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RESUMO 
 
 

A leucemia mielóide crônica é uma doença de células hematopoiéticas na qual ocorre a 
proliferação celular descontrolada dos leucócitos. Embora os aspectos clínicos e biológicos 
estejam bem documentados, pouco se sabe sobre a susceptibilidade individual à doença. Neste 
trabalho foi realizado um estudo caso-controle analisando a prevalência dos polimorfismos 
MTHFR C6777T e A1298C, GSTM1, GSTT1 e haptoglobina em 105 pacientes com leucemia 
mielóide crônica (LMC) e em 273 controles saudáveis, por meio das técnicas de reação em 
cadeia da polimerase (PCR), seguida ou não por digestão com enzimas de restrição (RFLP). 
Uma associação com risco de desenvolver LMC foi encontrada para os genótipos MTHFR 
1298AA (OR = 1,794 IC 95% = 1,14-2,83) e GSTM1 não nulo (OR = 1,649; IC 95% = 1,05-
2,6; p = 0,031), enquanto os genótipos MTHFR 1298AC (OR = 0,630; IC 95% = 0,40-0,99, 
p=0,047) e GSTM1 nulo (OR = 0,606; IC 95% = 0,21-0,77, p = 0,031)  diminuiram este risco. 
Verificou-se  para  o  genótipo  MTHFR 1298AA,  um aumento  do  risco  para  o  sexo  feminino  
(OR=2,052; 95% CI=1,08-3,92; p=0,028), como também para faixa etária de 20-40 anos 
(OR=1,980; 95% CI=1,06-4,65; p=0,047) e para indivíduos de pele branca (OR=2,218; 95% 
CI=1,09-4,51; p=0,026). Em relação a GSTM1, o aumento do risco foi também associado ao 
sexo feminino (OR=2,505; 95% CI=0,21-0,77; p=0,031) e para indivíduos >60 anos 
(OR=6,222; 95% CI=1,63-23,76; p=0,006). Indivíduos Hp1F-1S de pele negra também 
apresentaram aumento do risco (OR=7,200; 95% CI=0,94-54,94; p=0,037).A diminuição do 
risco anteriormente apresentada para MTHFR 1298AC e GSTM1 nulo foram também 
relacionados ao sexo feminino, para MTHFR (OR=0,520; 95% CI=0,27-0,99; p=0,046) e para 
GSTM1 (OR=0,399; 95% CI=0,21-0,77; p=0,005). Também se observou para GSTM1 nulo, a 
diminuição do risco para >60 anos (OR=0,161; 95% CI=0,04-0,61; p=0,006). Uma 
diminuição do risco para indivíduos de pele negra foi observada para o genótipo Hp1S-2 da 
haptoglobina (OR=0,619; 95% CI=0,44-0,87; p=0,011). Uma diminuição do risco no sexo 
masculino ocorreu apenas para o genótipo MTHFR 677CC (OR=0,495; 95% CI=0,26-0,95; 
p=0,032).Os resultados indicaram também a seleção a favor dos heterozigotos para o loco 
MTHFR 1298. A variabilidade em populações humanas pode refletir, em parte, processos 
distintos de seleção natural e adaptação às condições ambientais variáveis. A população 
brasileira é muito heterogênea e miscigenada, e nossos resultados indicaram que, pelo menos 
para esta população, esses dois polimorfismos são importantes no contexto da LMC, 
necessitando de maiores investigações em associação com dosagens de folato e dados 
clínicos. 

 
Palavras-chave: Susceptibilidade, Leucemia Mielóide Crônica, polimorfismos genéticos, 
Equilíbrio de Hardy-Weinberg, população brasileira 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

 
Chronic myeloid leukaemia is a haematopoietic stem cell disorder causing uncontrolled cell 
proliferation of white blood cells. Although these clinical and biological aspects are well 
documented, little is known about individual susceptibility to the disease. We conducted a 
case-control study analysing the prevalence of the polymorphisms MTHFR C6777T, MTHFR 
A1298C,GSTM1, GSTT1 and Haptoglobin in 105 patients with chronic myeloid leukaemia 
(CML) and 273 healthy controls, using polymerase chain reaction (PCR)-based methods. An 
association with risk of developing CML was found for MTHFR 1298AA (OR= 1.794; 95% 
CI= 1.14 2.83) and GSTM1 non-null (OR= 1.649; 95% CI= 1.05 2.6; p=0.031) genotypes, 
while MTHFR 1298AC (OR= 0.630; 95% CI= 0.40 0.99; p=0.047) and GSTM1 null (OR= 
0.606; 95% CI= 0.21 0.77; p=0.031) genotypes decreased this risk. For MTHFR 1298AA, 
this risk was particularly related to females (OR= 2.052; 95% CI= 1.08-3.92; p=0.028), age 
group of 20-40 years (OR= 1.980; 95% CI= 1.06-4.65; p=0.047) and white skin colour (OR= 
2.218; 95% CI= 1.09 4.51; p=0.026); for GSTM1, it was related to females (OR=2.505; 95% 
CI= 0.21 0.77; p=0.031) and the age group >60 years (OR= 6.222; 95%CI= 1.63-23.76; 
p=0.006). Results also showed an increased risk for individuals of black skin colour carrying 
Hp1F-1S genotype, despite the small sample size and the large confidence interval (OR= 
7.200; 95% CI= 0.94-54.94; p=0.037). A decreased CML risk was observed for the genotypes 
MTHFR 1298AC (OR= 0.630; 95% CI= 0.40-0.99; p=0.047) and GSTM1 null (OR= 0.606; 
95% CI= 0.21-0.77; p=0.031), and both were also related to females (OR= 0.520; 95% CI= 
0.27-0.99; p=0.046 for MTHFR; and OR= 0.399; 95% CI= 0.21-0.77; p=0.005 for GSTM1). 
For GSTM1 null genotype, it was also related to the age group >60 years (OR= 0.161; 95% 
CI=0.04-0.61; p=0.006). For males, a decreased risk was observed only for MTHFR 677CC 
genotype (OR= 0.495; 95% CI= 0.26-0.95; p=0.032). A decreased risk was also observed for 
individuals of black skin colour carrying Hp1S-2 genotype (OR= 0.619; 95% CI= 0.44-0.87; 
p=0.011). For males, a decreased risk was observed only for MTHFR 677CC genotype (OR= 
0.495; 95% CI= 0.26-0.95; p=0.032).Results also indicated selection in favour of 
heterozygous for MTHFR 1298 loco. The considerable range of variation in human 
populations may reflect, in part, distinctive processes of natural selection and adaptation to 
variable environmental conditions. The Brazilian population is very mixed and 
heterogeneous, and our results indicated that, at least for this population, these two locus are 
important in the context of CML, needing further investigation in association with folate 
dosages and clinical data. 
 
Keywords: Chronic myeloid leukaemia susceptibility, genetic polymorphisms, Hardy- 
Weinberg Equilibrium, Brazilian population 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Biologia da LMC 

 

A Leucemia Mielóide Crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa da linhagem 

mielóide nos seus múltiplos estágios de maturação. As células progenitoras mielóides 

expandem-se em vários estágios de maturação, sendo liberadas no sangue periférico e, 

posteriormente, seguindo para locais extramedulares. A expansão desordenada destas células 

reflete a ocorrência de alterações na sua capacidade proliferativa, bem como, de mudanças no 

equilíbrio entre auto-renovação e diferenciação, aumentando o número de células progenitoras 

e reduzindo o número de células-tronco ou totipotentes (FADERL et al., 1999). 

A ocorrência da LMC está relacionada a uma translocação cromossômica, a qual é, 

dentre outras anomalias estruturais, a mais freqüente nas malignidades hematológicas (ZAGO 

et al., 2001). A translocação cromossômica presente na LMC foi descoberta por NOWELL & 

HUNGERFORD (1960) ao observarem um cromossomo anômalo do grupo G, o cromossomo 

Filadélfia (Ph), presente em 95% dos indivíduos acometidos por essa síndrome (SAGLIO et 

al., 2004).  

Com o aprimoramento das técnicas de bandeamento cromossômico, ROWLEY (1973) 

descreveu a alteração cromossômica existente nesses pacientes com LMC como uma 

translocação recíproca entre dois cromossomos, onde o cromossomo 22 apresenta perda da 

porção terminal do seu braço longo e o cromossomo 9 apresenta ganho desse respectivo 

material genético na porção terminal do seu braço longo. A quantidade de material genético 

translocado para o cromossomo 9 é aproximadamente equivalente àquela perdida pelo 

cromossomo 22, caracterizando a ocorrência de uma alteração balanceada. A definição do 

cromossomo Ph clássico é: t(9;22)(q34;q11), indicando que a translocalção relacionada ao 

surgimento de tal cromossomo ocorre entre a banda q34 do cromossomo 9 e a banda q11 do 

cromossomo 22.  

O cromossomo Ph possui um gene quimérico resultante da fusão da extremidade 5' do 

gene BCR (exon b2 ou b3), localizado no cromossomo 22, com a extremidade 3' do exon 2 do 

gene ABL, localizado no cromossomo 9 (Figura  1).  Tal gene quimérico promove a 

expressão do RNAm -ABL e, conseqüentemente, a produção da proteína BCR-ABL, cuja 

atividade de tirosina-quinase tem uma participação direta e crucial no desenvolvimento da 

LMC (DEKLEIN et al., 1982; BARTRAM et al., 1983; HEISTERKAMP et al., 1983),  em 



16 
 

virtude de possuir um importante papel no estímulo da proliferação celular e na inibição da 

apoptose (VAN et al., 2004).  

