3 C F +- + - 25 40 C F ++ + -
26 47 C F +- - + 26 42 C F +/+ + -
27 51 C F 4+ + + 27 46 C F +- - +
28 28 C F +- + + 28 23 C F +- - +



Leucemia Miel6ide Aguda — Sexo Masculino
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29 30 C M +H- - -
30 40 C M - -
31 42 C M +H+ + -
32 4 C M +H+ + -
33 20 C M - + +
34 21 N M ++ - -
35 35 C M + -
36 27 C M ++ - -
37 37 C M ++ - -
38 48 C M + o+
39 46 C M ++ + +
400 52 C M ++ - -
41 41 C M ++ - -
42 40 C M ++ + +
43 29 C M ++ - -
4 17 C M -+
45 48 C M + -
46 37 C M ++ - +
47 41 C M ++ + +
48 53 C M +- - -
49 46 C M ++ + +
50 52 C M ++ + +
51 46 C M ++ - -
52 20 C M /- - +
53 17 C M +H+ + -
54 36 C M ++ + -
56 27 C M +H+ + -
56 37 C M - -
57 14 N M ++ + +
58 40 C M ++ - -
50 35 C M ++ - +
60 17 N M +/- + +
61 30 N M ++ + +
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29 27 C M +- + +
30 41 C M ++ - +
31 42 C M +- + +
32 43 C M +/- + +
33 20 C M ++ + +
34 23 N M ++ + +
35 40 C M +- - +
36 23 C M ++ + +
37 41 C M +/+ + +
38 53 C M ++ - +
39 51 C M ++ + +
400 48 C M ++ - -
41 41 C M ++ - +
42 41 C M ++ + +
43 24 C M ++ - +
4 18 C M +/+ - +
45 51 C M +/- - +
46 42 C M ++ - +
47 43 C M  +/- - +
48 58 C M +/- - +
49 51 C M ++ + -
50 52 C M ++ + +
5 51 C M ++ - +
52 24 C M ++ - +
53 212 C M +/+ + +
54 40 C M +- - +
55 28 C M +- - +
56 40 C M +/+ + +
57 18 N M +/+ - +
58 40 C M ++ - +
59 40 C M +- + +
60 21 N M +/+ + +
61 27 N M +/- + +



Leucemia Mieldide Crbnica — Sexo Feminino
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1 47 C F ++ + + 1 43 C F +- - -
2 57 C F ++ - + 2 50 C F ++ - +
3 26 C F ++ - + 3 25 C F ++ + -
4 59 C F ++ + - 4 54 C F ++ + +
5 50 C F ++ - - 5 45 C F ++ + +
6 32 C F +- + + 6 40 C F +/- + +
7 65 C F +- + - 7 59 C F +- + +
8 45 C F +H+ + - 8 40 C F ++ + +
9 30 C F ++ + - 9 31 C F ++ - +
10 40 N F +- + + 10 40 N F ++ + +
11 59 C F ++ + + 11 53 C F +/- + +
12 63 C F +- - - 12 55 C F +/- - +
13 59 C F ++ - - 13 52 C F ++ - +
14 66 C F ++ + + 14 62 C F +/- - +
15 42 C F ++ + + 15 42 C F ++ + +
16 57 C F ++ + + 16 52 C F /- + +
17 32 N F ++ + + 17 31 N F +/+ + +
18 49 C F - + - 18 46 C F ++ + -
19 46 C F +H+ - + 19 42 C F ++ + +
20 61 C F +- + + 20 52 C F ++ + -
21 43 C F +- + + 21 40 C F ++ + +
22 26 C F ++ + + 22 24 C F +- + -
23 60 C F ++ - + 23 55 C F +- - +
24 58 C F +- - - 24 53 C F +/- + +
25 43 C F ++ + - 25 44 C F +- + -
26 4 C F ++ + + 26 40 C F +- + +
27 4 C F ++ + - 27 41 C F ++ - +
28 37 C F + - 28 41 C F +- - +
29 35 C F ++ + - 29 40 C F +- + +
30 63 C F +- + - 30 54 C F ++ + +
31 56 C F ++ - - 31 49 C F ++ + +
32 48 C F + - 32 43 C F -+
33 52 C F +- - - 33 45 C F ++ - -
34 46 C F 4+ - + 3 41 C F ++ + +
35 49 C F +H+ + - 35 44 C F ++ - +
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36 54 C M ++ - -
37 41 C M +- - +
33 61 C M +H+ + +
39 3383Z.:) N M +/+ + +
40 17 N M ++ + +
41 45 C M +/- -+
42 32 C M ++ + -
43 59 C M ++ - +
4 31 C M +- + -
45 60 C M ++ + +
46 44 C M ++ - +
47 59 C M ++ - -
48 47 C M +/- -+
49 29 C M +- + -
50 65 C M +- + +
51 45 C M +H+ + +
52 39 C M ++ - +
53 52 C M ++ - -
54 67 C M +/- + +
56 54 C M ++ - -
56 54 C M ++ + +
57 55 C M ++ + +
58 27 N M - -
50 50 N M ++ + +
60 56 C M +/- - +
61 35 N M ++ + -
62 61 C M +- - -
63 65 C M ++ + +
64 40 N M +/+ - +
65 64 C M ++ + +
66 42 C M +M+ - -
67 53 C M ++ - +
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36 48 C M +/- + +
37 40 C M +/+ - +
38 58 C M +/- - +
39 3 N M ++ + +
40 22 N M +/+ + +
41 40 C M +/- - +
42 40 C M ++ + +
43 53 C M ++ - +
4 28 C M +/- + +
45 53 C M ++ - +
46 40 C M ++ + +
47 52 C M +/+ + +
48 42 C M  +/- - +
49 23 C M ++ + +
50 58 C M +/- - +
51 42 C M +/+ + +
52 43 C M - + +
53 47 C M ++ - +
5 58 C M +/- - +
55 51 C M +/- - +
56 48 C M ++ + +
57 51 C M ++ - +
58 22 N M +/- + +
59 45 N M +/- + +
60 51 C M ++ + -
61 30 N M ++ - -
62 58 C M +/- - +
63 58 C M +/- - +
64 36 N M ++ - +
656 58 C M +/- - +
66 43 C M +/+ - -
67 48 C M +- + +