 

 

 

  
Sabe-se que a variação do ponto de quebra dos genes envolvidos na translocação 

ocorrida  entre  os  cromossomos  9  e  22  pode  promover  a  formação  de  diferentes  transcritos,   

dos quais três são descritos para o gene BCR: maior (M-bcr), menor (m-bcr) e -bcr (Figura 

2). Uma nomenclatura foi desenvolvida para descrever esses diferentes pontos de quebra: o 

primeiro par alfanumérico refere-se ao exon do gene BCR, que se funde ao segundo exon do 

ABL. Os exons da regiao M-bcr são chamados b1 a b5; os exons da m-bcr de e1, e2, e1’ e e2’ 

e os exons do  -bcr de e19 e e20. Na LMC o hibrido BCR-ABL resulta, geralmente, de uma 

junção b3a2 ou b2a2, que codifica uma proteína de fusão de 210 KDa (p210). Uma minoria 

dos  pacientes  contém  os  transcritos  e1a2  (p190),  freqüentes  em  crianças  com  Leucemia  

Linfóide Aguda (LLA) (2/3 dos casos) e presente em 30% dos casos de LLA em adultos. Sua 

presença  está  relacionada  com  um  pior  prognostico  nos  pacientes  com  LLA,  o  que  tem  

exigido a adoção de novas propostas terapêuticas. O transcrito p210 também pode ocorrer em 

alguns casos de Leucemia Mielóide Aguda (LMA) Ph+. A junção e19 e e20 ocorrem 

raramente na LMC e na Leucemia Neutrofílica Crônica, originando a proteína p230 (LEE et 

al., 1998). 

 
 

 

 

 

 

 

 

Cromossomo 22 

Cromossomo 9 

Figura 1: A translocação t(9;22)(q34;q11) em LMC (Adaptado FADERL et al., 1999). 
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Figura 2: Representação esquemática dos genes ABL e BCR na t (9,22 (q34;q11). Os exons estão representados 
pelas cores azul e laranja escuros nos genes ABL e BCR, respectivamente e os introns pelas cores azul e laranja 
claros.  As  quebras  no  ABL,  ilustradas  pelas  setas  vermelhas,   ocorrem  acima  do  exon  1b,  entre  1a  e  a2.  Os  
pontos de quebra no BCR ocorrem dentro de uma das 3 regiões indicadas pelas duplas setas horizontais. Os 
exons de 12 a 16 do gene BCR correspondem aos exons b1 a b5 da região M-bcr. Em casos excepcionais os 
pontos  de  quebra  no  BCR  caem  na  região  m-bcr  indicada  pela  dupla  seta  pontilhada.  Abaixo,  a  estrutura  de  
vários transcritos BCR-ABL e suas respectivas proteínas, os quais são formados de acordo com a posição de 
ponto de quebra no BCR (Adaptado MELO et al., 1996). 

 
As proteínas geradas a partir dos diferentes pontos de quebra foram alvo de diversos 

estudos, dos quais vários, visando um melhor entendimento da LMC, se concentraram na 

investigação da função fisiológica das proteínas codificadas pelos genes ABL e BCR. O gene 

normal ABL codifica a proteína c-ABL (145 KDa), que pertence à família das tirosinas 

quinases não receptoras, possui funções no núcleo e no citoplasma, e regula diversos 

processos celulares, tais como: mitogênese, migração, adesão, resposta ao dano ao DNA, 

sobrevivência e resposta ao estresse oxidativo (SIRVENT et al., 2008). A organização 

estrutural dos domínios c-ABL é  similar  à  da  proteína  SRC  quinase  (Sarcoma  Aviário),  

possuindo um domínio tirosina quinase SH1(SRC Homology 1), um SH2 e um SH3 na 

direção do extremo N-terminal (Figura 3). Já na extremidade C-terminal, a molécula c-ABL 

apresenta uma sequencia rica em prolina (PXXP), que interage com domínios SH3 de 

proteínas adaptadoras; um sítio de ligação ao DNA; um sítio de união para F-actina e outro 

para G-actina; um sinal de localização nuclear (NLS) e um sinal de exportação nuclear (NES) 

(PENDERGAST, 2002). O oncogene ABL é homólogo ao oncogene viral v-ABL, 

responsável pela malignização de células em cultura e indução de leucemia em ratos 

susceptíveis (KONOPKA & WITTE, 1985). 
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               Figura 3: Domínios da proteína c-ABL (Adaptado SIRVENT et al., 2008). 
 
O gene Breakpoint Cluster Region (BCR) codifica uma proteína de 160 KDa, 

encontrada  principalmente no cérebro e em células hematopoéticas  nos primeiros estágios de 

diferenciação mielóide, cujos níveis são reduzidos significativamente nos polimorfonucleares 

maduros (WETZLER, et al., 1993). A proteína BCR interage com a proteína do Xeroderma 

Pigmentoso (XPB), que desempenha importante papel no reparo do DNA e na regulação do 

ciclo celular (TAKEDA, et al., 1999, MARU et al., 1999).  

O primeiro exon do BCR possui um domínio de atividade serina/treonina quinase, um 

domínio de dimerização e domínios SH2, relacionados com processos de sinalização 

intracelular (MARU et al., 1991). A região central do BCR tem homologia com a família dos 

fatores de troca de nucleotídeos guanina (GEFs), que interage, em vários níveis, com as 

proteínas  G,  essenciais  na  sinalização  intracelular,  na  organização  do  citoesqueleto  e  no  

crescimento celular. O domínio C-terminal, por sua vez, tem função ativadora de proteínas G, 

como a p21 GTPase (Rac), que regula a polimerização de actina (LAURENT, et al., 2001) 

(Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

               Figura 4: Domínios estruturais da proteína BCR (LAURENT et al., 2001). 
 

Quando da ocorrência da translocação e da fusão BCR-ABL, a proteína c-ABL perde 

sua conformação inativa e observa-se a constitutiva ação catalítica do seu domínio tirosina-

quinase (PENDERGAST et al., 1991). Isso ocorre porque domínios de oligomerização de 

BCR fornecem à proteína quimérica a capacidade de agrupar-se e consequentemente estimular 

auto-fosforilações (HANTSCHEL E SUPERTI-FUGA, 2004). Desta forma, a proteína BCR-
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ABL induz a carcinogênese por diferentes quinases, por meio de diferentes vias de sinalização 

intracelular. As anormalidades celulares observadas na LMC são consequência dessa 

sinalização intracelular aberrante. Sabe-se que existe uma considerável sobreposição entre as 

diferentes vias e que, provavelmente, a ativação de múltiplas rotas é necessária para o 

fenótipo completo da LMC in vivo (SCHUSTER et al., 2003). 

A atividade mitogênica primária da BCR-ABL pode estimular, mesmo na ausência de 

fatores de crescimento, a entrada de células hematopoiéticas no ciclo celular (CORTEZ et al., 

1997, JONULEIT et al., 1998). Embora muitas vias de sinalização intracelular sejam ativadas, 

a ativação da rota MAPK quinase desempenha um papel central na promoção da proliferação 

descontrolada. BCR-ABL também ativa p21 Ras (CORTEZ et al., 1997, SKORSKI et al., 

1995), que desempenha um importante papel na mitogênese, já que a ativação da rota Ras é 

necessária para transformação de fibroblastos e de células linfóides B pelo gene BCR-ABL 

(SAWYERS et al., 1995). 

Na LMC, a aderência defeituosa de progenitores hematopoiéticos a elementos do 

estroma medular, atividade também relacionada à proteína BCR-ABL, facilita a liberação 

dessas células comuns à medula óssea para o sangue periférico. As células progenitoras 

hematopoiéticas normais aderem à matriz extracelular ou a citocinas de regulação de 

crescimento. A adesão é mediada por receptores da superfície celular nas células progenitoras, 

especialmente integrinas, que são glicoproteínas da superfície celular compostas de duas 

subunidades: alfa e beta. Na LMC ocorre a expressão de uma beta integrina variante que inibe 

a adesão dessas células ao estroma medular (FADERL et al., 1999). Outra característica da 

BCR-ABL é sua capacidade de impedir apoptose (morte celular programada), o que, acredita-

se, pode ocorrer que isso ocorra por meio da interação em múltiplas vias de sinalização, como 

visto anteriormente, sob ação de um mecanismo ainda pouco conhecido (QUINTÁS-

CARDAMA E CORTES, 2009). 

As atividades de interação dos domínios protéicos da p210 BCR-ABL estão  assim  

relacionadas a uma hipercelularidade na medula óssea com predominância granulocítica, de 

aspecto morfológico normal ou exibindo discreto assincronismo de maturação (BEN-

NERIAH et al., 1985; STAM et al., 1985). Quando da ocorrência de tal proliferação celular, a 

célula progenitora ou de menor grau de diferenciação, denominada mieloblasto, encontra-se 

na medula, geralmente, em proporções inferiores a 10%. Além disso, na circulação periférica 

há leucocitose em níveis superiores a 25.000/mm3, refletindo uma similaridade medular. 

Pacientes nesse estado de proliferação podem apresentar basofilia, eosinofilia, anemia, 
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trombocitose ou trombopenia e esplenomegalia, com sintomatologia relacionada ao 

hipermetabolismo celular (ZAGO et al., 2001). 

A LMC tem incidência de 1 a 2 casos em 100.000 pessoas por ano e corresponde a 

cerca de 15%  das leucemias em adultos. A média de idade dos pacientes à época do 

diagnóstico é de 45 a 55 anos. Entretanto, para a utilização de estratégias terapêuticas, tais 

como o transplante de células-tronco, é considerado o fato de que cerca de 12 a 30% dos 

pacientes tem 60 anos ou mais à época do diagnóstico (FADERL et al., 1999). 

Estudos etiológicos da LMC indicam as radiações ionizantes como causa da 

translocação cromossômica relacionada à ocorrência da doença (ICHIMARU et al., 1978; 

PRESTON et al., 1994). Verificou-se que mulheres portadoras de câncer de colo uterino que 

se submeteram a tratamento radioterápico apresentaram frequência de LMC 

significativamente maior quando comparadas a grupos de pacientes que não se submeteram à 

radiação (BOICE et al., 1985). 

Relatos  sobre  a  evolução  da  LMC distinguem a  fase  crônica  ou  inicial  com duração  

média de três a cinco anos, evoluindo para fase acelerada e fase blástica, caracterizada por 

uma resistência terapêutica e acentuação do quadro hematológico (KADAM et al., 1991). 

Estimativas de prognóstico de pacientes diagnosticados na fase crônica da LMC são 

realizadas utilizando mais comumente o escore de Sokal, no qual variáveis clínicas como são 

consideradas: idade, tamanho do baço, percentual de blastos e contagem de plaquetas em 

sangue periférico ao diagnóstico, e valores mais elevados representam pior prognóstico 

(SOKAL, et al., 1984). 

 A fase crônica é caracterizada pela proliferação e maturação de células mielóides, 

com aumento da contagem de leucócitos. Em pacientes não tratados, observa-se elevação 

progressiva na contagem de leucócitos de 20.000/mm3 para mais de 500.000/mm3. Além 

disso, é comum a ocorrência de disfunções plaquetárias em pacientes com LMC e, em 25% 

dos casos, verifica-se a ocorrência de trombocitose, ocasionalmente com contagem de 

leucócitos acima de 1.000.000/mm3 e tendências a sangramento. A maior parte dos pacientes 

não apresenta anemia no diagnóstico e, de forma geral, a qualidade de vida dos portadores de 

LMC não é alterada na fase crônica, especialmente se a contagem de leucócitos estiver 

controlada (GREER et al., 2004).  

Durante a fase acelerada observa-se aumento do número de células blásticas ou 

indiferenciadas na medula e periferia, além de evolução clonal citogenética. Com o avanço da 

doença, o paciente atinge a fase blástica, diagnosticada através do número de blastos acima de 

30%, febre, sudorese noturna, anorexia, perda de peso, dores ósseas e aumento da 
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esplenomegalia. Alterações citogenéticas são encontradas em 70% dos casos sendo as mais 

comuns: trissomia do 8 (33%), cromossomo Ph adicional (30%), isocromossomo 17 (20%), 

deleção do cromossomo Y (8%), trissomia 21(7%) e monossomia do cromossomo 7 (5%) e 

são marcadores de progressão de doença (KADAM et al., 1991, JOHANSSON et al., 2002). 

As fases posteriores à crônica têm curta duração, e correspondem ao período terminal da 

doença. A sobrevida média dos pacientes portadores de LMC após o diagnóstico é de 4 a 6 

anos, sendo que as fases acelerada e blástica apresentam duração média de 3 a 6 meses 

(ZAGO et al., 2000; GREER et al., 2004). 

A transformação da doença é freqüentemente precedida de refratariedade ao 

tratamento da leucocitose, com aumento nos blastos medulares e sanguíneos, pancitopenia, 

basofilia, aumentos ou diminuições da contagem de plaquetas não relacionadas à terapia e 

manifestações clínicas, tais como febre inexplicável, esplenomegalia, doenças extramedulares 

(sangramentos), perda de peso, dores nos ossos e nas articulações. As mudanças medulares e 

citogenéticas (evolução clonal, como trissomias e/ou monossomias) ocorrem em 50 a 70% 

dos pacientes durante a transição das fases acelerada e blástica. Anormalidades moleculares 

podem corresponder a mudanças citogenéticas (FADERL et al., 1999). Embora 5% dos casos 

de LMC não apresentem o cromossomo Ph clássico no estudo citogenético, a análise 

molecular detecta o rearranjo BCR-ABL na maioria dos casos (SAGLIO et al., 2004). 

Inicialmente o tratamento da LMC baseou-se no uso de quimioterápicos com a 

capacidade de promover a redução ao nível normal dos leucócitos circulantes em excesso de 

acordo com a fase na qual se encontrava a doença, sendo utilizado, principalmente, o 

Bulsufano e a Hidroxiuréia, cujo mecanismo de ação é caracterizado, principalmente, pela 

interferência na síntese do DNA, por meio da inibição da enzima ribonucleotídeo redutase 

(ZAGO et al., 2001). 

 A utilização inicial do Bussulfano e da Hidroxiuréia no tratamento da LMC objetiva 

promover uma rápida resposta clínica e hematológica. Entretanto, são utilizados com 

limitações por um período curto de tratamento - de aproximadamente 12 meses, podendo 

ocasionar aplasia medular (falência do tecido medular), fibrose pulmonar e amenorréia 

(ZAGO et al., 2001). Dados na literatura relatam que a sobrevida de pacientes tratados com 

hidroxiuréia (5 anos) - é significativamente maior que os tratados com Bussulfano (pouco 

mais de 3 anos) (KENNEDY, 1992).  

Posteriormente, o tratamento da LMC passou a utilizar, em alguns casos, o Interferon 

(INF), medicamento composto de proteínas próprias da resposta imunológica à atividade 

viral, também utilizado como inibidor da proliferação dos granulócitos. Com o uso do 
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Interferon Alfa (INFa) foram observadas remissões hematológicas na maioria dos pacientes e, 

em cerca de 13% a 27% dos casos, completa remissão citogenética (isto é, ausência do 

cromossomo Ph pela citogenética convencional) (BONIFAZI et al., 2001; KANTARJIAN et 

al., 2003a).  

A taxa de resposta citogenética foi maior em pacientes mais jovens e naqueles com 

menor taxa de risco Sokal (SOKAL et al., 1988). Embora o grau de resposta citogenética 

possa melhorar ao longo do tempo, é raro observar resposta citogenética com o tratamento se, 

durante o primeiro ano, não houver redução na porcentagem de metáfases com cromossomo 

Ph. Em alguns pacientes, remissões citogenéticas foram mantidas por longos períodos de 

tempo, sendo verificado que a sobrevida parece ser melhorada naqueles que apresentam 

resposta citogenética maior (TALPAZ et al., 1991). Entretanto, o emprego terapêutico do 

INFa pode provocar reações gerais como auto-imunidade e distúrbios da esfera psíquica 

(TALPAZ et al., 1987). Desse modo, em virtude dos efeitos colaterais consideráveis deste 

medicamento, a terapia deve ser interrompida caso não haja resposta citogenética em um ano 

de tratamento.  

Em dois estudos, a sobrevida em 10 anos variou de 72 a 78 por cento nos pacientes 

que  obtiveram  resposta  citogenética  completa  com  uso  de   INFa  (BONIFAZI  et  al.,  2001;  

KANTARJIAN et al., 2003a). A maioria dos pacientes que atingiram remissão citogenética 

completa após o tratamento com INFa ainda  apresenta evidência molecular da doença quando 

avaliados pela reação em cadeia da polimerase (PCR) (KANTARJIAN et al., 2003a; LEE et 

al., 1992;  TALPAZ et al., 1994; CHOMEL et al.,  2000). 

Uma evolução no tratamento da LMC foi obtida após a compreensão do mecanismo 

de ativação da tirosina quinase, que permitiu o desenvolvimento de compostos capazes de 

inibir, seletivamente, essa proteína quinase aberrante, conhecidos como inibidores da tirosina 

quinase (ITK). O primeiro medicamento deste tipo a ser utilizado no tratamento da LMC foi o 

Mesilato de Imatinibe (STI-571), que inibe competitivamente a ativação da tirosina quinase, 

bloqueando a ligação do sítio do ATP, impedindo assim a mudança conformacional da 

proteína para forma ativa (MAURO et al., 2001; TSAO et al., 2002).  Além disso, o Imatinibe 

inibe a proliferação celular e a formação de tumores, sem indução de apoptose (HOLTZ et al., 

2002) (Figura 5). 
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Figura 5: Mecanismo de ação dos ITK. A droga inibe seletivamente o clone mutado, enquanto a ligação 
fisiológica de ATP permite fosforilar os resíduos de tirosina em seus substratos (representação à esquerda) a 
droga se liga ao sítio de ATP sem fornecer o grupamento fosfato essencial a ser transferido ao substrato 
(representação à direita) (Adaptado DEININGER et al., 2000). 

 

Verifica-se que a maioria dos pacientes com LMC em fase crônica tem uma excelente 

resposta ao tratamento inicial com Imatinibe. Embora a maioria dos pacientes alcance a sua 

melhor resposta no primeiro ano de tratamento, alguns continuam a aprofundar a sua resposta 

durante cinco anos (HOCHHAUS et al., 2008). Entretanto, é criticamente importante seguir 

cuidadosamente o paciente, a rotina de análise citogenética de medula óssea é o padrão-ouro 

para avaliação da resposta em LMC. Como a maioria dos pacientes é capaz de alcançar uma 

resposta citogenética completa (ausência de metáfases com cromossomo Ph em exame 

citogenético), instrumentos mais sensíveis, como a hibridização fluorescente in situ (FISH) e 

reação em cadeia da polimerase (PCR), qualitativa e quantitativa, são usados com sangue 

periférico reduzindo a necessidade de biópsias de medula óssea (KANTARJIAN et al., 2008; 

SCHIFFER et al., 2007).  

Existem três estratégias para avaliar a resposta dos pacientes ao tratamento:  

 Resposta hematológica: avaliada pelo número diferencial de glóbulos brancos e 

contagem de plaquetas. 

 Resposta citogenética: usada para avaliar o percentual de metáfases positivas 

para o cromossomo Ph em células presentes na medula óssea;  

 Resposta molecular: avaliada por PCR quantitativo (Q-PCR) do sangue 

periférico. Esta técnica é usada para detectar a presença ou ausência de células malignas 

circulantes que abrigam o gene BCR-ABL. (TESTONI et al., 2009). 

Quando da utilização deste tipo de medicamento, o insucesso do tratamento é definido 

pela perda de uma resposta hematológica completa; pela perda de uma resposta citogenética 

completa; pela presença de novas mutações no gene BCR-ABL, tornando as células Ph 
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positivas poucos sensíveis aos ITK; pela progressão clonal da doença, ou pela incapacidade 

de atingir os limiares após o início da terapêutica (BACCARANI et al., 2009). 

A  resistência  ao  tratamento  com  ITKs  é  dividida  em  duas  categorias:  primária  e  

secundária  (SHAH  et  al.,  2007).  A  resistência  primária  dá-se  quando  um  paciente  não  

consegue atingir a resposta desejada para o tratamento e, no caso do Imatinibe, ocorre em até 

25 % dos pacientes que o receberam como tratamento inicial para a LMC em fase crônica. A 

resistência secundária ocorre quando os pacientes com uma resposta inicial a este 

medicamento apresentam recaída (O'DWYER et al., 2004; KANTARJIAN et al., 2003b; 

KANTARJIAN et al., 2003c; SOVERINI et al., 2005). 

As resistências primária e secundária podem se desenvolver por meio de mecanismos 

diferentes. Estudos em andamento estão investigando surgimento de novas mutações e o perfil 

de expressão gênica em ensaios in vitro da atividade BCR-ABL para tentar entender melhor os 

mecanismos de resistência (MIZUTANI et al., 2010; ZHANG et al., 2009). É importante 

observar a influência de mutações na proteína BCR-ABL no tratamento da doença. Sabe-se 

que pacientes em fase crônica tardia da LMC são mais susceptíveis ao surgimento de novas 

mutações em regiões da proteína BCR-ABL, conferindo assim, uma resistência a 

medicamentos (THOMAS et al., 2004; GUMIREDDY et al., 2005).  

Desse modo, os pacientes que apresentam indícios de resistência à doença devem ser 

cuidadosamente acompanhados e orientados sobre a administração do medicamento nas doses 

e  horários  adequados,  bem  como,  periodicamente  questionados  a  respeito  do  uso  de  outros  

medicamentos ou suplementos de ervas com possíveis efeitos sobre a ação do ITK. (NOENS 

et al., 2009; MARIN et al., 2010). Em caso de dúvidas, pode ser analisado o nível de 

Imatinibe na corrente sanguínea para avaliação do uso correto do medicamento pelos 

pacientes (LARSON et al., 2008).  

O principal mecanismo subjacente à resistência de doentes com LMC ao Imatinibe, 

por exemplo, reside em mutações do gene BCR-ABL, as quais afetam a região da proteína 

tirosina quinase que é o alvo na medicação e reduzem a capacidade do fármaco de se ligar à 

proteína e bloquear a sua atividade. Foram detectadas cerca de 90 mutações em áreas da 

quinase que provocam resistência ao fármaco. Um tipo de mutação altera a forma do local de 

ligação do fármaco, enquanto que, em outros casos, as mutações parecem impedir a quinase 

de se dobrar da maneira necessária para a ligação do ITK (SAWYERS et al., 2002; MELO et 

al., 2007). Com a realização de novas pesquisas, vários outros ITKs foram desenvolvidos e 

testados em pacientes com LMC, entre eles o Dasatinib (BMS-354825, Sprycel) e o 



25 
 

Nilotinib  (AMN 107,  Tasigna)  e  tornaram-se  o  tratamento  inicial  de  escolha  para  a  maioria  

dos pacientes com LMC (TAM et al.,  2008). 

Os ITK s de segunda geração inibem tanto BCR-ABL como outras vias de sinalização. 

O Dasatinib e Bosutinib inibem BCR-ABL e SRC quinases; o Nilotinib  inibe o BCR-ABL, o 

c-kit e os receptores do fator de crescimento derivados de plaquetas (PDGFR). Nilotinib e 

Dasatinib são, respectivamente, 20 e 325 vezes mais potente que o INFa in vitro.(O'HARE et 

al., 2005).  

Outra opção de tratamento da LMC é o transplante de medula óssea alogênico 

(AloTMO), passível de ser utilizada  em pacientes jovens, com doença estável, que possuem 

um doador adequado. Tem sido relatada sobrevida de 5 anos em 40 a 70% dos pacientes que 

receberam transplante durante a fase crônica da doença (SAWYERS, 1999; GOLDMAN, 

1997; PASSWEG et al., 1998; HEHLMANN et al., 2000). Porém, o transplante de medula 

óssea está associado ao aumento da mortalidade e da morbidade, em virtude de 

intercorrências nos períodos pré e pós-transplante como: doença do enxerto contra o 

hospedeiro, imunossupressão e toxicidade de múltiplos órgãos (KANTARJIAN et al., 1998; 

FADERL et al., 1999).  

Embora os aspectos clínicos e biológicos da leucemia sejam bem documentados, 

pouco se conhece a respeito da susceptibilidade individual à incidência da doença. Considera-

se que as variantes polimórficas de diversos genes (freqüência alélica superior à 1%), os 

efeitos da dieta, a exposição ambiental a substancias cancerígenas e as características 

individuais do sistema imune são fatores possivelmente relacionados ao aumento da 

predisposição de um indivíduo ao desenvolvimento de algum tipo de leucemia (BOWEN et 

al., 2003). Estudos de associação entre polimorfismos genéticos e LMC foram realizados em 

diversas populações, abrangendo, dentre outros, os polimorfismos do gene da 

metilenotetrahidrofolato-redutase (MTHFR) (HUR et al., 2006;. MOON et al., 2007;. 

BARBOSA et al., 2008), da glutationa S-transferases (GST) (HISHIDA et al, 2005;. SOUZA 

et al., 2008) e da haptoglobina (Hp) (NEVO e TATARSKY, 1986;. CAMPREGHER et al., 

2004).  

 

1.2 Polimorfismo MTHFR 

 

O ácido fólico funciona como múltiplas formas de co-enzimas em processos de oxi-

redução e transferência de radical metila. Os processos metabólicos dependentes de ácido 

fólico são influenciados pela ingestão de folato e de outros nutrientes essenciais, como 
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vitaminas B12 e B6, e também por polimorfismos genéticos da enzima 

metilenetetrahidrofolato redutase (MTHFR). As reações que requerem folato são 

genericamente referidas como reações de metilação, incluindo as envolvidas nas fases de 

síntese de purinas e pirimidinas, no metabolismo de aminoácidos e na formação do doador-

chave de grupamento metil, à enzima S-adenosilmetionina (SAM), envolvida em mais de 100 

reações de transferências de grupamento metil. A principal função das co-enzimas folato é 

receber e doar radicais metil em vias metabólicas (SELHUB, 1999) (Figura 6). 

 

O gene da MTHFR está localizado no braço curto do cromossomo 1 (1p36.3) 

(GOYETTE et al., 1994). A sequência desse gene é de aproximadamente 2,2 kilobases (kb), a 

qual inclui 11 éxons (Figura 7). Cada éxon apresenta tamanho variável, podendo se estender 

de 103 pares de base (pb) a 432 pb (GOYETTE et al., 1994; GOYETTE et al., 1998). Dois 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNP do inglês Single-Nucleotide Polymorphism) são 

bem descritos no gene MTHFR: C677T e A1298C. O polimorfismo C677T ocorre no éxon 4 

e resulta na troca de uma alanina por uma valina. Esse polimorfismo reside na base no sítio de 

ligação do cofator flavina dinucleotídeo adenina (FAD) (GUENTHER et al., 1999). 

Figura 6: Metabolismo do ácido fólico (Adaptado, ROBIEN et al., 2003). 
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Figura 7: Posição do gene MTHFR no cromossomo 1, indicado pelo traço vermelho (GeneCard: 
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MTHFR&search=MTHFR). 

 
Indivíduos com MTHFR 677TT apresentaram, in vitro, 30% da atividade enzimática 

quando comparados com o tipo selvagem, enquanto aqueles com o genótipo heterozigoto CT 

têm 60% da  atividade  enzimática  MTHFR do genótipo  selvagem (FROSST et  al.,  1995).  O 

alelo 677T está associado a níveis plasmáticos de homocisteína aumentados (KLUIJTMANS 

et al., 1997), a um aumento do risco de doença cardiovascular (KLUIJTMANS et al., 1997; 

GUDNASON et al., 1998) e a um aumento de defeitos congênitos, especialmente de defeitos 

no tubo neural (FINNEL et al., 1998; van der PUT et al., 1998).  

O polimorfismo A1298C encontra-se no éxon 7, resultando na substituição de 

glutamina por alanina (van der PUT et al., 1998; WEISBERG et al., 1998). Esse polimorfismo 

reside no domínio regulatório da enzima SAM (MATTHEWS et al., 1984; WIEMELS et al., 

2001). A ligação de SAM resulta na mudança conformacional da enzima MTHFR, que inibe a 

sua atividade enzimática (MATTHEWS et al., 1984). Linfócitos de indivíduos com genótipo 

1298CC demonstraram, in vitro, aproximadamente 60% da atividade específica da MTHFR 

em relação ao genótipo selvagem (van der PUT et al., 1998). Ambos os indivíduos de 

genótipos 677CT e 1298AC mostraram 50-60% da atividade enzimática MTHFR do genótipo 

selvagem (van der PUT et al., 1998; WEISBERG et al., 1998).  

O baixo nível de folato tem sido associado a diversos tipos de cânceres, especialmente 

coloretal (DUTHIE, 1999; CHOI et al., 2000; SELLERS et al., 2001; STOLZENBERG-

SOLOMON et al., 2001). A deficiência de folato induz dano cromossômico, formação de sítio 

frágil e micronúcleo, frequentemente associado à tumorigênese (KIM et al., 2000; CHANG et 

al., 2007). Como a MTHFR é uma enzima chave no metabolismo do folato, mudanças na sua 

atividade, resultantes do polimorfismo do gene MTHFR, podem induzir a um aumento da 

susceptibilidade ao câncer. 

Por outro lado, trabalhos na literatura têm sugerido que, em situações de atividade de 

MTHFR diminuída existe maior disponibilidade do seu substrato (5,10-

metilenotetrahidrofolato) para síntese de purinas e pirimidinas, o que pode resultar em maior 
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estabilidade da síntese de DNA e diminuição de mutações genéticas (CHEN et al., 1996; MA 

et al., 1997; ULRICH et al., 1999). 

SKIBOLA e colaboradores (1999) reportaram que indivíduos adultos com genótipos 

variantes MTHFR 677TT, 1298AC ou 1298CC tiveram susceptibilidade diminuída para a 

leucemia linfóde aguda (LLA), mas não para a leucemia mielóide aguda (LMA). WIEMELS e 

colaboradores (2001) demonstraram um modelo protetor das variantes 677TT e 1298CC em 

leucemias em crianças, enquanto FRANCO e colaboradores (2001) observaram efeito protetor 

apenas na variante 677TT. 

Um estudo de investigação de genótipos variantes da MTHFR e susceptibilidade da 

leucemia meilóide crônica (LMC) na população coreana, demonstrou que o genótipo AC do 

polimorfismo 1298 teve uma significante diminuição do risco de incidência dessa leucemia 

(HUR et al., 2006). Esse mesmo genótipo (MTHFR 1298AC) também tem sido associado 

com a diminuição do risco de recaída pós transplante (ROBIEN et al., 2004). 

 

1.3 Polimorfismo das Glutationa S-transferase 

 

As glutationas s-transferases (GSTs) fazem parte de uma família de enzimas que 

catalisam a conjugação da glutationa (GSH) com uma variedade de xenobióticos e com 

compostos endógenos. As GSTs são, portanto, um grupo de enzimas multifuncionais que 

exercem importante função na biotransformação, com consequente detoxificação, ou em 

alguns casos, bioativação de muitos compostos endógenos (MIKELSAAR et al., 1994).  

O sistema GST é composto, principalmente, de proteínas diméricas capazes de 

conjugar moléculas eletrofílicas com a glutationa reduzida (GSH), tornando-as geralmente 

menos  tóxicas  e  de  mais  fácil  excreção  (ARRUDA  et  al.,  1998).  Essas  proteínas  diméricas  

correspondem a parte da família GST solúvel, composta por 16 genes divididos em 8 classes, 

das  quais,  em  ao  menos  em  4,  encontra-se  o  polimorfismo  genético,  que  parece  ter  

consequências funcionais para a enzima. Conseqüentemente, tais proteínas podem afetar a 

suscetibilidade individual aos xenobióticos (HAYES, 2000). 

As  GSTs  da  classe  teta  são  consideradas  as  mais  ancestrais  do  ponto  de  vista  

evolutivo, pois são detectadas em quase todos os organismos vivos. O gene da GST da classe 

Teta (GSTT1) está localizado na região 22q11.2 (LANDI, 2000) (Figura 8). 
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Figura 8: Posição do gene GST T1 no cromossomo 22, indicado pelo traço vermelho. (GeneCard: 
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTT1&search=GST). 

 
Codificadas  por  cinco  genes  diferentes,  a  classe  mu  das  GSTs  está  localizada  em  

tandem na região 1p13.3 (Figura 9). O gene da GSTM1 é polimórfico em humanos, causado 

pela deleção dessa região e conseqüente ausência da atividade dessa enzima, além dos alelos 

GST  M1a  M1b,  que  diferem  em  apenas  um  único  par  de  bases  no  éxon  7  e  codificam  

monômeros  da  enzima de  atividade  catalítica  semelhante,  já   homozigoto  GSTM1 nulo  não  

expressa essa proteína(STRANGE et al., 2000).  

 
Figura 9: Posição do gene GST M1 no cromossomo 1, indicado pelo traço vermelho. (GeneCard: 
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTM1&search=GST+M1). 

  

O gene  para  GST theta  1  (GSTT1)  também pode  estar  deletado.  Homozigotos  nulos  

para GST M1 e T1 estão presentes em aproximadamente 50% e 20% dos indivíduos normais 

respectivamente, o que resulta na carência dessas proteínas ativas (BOARD 1981; 

HENGSTLER et al., 1998). Tal carência tem sido associada ao aumento da susceptibilidade a 

diversas doenças causadas por agentes ambientais, principalmente o câncer (ARRUDA et al., 

1998). De forma mais específica, a deficiência das GSTs tem sido associada a um aumento de 

certos tipos de câncer epitelial, leucemia linfoblástica aguda em crianças negras, e 

mielodisplasias (MDS) (BELL et al., 1993; CHEN et al., 1996). Neste contexto, a exposição 

ambiental a agentes citotóxicos e genotóxicos, particularmente os derivados do benzeno, pode 

estar associada ao aumento do risco de LMC (BJORK et al., 2001). De fato, um aumento em 

homozigotos GSTT1 nulo foi observado em pacientes com LMC na Índia (MONDAL et al., 

2005). 

Tem sido reportado que o sexo também pode influenciar a susceptibilidade à leucemia 

aguda no polimorfismo GSTT1 nulo, verificando-se um maior risco de desenvolvimento desta 

leucemia em pessoas do sexo masculino (BOLUFER et al., 2007).  
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Em um estudo realizado com a população brasileira, no qual foram examinadas as 

frequências de polimorfismos em pacientes com LMC em relação à variabilidade clinica, 

verificou-se que a frequência dos genótipos nulos de GSTM1 estava diminuída em pacientes 

em fase acelerada ou com crise blástica, quando comparados com pacientes na fase crônica. 

Os resultados indicaram que a GSTM1 pode ser importante para a etiologia da LMC 

(LOURENÇO et al., 2005).  

  

1.4 Polimorfismo da Haptoglobina 

 
A haptoglobina (Hp) é uma 2-glicoproteína plasmática que se liga a hemoglobina 

(Hb) livre, prevenido assim a ocorrência de dano oxidativo mediado pelo ferro contido no 

grupo heme. Sua síntese é estimulada por infecções ou inflamações (resposta de fase aguda). 

Após entrar na circulação, a  Hp apresenta meia vida de 2-4 dias. O complexo é rapidamente 

removido da circulação por um receptor específico de macrófagos (CD163) (KRISTIANSEN 

et al.,  2001) (Figura 10).  

 
Figura 10: Mecanismo de ligação de Hp à Hb prevenindo estresse oxidativo (Adaptado KRISTIANSEN et al., 
2001). 

 
A  proteína  Hp  consiste  de  quatro  cadeias,  duas  alfa  ( )  com  cerca  de  9  kDa  e  duas  

cadeias beta ( ) de 33 kDa aproximadamente. Nos mamíferos, as cadeias   e as cadeias  são 

ligadas por uma ligação dissulfeto. A ligação entre a Hp e a Hb está entre as mais fortes 

interações não-covalentes conhecidas em sistemas biológicos (KRZYSZTOF et al.,  2010). 
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Dois locos gênicos foram inicialmente envolvidos na síntese de Hp, um para a síntese 

das cadeias  e outro para a síntese das cadeias . Evidências posteriores demonstraram o 

envolvimento de um único loco, no cromossomo 16 (16q22.1) (Figura 11), sendo que esse 

gene apresenta dois alelos codominantes, Hp1 e Hp2. O produto primário da tradução do 

RNAm da Hp é um polipeptídeo único que contém os elementos das subunidades  e . 

Presumivelmente, a Hp é sintetizada como uma proteína precursora única que é 

proteoliticamente processada após a tradução para formar as subunidades diferentes alfa e 

beta. Desta forma, a Hp humana expressa um polimorfismo genético como três fenótipos 

principais – Hp1-1, 2-1 e 2-2 – atribuídos a seus dois alelos comuns (LANGLOIS et al., 1996; 

MELAMED-FRANK et al., 2001; LEVI, 2004). 

Figura 11: Posição do gene da haptoglobina no cromossomo 16, indicado pelo traço vermelho. (GeneCard: 
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HP&sarch=haptoglobin). 

 

O alelo Hp1 pode ser subdividido em Hp1F e Hp1S, os quais diferem em suas cadeias 

. Os polipeptídeos desses alelos diferem por dois aminoácidos nas posições 52 e 53, ácido 

aspártico e lisina em Hp1F e ácido glutâmico e asparagina em Hp1S. A diferença nas cadeias 

é visível na mobilidade eletroforética, onde Hp1F migra mais rápido que Hp1S. A cadeia  do 

alelo Hp2 é quase o dobro da cadeia  do alelo Hp1, visto que se originou da fusão de um 

alelo Hp1F com outro Hp1S, a partir de eventos de duplicação intragênica, presumivelmente 

por crossing-over desigual entre estes alelos estruturais. Assim, o polipeptídeo da cadeia  do 

alelo Hp2 consiste de 142 aminoácidos, enquanto que Hp1 tem 83 aminoácidos (MAEDA, 

1991 LANGLOIS et al.,  1996; LEVY, 2004). 

As diferenças funcionais entre as proteínas correspondentes aos diferentes fenótipos 

Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2, estão na velocidade de acesso aos espaços extravasculares (a Hp1-1 

apresenta maior velocidade pelo menor tamanho); na remoção do complexo Hp-Hb pelo 

receptor do macrófago, situação em que a internalização do Hp1-1-Hb é mais rápida; e nas 

atividades de imunomodulação. Já foi demonstrado experimentalmente que a estequiometria 

de ligação da Hb com a Hp é independente do fenótipo (MELAMED-FRANK et al., 2001).  

Tem sido relatado que várias diferenças funcionais entre os fenótipos Hp poderiam ter 

importantes consequências biológicas e clínicas. Autores correlacionam polimorfismos da Hp 
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com diferentes doenças como: neoplasias, patologias crônicas, doenças cardiovasculares, 

diabetes, hipercolesterolemia e prevalência de muitas doenças inflamatórias, incluindo 

infecções e desordens auto-imunes (LANGLOIS et al.,  1996; AWADALLAH, 2003; LEVI, 

2004). Estas diferenças funcionais entre os fenótipos da Hp são explicadas pela modulação do 

estresse oxidativo e pela síntese de prostaglandinas dependente do fenótipo. Verifica-se que 

os grandes polímeros Hp 2-2 proteínas apresentam elevada massa molecular, o que limita sua 

distribuição nos fluidos extravasculares. Por conseguinte, a capacidade antioxidante de fluidos 

do corpo é menos eficiente em indivíduos Hp 2-2. Os efeitos inibitórios dos genótipos Hp 2-2 

e Hp 2-1 na síntese de prostaglandinas são menos acentuados do que o de Hp 1-1. Em virtude 

da Hp ser um dos inibidores endógenos da síntese das prostaglandinas, a ligação obrigatória 

Hb-Hp, promove a remoção dos compostos heme que catalisam a oxidação do ácido 

araquidônico em prostaglandina sintetase. Outras diferenças relatadas entre os fenótipos 

incluem atividades antigênica, bem como ligação para os macrófagos, incluindo receptores 

CD163 (LANGLOIS et al., 1996; NIELSEN et al., 2010). 

A Hp, ao prevenir a ocorrência de danos no DNA por espécies reativas de oxigênio 

(EROs), influencia a susceptibilidade às leucemias  (KRISTIANSEN et al.,  2001). A 

produção de EROs em células progenitoras hematopoéticas é estimulada pela expressão de 

BCR-ABL (SATTLER et al.,  2000). Dessa forma, alguns estudos sugerem que as EROs 

podem  contribuir  para  o  aumento  de  danos  no  DNA  em  células  BCR-ABL  positivas   

(NOWICKI et al., 2004) e investigações referentes à importância desse polimorfismo em 

leucemias sugerem uma associação do fenótipo Hp1-1 com as leucemias LMA, LMC e LLA 

(NEVO et al., 1986; MITCHELL et al., 1988). Um estudo com pacientes com LMC, por meio 

da tecnologia de microarray para analise da expressão gênica das células leucêmicas, 

demonstrou que o gene Hp é um dos genes de regulação aumentada, porém os autores não 

verificaram a influencia dos diferentes genótipos da Hp (KANETA et al., 2003). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Os polimorfismos genéticos de enzimas que participam tanto na produção como nos 

processos de metilação do DNA (MTHFR), além das enzimas que metabolizam substâncias 

citotóxicas ou genotóxicas (GST), são descritos de forma constante na literatura científica, 

que ressalta sua relação com a fisiopatologia de diversas doenças (FRANCO et al., 2001; 

LOURENÇO et al., 2005). 

Variantes da MTHFR foram relacionadas à redução da susceptibilidade à LMC e do 

risco de recaída pós transplante de medula óssea. (ROBIEN e ULRICH, 2003; ROBIEN et al., 

2004; KIM et al., 2007; MOON et al., 2007; HUR et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; 

ISMAIL et al., 2009). No entanto, para uma melhor compreensão da importância deste 

polimorfismo nas diversas etnias, é importante a realização de estudos em diferentes grupos 

étnicos (FRANCO et al., 1999; ROBIEN e ULRICH, 2003). 

Em oposição ao aparente efeito protetor do polimorfismo MTHFR, variantes de 

genótipos  nulos  das  GSTs  podem  ter  um  papel  relevante  no  surgimento  da  doença  

(LOURENÇO et al., 2005; HUR et al., 2006), uma vez que os genótipos nulos podem ser 

importantes para etiologia da LMC e o acúmulo de substâncias mutagênicas pode estar 

relacionado com a incidência do cromossomo Ph (LANDI, 2000). Desse modo, tendo em 

vista que a freqüência alélica das GST’s apresenta diferenças intra-etnicas (COTTON et al. 

2000; LANDI, 2000; CHO et al. 2005), novamente ressalta-se a importância de estudos de 

associação entre GST M1 e T1 e o risco de LMC em diferentes etnias para a uma maior 

compreensão da doença. 

A atividade imunomodulatória da haptoglobina também tem sido investigada, 

demonstrando-se que diferentes fenótipos apresentam distintas atividades antioxidantes e que 

o genótipo Hp2-2 tem menor efeito protetor que o genótipo Hp1-1 (AWADALLAH, 2003), 

que corresponde a um pequeno dímero protéico, enquanto Hp2-1 é um polímero linear com 

dimensão intermediária e Hp2-2 é um grande polímero cíclico. Essas características são 

importantes determinantes da atividade de cada subtipo de Hp (MELAMED-FRANK et al., 

2001). A influência da variação das freqüências dos alelos da Hp no mecanismo de defesa ou 

na susceptibilidade à doença não estão bem esclarecidas na literatura, sendo relevante a 

realização novos estudos relacionando subtipos de Hp a alterações na susceptibilidade à 

leucemia. As freqüências destes alelos variam mundialmente dependendo da origem étnica da 

população: a freqüência do alelo Hp1 varia de 7% em regiões da Índia a mais de 70% na 
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África e América do Sul. Ambos os alelos (Hp1 e Hp2) tem sido associados à ocorrência de 

várias doenças (CARTER e WORWOOD, 2007). 

Além disso, estudos realizados com diferentes populações, relacionando os 

polimorfismos MTHFR C677T, A1298C, GSTM1, GSTT1 e Hp à incidência da LMC, têm 

mostrado resultados inconsistentes (ROBIEN E ULRICH, 2003; ROBIEN et al., 2004; KIM 

et al., 2007; MOON et al., 2007; HUR et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; ISMAIL et al., 

2009). Tais resultados indicam a necessidade de uma avaliação do risco entre diversos grupos 

étnicos, de forma a possibilitar um melhor entendimento da significância biológica desses 

polimorfismos na LMC (FRANCO et al., 1999; ROBIEN e ULRICH, 2003). 

Visto que a população brasileira é bastante heterogênea e miscigenada, formada com 

contribuições étnicas Européia, Africana e Ameríndia (ALVES-SILVA et al., 2000), e que tal 

miscigenação pode influenciar na distribuição dos polimorfismos, é importante que esta 

avaliação de risco seja verificada em nossa população, para evitar associações espúrias. 
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3 OBJETIVO 

 

O presente trabalho tem como objetivo principal o estudo dos polimorfismos dos 

genes MTHFR, GSTT1 e GSTM1 e Hp em indivíduos portadores da LMC, verificando, por 

meio de um estudo caso-controle, uma possível associação dos genótipos com a ocorrência da 

doença.Visando atingir esse objetivo geral, foram buscados: 

 Verificar a distribuição da freqüência dos polimorfismos nas populações 

estudadas; 

 Verificar o risco da ocorrência de LMC para os genótipos estudados de acordo 

com o sexo, a faixa etária e a cor da pele das populações caso e controle. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Os procedimentos laboratoriais deste estudo foram realizados no Laboratório de 

Genética do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília (UnB).  

Para a realização desta pesquisa foi elaborado um Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE), de acordo com as normas da resolução 196/96 do Conselho Nacional de 

Saúde  (CNS)  (Anexo  1).  O  TCLE  foi  lido  e  assinado  pelos  voluntários  previamente  à  sua  

participação nesta pesquisa, na presença dos pesquisadores responsáveis. Os voluntários 

foram devidamente informados sobre o direito de solicitar qualquer informação durante a 

realização dos trabalhos, bem como, de abandonar a pesquisa a qualquer momento, mediante 

simples comunicação à coordenadora do projeto. 

 

4.1 Seleção dos pacientes 

  

Para a realização da pesquisa foram selecionados 105 pacientes com diagnóstico de 

LMC, em tratamento no Hospital de Base do Distrito Federal (HBDF). 

 

4.1.1 Critérios de Inclusão 

 

Foram incluídos na pesquisa pacientes maiores de 18 anos (47,96 ± 14,35 anos), 

portadores de LMC. A existência da doença foi determinada pela presença do cromossomo Ph 

e/ou pela ocorrência de PCR positivo para BCR-ABL. 

 

4.1.2 Critérios de Exclusão 

  

Pacientes em crise blástica de LMC, LLA Ph positivos ou incapazes de 

compreenderem os termos do TCLE foram excluídos da pesquisa. 

 

4.1.3 Seleção do grupo controle 

 

O grupo controle do estudo foi constituído de 273 amostras de voluntários saudáveis 

(indivíduos hígidos), de ambos os sexos, não relacionados (sem qualquer grau de parentesco), 

com idade variando entre 20 a 75 anos (35,74 ± 15,01), recrutados em faculdades, na UnB, no 

HBDF e em empresas de Brasília.   
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4.2 Coleta de amostra de sangue periférico 

 

Após a devida anuência dos voluntários em participar desse estudo (Anexo 2), e 

seguindo os preceitos recomendados pela Comissão de Ética em Pesquisa, realizou-se a coleta 

de 4 mL de sangue periférico em todos os participantes do presente projeto de pesquisa, 

mediante punção venosa, utilizando-se de seringas e agulhas descartáveis estéreis.  

As amostras coletadas foram submetidas ao processo de centrifugação a 1.500 

rotações por minuto (rpm) por 10 minutos. A fração leucocitária de cada amostra foi 

transferida para microtubos de 2 ml previamente identificados por códigos, mantendo a 

privacidade dos doadores. A esta alíquota, cuidadosamente removida com ajuda de uma 

pipeta Pasteur, foi acrescentado aproximadamente igual volume de solução tampão de 

estocagem de eritrócitos (0,0598 M citrato trisódico; 0,02 M NaH2PO4 , 0,0197 M Na2PO4, 

40% de glicerol, pH 7,1). Após homogeneização, as amostra foram armazenadas em freezer a 

20ºC.  

 

4.3 Extração de DNA 

 

 A partir da fração leucocitária previamente armazenada a extração de DNA foi 

realizada por kit extração GFXTM da Amersham Biosciences, de acordo com as 

especificações do fabricante, e congelados a 20ºC. 

 

4.4 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e visualização dos produtos de 

amplificação 

 

Foram estudados cinco marcadores genéticos (Tabela1). Na mistura da reação 

preparada para cada sistema foi adicionado o DNA correspondente de cada amostra, 

realizando-se uma ligeira homogeneização e acrescentando-se uma gota de óleo mineral para 

impedir a evaporação dos reagentes. Posteriormente os tubos foram colocados em um 

termociclador MJ PTC-100 (MJ. Research Inc., Waltham, MA 02451 USA). 

Os iniciadores foram diluídos com água mili-Q esterelizada para uma concentração de 

50 µM utilizando-se para base de calculo a quantidade de nanomoles obtidos na síntese destes 

(dados fornecidos pelo fabricante). Uma alíquota de 100 µM de iniciadores diluídos foi então 
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depositada em tubo e estocada a -20ºC. Para o uso durante os preparos do procedimento de 

PCR utilizaram-se soluções de trabalho na concentração de 10 µM de cada iniciador. A cada 

conjunto de reações foi incluído controle negativo, ou seja, um tubo contendo água mili-Q na 

quantidade proporcional de DNA com os outros reagentes da PCR. A quantidade de DNA 

utilizada na PCR foi de 20 ng, para isso após a extração e quantificação das amostras de DNA 

o volume foi ajustado para a PCR. 
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Tabela 1: Condições da mistura para reação de PCR para os genes estudados. 
  

Marcadores 
Reagentes Total 

Água Mili-Q¹ 
(µL) 

Tampão² 
(µL) MgCl Iniciadores (µL) dNTP³ Taq 

(µL) 
DNA 

(25ng/µL) 
Total 
(µL) 

MTHFR C677T 
A1298C 18,69 3,67 0,6 

C677T 0,15 
0,5 0,25 * 24,11 

A1298C 0,25 

GSTM1 8,37 1,25 - 0,90 0,13 0,5 * 11,15 
GSTT1 8,37 1,25 - 1,0 0,13 0,5 * 11,25 

Haptoglobina 8,06 1,57 0,63 0,50 1,25 0,08 * 12,09 
 
¹água destilada, deionizada e autoclavada; ²tampão com MgCl2  2 mM fornecido pelo fabricante da Taq DNA Polimerase; ³10 

mM; 40,2 µM de cada iniciador;55U/µl; *variou de acordo com a quantificação do DNA. 
 

 



40 
 

4.5 Genotipagem da MTHFR C677T A1298C: 
 
A Tabela 2 mostra a sequência dos iniciadores utilizados na PCR para a genotipagem da 

MTHFR. 
 
Tabela 2: Sequência dos iniciadores utilizados na PCR para amplificação da MTHFR. 

 

MTHFR Sequência do primer ou iniciador Enzima 
de Restrição Referência 

 
C677T 
 

Sense                                                                                         
(5´ TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGGGA 
3´) 
Antisense 
(5´  AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 3´) 

 
 
Hinf I 

YI et al., 
2002 

 A1298C 
 

Sense 
(5´-CAAGGAGGAGCTGCTGAAGA -3´) 
Antisense 
(5´ CCACTCCAGCATCACTCACT-3´) 

 
 
MboII 

YI et al., 
2002 

 
As condições de PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 95ºC por 8 

minutos, seguida de 40 ciclos de amplificação a 95ºC por 1 minuto, 63ºC por 1 minuto 

(anelamento), 72ºC por 1 minuto (extensão) e uma extensão final a 72ºC por 7 minutos. Os 

produtos amplificados, de 198 e 128 pb foram digeridos com as endonucleases Hinf I e MboII 

nas condições apresentadas nas Tabelas 3 e 4. Os produtos de PCR e os fragmentos de restrição 

foram visualizados após eletroforese em gel de poliacrilamida 6% não-desnaturante, a 150V, 20-

30 mA, durante 2 horas e coloração com nitrato de prata (Figura 12). 

. 

Tabela 3: Concentrações e quantidade dos reagentes empregados na digestão do produto da PCR 
da MTHFR C677T. 
 

Reagente Volume por tubo (µL) 
Água mili-Q 13,4 
Tampão 1,0 
Hinf I 0,1 
Total do Mix 14,5 
Produto da PCR 4,0 
Volume final 18,5 
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Tabela 4: Concentrações e quantidade dos reagentes empregados na digestão do produto da PCR 
da MTHFR A1298C. 
  

Reagente Volume por tubo (µL) 
Água mili-Q 8,15 
Tampão 1,0 
BSA 0,1 
Mbo II 0,1 
Total do Mix 9,35 
Produto da PCR 4,0 
Volume final 13,35 

 

 
Figura 12: Análise dos genótipos dos polimorfismos C677T e A1298C no gene da MTHFR (Adaptdado YI et al., 
2002). 

 

 A amplificação por PCR gerou dois fragmentos, de 198 pb e 128 pb, relativos aos locos 

677 e 1298, repectivamente. (A) MTHFR C677T: o produto amplificado do genótipo 677CC 

permaneceu com 198 pb, visto que o alelo selvagem não apresenta o sitio de restrição para 

enzima Hinf I (YI et al., 2002). A substituição, ao criar um sítio de restrição, gerou os fragmentos 

175 pb e 23 pb (este último não retido no gel) (YI et al., 2002). Assim, o genótipo 677CT foi 

determinado pela presença de duas bandas, de 198 e 175 pb, enquanto o genótipo 677CC, de uma 

banda de 175 pb. (B) MTHFR A1298C: o genótipo 1298AA foi definido pela presença de uma 

única banda de 72 pb; o genótipo 1298AC, pela presença de duas bandas, de 100 e 72 pb; e o 

genótipo 1298CC pela presença de uma única banda de 100 pb. O fragmento de 28 pb não foi 
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retido no gel. As bandas de 139 e 59 pb presentes em todos os genótipos foram decorrentes da 

digestão do fragmento de 198 pb (loco 677) pela enzima MboII. 

 

4.6 Genotipagem das GSTs (GSTM1 e GSTT1) 

 

Os fragmentos de GSTM1 e GSTT1 foram amplificados simultaneamente, como proposto 

por CHEN et al. (1996), usando -globina como controle positivo. A ausência de um produto de 

amplificação combinada com a presença de uma banda de controle positivo (268 pb do fragmento 

de DNA-globina ) indicou a presença do genótipo variante nulo para ambos os polimorfismos 

(Tabela 5). Foram utilizados três iniciadores nas reações de PCR para GSTM1. O primeiro para 

o  intron  6  (GSTM1/6)   e  dois  iniciadores  específicos  para  o  exon  7,  um  para  GSTM1  A  

(GSTM1E7A) e outro para GSTM1 B (GSTM1E7B). Isto devido ao polimorfismo presente no 

exon 7 do gene GSTM1. 

 

Tabela 5: Sequência dos iniciadores utilizados na PCR para amplificação de GSTM1, GSTT1 e 
-globina. 

 
Marcador Sequência do primer ou iniciador Referência 
GSTM1  

Chen et al.1996 

GSTM1/6 5' GCTTACCGTGTTATGGAGGTTC 3' 
GSTM1E7A 5' TTGGGAAGGCGTCCAAGCGC3' 
GSTM1E7B 5' TTGGGAAGGCTGCCAAGCAG 3' 

GSTT1  
Sense 5' TTGGGAAGGCGTCCAAGCGC3' 

Antisense 5' TTGGGAAGGCGTCCAAGCGC3' 
-globin  Controle positivo 
Beta 1 5' CAACTTCATCCACGTTCACC3' 
Beta 2 5' GAAGAGCCAAGGACAGTTAC3' 

 

As condições de PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 94ºC por 4 

minutos, seguida de 30 ciclos de amplificação a 94ºC por 1 minuto e 60ºC por 1 minuto 

(extensão) e uma extensão final a 72ºC por 10 minutos. Os fragmentos gerados foram de 480 pb 

GSTT1, 268 pb do gene da -globina (controle positivo) e 132 pb GSTM1, sendo visualizados 

após eletroforese em gel de poliacrilamida 6%  não-desnaturante, a 150V, 20-30 mA, durante 2 

horas e coloração com nitrato de prata 1% (Figura 13). 
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                           Figura 13: Genotipagem do polimorfismo da GST M1T1. 
 
4.7 Genotipagem da Haptoglobina 

 

Para determinação dos genótipos da Hp foram necessárias três PCRs distintas, uma para 

cada alelo da cadeia  da haptoglobina (Hp1S, Hp1F, Hp2) seguindo protocolo de YANO, et al. 

(1998)( Tabelas 6 e 7). 

 
Tabela 6: Pares de iniciadores do polimorfismo da Haptoglobina. 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 7: Sequência dos iniciadores utilizados na PCR para amplificação da Haptoglobina. 
 

Marcador Haptoglobina Sequência do primer ou iniciador Referência 
F3 CAG GAG TAT ACA CCT TAA ATG 

YANO et al. 1998 

C72 AAT TTA AAA TTG GCA TTT CGC C 
C51 

 GCA ATG ATG TCA CGG ATA TC 

S2 TTA TCC ACT GCT TCT CAT TG3 
C42 TTA CAC TGG TAG CGA ACC GA 

 

Alelo Par de Iniciadores 
Hp1F F3 e C72 
Hp1S C51 e S2 
Hp2 F3 e C42 
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As condições de PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 95ºC por 3 

minutos, seguida de 35 ciclos de amplificação a 94ºC por 40 segundos, anelamento a 58ºC por 1 

minuto e extensão final a 72ºC por 2 minutos. Os fragmentos gerados foram visualizados após 

eletroforese em gel de poliacrilamida 6% não-desnaturante, a 150V, 20-30 mA, durante 1 hora e 

30 minutos e coloração com nitrato de prata 1 % (Figura 14). 

              Figura 14: Genotipagem do polimorfismo da cadeia  da haptoglobina.  

 

4.8 Procedimentos para eletroforese – Análise do produto de PCR e de restrição 

 

Para visualização do produto da PCR e das restrições foram utilizados géis de 

poliacrilamida em eletroforese vertical. Inicialmente preparou-se o tampão TBE 10X pH 8,0 

(Tris/HCl 0,89 M, EDTA 0,08 M, Ácido Bórico 0,89 M) e a solução de acrilamida 29% e bis-

acrilamida 1% para posterior preparo da solução do gel a 6%. 

Após limpeza das placas de vidro com auxilio de grampos de aço fixou-se os espaçadores. 

A solução de acrilamida a 6% foi preparada em seguida, adicionando os catalisadores TEMED e 

persulfato de amônia para que o gel fosse colocado na placa (Tabela  8). O tempo médio para 

polimerização foi de 30 minutos. À cuba de eletroforese foi adicionada a solução de TBE 1X 

preparada pela diluição de estoque. Após a fixação das placas na cuba, a voltagem foi 

programada para 50 volts durante os primeiros minutos e posteriormente aumentada para 150 V. 

O tempo de corrida variou de 1 hora e 30 minutos a 2 horas conforme o marcador. 

A coloração foi feita adicionando ao gel a solução fixadora (750 ml de H2O, 144 ml de 

álcool etílico e 6 ml de ácido acético), por 5 minutos. Em seguida, foi acrescentado 1 mL de 

nitrato de prata 1% e manteve-se em agitação por 5 minutos. A solução fixadora foi então 

desprezada e o gel foi lavado rapidamente com água destilada e mergulhado em solução 

reveladora (22,5g de NaOH/L) previamente aquecida (70ºC), com 500 µl de formaldeído, 

homogeneizando até que as bandas fossem visualizadas.  
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Tabela 8: Preparo do gel de Poliacrilamida 6%. 
 

Gel Reagentes 

6% 
Solução de 
acrilamida Glicerol Água TBE 

10X TEMED APS Volume 
Final 

4 ml 1,4 ml 12,4 ml 2 ml 15µl 300µl 20 ml 
 
4.9 Análise Estatística 

 

4.9.1 Comparação das amostras dos grupos controle e LMC 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o programa SPSS (Statistical Package for 

the Social Sciences) versão 15.0. As variáveis contínuas foram testadas para a distribuição 

normal com Shapiro-Wilk, e as diferenças foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney (dados 

não-normalizados). Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  

 

4.9.1.1 ODDS Ratio 

 

O teste de Odds Ratio (OR) com intervalo de confiança de 95% (IC) foi calculado para 

estimar o risco de associação entre os genótipos e LMC. Para tal, o teste do qui-quadrado de 

Pearson foi aplicado e as diferenças foram consideradas significativas quando p< 0,05. 

 

4.9.2 Estatística de populações 

 

4.9.2.1 Aderência ao Equlibrio de Hardy-Weinberg 

 

A distribuição dos alelos de um dado loco segue, obedecidas certas premissas, a expansão 

de polinômios, de acordo com o número de alelos desse loco. A essa situação chamamos 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) e espera-se que os alelos sejam assim distribuídos em 

situações normais. O EHW consiste em um modelo simples que representa o ponto de partida 

para se detectar a ocorrência de estruturação populacional, seleção natural, deriva genética, fluxo 

gênico e mutação. 
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As frequências alélicas e genotípicas foram obtidas utilizando-se o programa GENEPOP 

versão 4.1 por meio do método da cadeia de Markov (http://genepop.curtin.edu.au). A hipótese 

nula H0 do equilíbrio foi baseada no pressuposto que a distribuição da frequência genotípica 

esperada é igual à observada. 

Para os marcadores GSTM1 e GSTT1 foram considerados os genótipos nulo = /  

(ausência do gene) e não-nulo = +/+ e +/ , visto que o método de PCR não é apropriado para 

distinguir homozigotos (+/+, tipo selvagem) e heterozigotos (+/ ). 

Foram realizados testes para verificação de excesso e deficiência de heterozigotos, 

também pelo programa GENEPOP versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au). Esses testes 

verificam a hipótese alternativa HA de excesso ou deficiência de heterozigotos em comparação 

com o esperado pelo EHW, também utilizando a cadeia de Markov. 

 

4.9.2.2 Dados da Estatistica F (Fis, Fit e Fst) 

 
As estatísticas F de Wright (1921) quantificam o efeito do endocruzamento da estrutura 

populacional (subdivisão populacional), que tem sido denominado índice de fixação. Essa 

ferramenta estatística foi aplicada neste estudo por ser útil para entender o padrão de seleção 

associado a alelos polimórficos. O índice de fixação (FST) é um útil marcador de diferenciação 

genética; esse índice equaliza a redução de heterozigosidade esperada com o cruzamento 

aleatório em qualquer nível populacional. O FST quantifica o grau de diferenciação genética 

entre sub-populações pela comparação de ht (heterozigose total esperada em toda população) e hs 

(heterozigose média esperada dentro das sub-populações). Portanto avalia se existe deficiência de 

heterozigotos dentro da população total devido à diferenciação entre sub-populações. O 

coeficiente de endocruzamento (FIS) indica se existe endogamia dentro de cada sub-população 

pela comparação de hs (heterozigose média esperada dentro das sub-populaçoes) e 

ho(heterozigose observada dentro das sub-populações) portanto, o FIS avalia, em média, a 

deficiência de heterozigoto dentro das sub-populações. O coeficiente global de endogamia (FIT) 

avalia se existe deficiência de heterozigotos dentro da população total em relação ao esperado de 

Hardy-Weinberg pela comparação de ht (heterozigose total esperada em toda população) e ho 

(heterozigose observada dentro das sub-populações). 
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As  estatísticas  F  foram  calculadas  usando  o  programa  GENEPOP  versão  4.1  

(http://genepop.curtin.edu.au). Os parâmetros definidos como índices de fixação baseados na 

heterozigose média observada e esperada em cada amostra e na amostra como um todo, foram: 1) 

Fis (coeficiente de endogamia em uma população); 2) Fit (coeficiente global de endogamia, mede 

a existência de endogamia devida a sub-estruturação na amostra global) e 3) FST (índice de 

fixação) mede a diferenciação das amostras. 

A análise desses parâmetros considerou os marcadores codominantes MTHFR e Hp para 

as populações caso e controle. Para GSTM1 e GSTT1, o índice de fixação (FST) foi calculado 

usando o programa Alerquin 3.1.1. Os genótipos não nulos (homozigotos e heterozigotos) foram 

comparados em conjunto com o grupo variante nulo. 

 

4.9.2.3 Teste de Heterogeneidade 

 
O teste do Qui-quadrado de heterogeneidade foi utilizado para verificar se as frequências 

alélicas ou genotípicas de um loco nas populações são homogêneas. A H0 (hipótese nula) 

considerada foi de que as distribuições das frequências alélicas não diferem entre as amostras.  

 

4.9.2.4 Desequilíbrio de ligação 

 

O desequilíbrio de ligação, situação em que a herança de um loco não é independente da 

de outro loco, pode ser gerado por inúmeros fatores, entre eles a proximidade física dos locos, 

miscigenação e estruturação populacional. Para verificar a ocorrência de desequilíbrio de ligação 

(DL) para os dois polimorfismos da MTHFR C677T e A1298C, foram utilizados o programa 

GENEPOP versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au). Estabelecendo como H0 a ausência de DL, 

o programa realiza o teste exato de Fisher para tabelas de contingência construídas para os pares 

de locos utilizando a cadeia de Markov. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Comparação das amostras dos grupos controle e LMC 

 
As frequências de distribuição dos genótipos de Hp e GSTT1  foram semelhantes nos 

grupos controle e LMC, o mesmo não sendo observado para GSTM1 e MTHFR A1298C. Para 

GSTM1, o genótipo nulo apresentou frequência significativamente maior no grupo controle do 

que no grupo de LMC (p=0,029), enquanto o genótipo não-nulo prevaleceu no grupo LMC. Para 

MTHFR A1298C, a frequência do genótipo AA foi maior no grupo LMC do que no grupo 

controle, enquanto os genótipos contendo o alelo variante (AC e CC) predominaram no grupo 

controle (p=0,007) (Tabela  9). Para ambos os polimorfismos, tais diferenças foram 

particularmente relacionadas ao sexo feminino (p=0,005 para GSTM1 e p=0,029 para MTHFR 

A1298C). Diferença na distribuição dos genótipos no sexo masculino foi observada apenas para o 

polimorfismo MTHFR C677T, onde o genótipo variante CC apresentou frequência superior no 

grupo LMC (p=0,015) (Tabela 10). 
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Tabela 9: Frequência da distribuição dos genótipos Hp, GSTM1, GSTT1, MTHFR C677T e 
MTHFR A1298C nos grupos Controle e LMC. 

 
Marcador 
Genético 

Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Hp   
1F-1F 16(5,9) 4(3,81) 
1F-1S 18(6,6) 12(11,43) 
1S-1S 28(10,3) 5(4,76) 
1F-2 36(13,2) 13(12,38) 
1S-2 93(34,1) 32(30,48) 
2-2 82(30) 39(37,14) 

P-valores 0,402 
GSTM1   

M1  176(64,5) 55(52,4) 
M1+ 97(35,5) 50(47,6) 

P-valores 0,029 
GSTT1   

T1  65(23,8) 21(20) 
T1+ 208(76,2) 84(80) 

P-valores 0,421 
MTHFR C677T   

CC 140(51,3) 46(43,8) 
CT 114(41,8) 47(44,8) 
TT 19(7) 12(11,4) 

P-valores 0,125 
MTHFR A1298C   

AA 119(43,6) 61(58,1) 
AC 143(52,4) 43(41) 
CC 11(4) 1(1) 

P-valores 0,007 
 

Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney, usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), 
versão 15.0. 
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Tabela 10: Frequência da distribuição por sexo dos genótipos Hp, GSTM1, GSTT1, MTHFR 
C677T e MTHFR A1298C nos grupos Controle e LMC. 

 

Marcador 
Genético 

Feminino Masculino 
 Controle 

N(%) 
LMC 
 N(%) 

 Controle 
N(%) 

LMC 
 N(%) 

Hp     
1F-1F 12(4,4) 1(0,95) 4(1,5) 3(2,86) 
1F-1S 9(3,3) 7(6,67) 9(3,3) 5(4,76) 
1S-1S 13(4,8) 3(2,86) 15(5,5) 2(1,9) 
1F-2 22(8,1) 6(5,71) 14(5,1) 7(6,67) 
1S-2 46(16,8) 16(15,24) 47(17,2) 16(15,24) 
2-2 43(15,8) 18(17,14) 39(14,3) 21(20) 

P-valores 0,455 0,681 
GSTM1     

M1  95(34,8) 22(21) 81(29,7) 33(31,4) 
M1+ 50(18,3) 29(27,6) 47(17,2) 21(20) 

P-valores 0,005 0,738 
GSTT1     

T1  32(11,7) 7(6,7) 33(12,1) 14(13,3) 
T1+ 113(41,4) 44(41,9) 95(34,8) 40(38,1) 

P-valores 0,196 0,984 
MTHFR 

C677T 
    

CC 68(24,9) 25(23,8) 72(26,4) 21(20) 
CT 65(23,8) 22(21,0) 49(18,0) 25(23,8) 
TT 12(4,4) 4(3,8) 7(2,6) 8(7,6) 

P-valores 0,797 0,015 
MTHFR 

A1298C 
    

AA 54(19, 8) 28(26,7) 65(23,8) 33(31,4) 
AC 86(31,5) 22(21,0) 57(20,9) 21(20) 
CC 5(1,8) 1(1,0) 6(2,2) 0(0) 

P-valores 0,029 0,139 
Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney, usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), 
versão 15.0. 

 

Na análise da distribuição dos genótipos por faixa etária (Tabela 11), GSTM1 apresentou 

diferença significativa entre os grupos controle e LMC para maiores de 60 anos (p=0,006), 

enquanto MTHFR A1298C, para 20-40 anos (p=0,022). Para GSTM1, a frequência de 

distribuição do genótipo não-nulo foi superior no grupo LMC, enquanto o genótipo nulo 

distribuiu-se semelhantemente nos dois grupos. Para MTHFR A1298C, as frequências dos 

genótipos contendo o alelo variante foram superiores no grupo controle. Nenhuma diferença 

significativa foi observada para os outros marcadores. 
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Tabela 11: Frequência da distribuição por faixa etária dos genótipos Hp, GSTM1, GSTT1, 
MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos grupos Controle e LMC. 

 
Marcador 
Genético 20-40 anos 41-60 anos > 60 anos 

 Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Hp       
1F-1F 14(5,1) 2(1,9) 2(0,7) 2(1,9) 0(0) 0(0) 
1F-1S 9(3,3) 2(4,76) 8(2,9) 4(3,81) 0(0) 3(2,86) 
1S-1S 22(8,1) 5(0,95) 4(1,5) 4(3,81) 1(0,4) 0(0) 
1F-2 27(9,9) 5(4,76) 9(3,3) 6(5,71) 0(0) 2(1,9) 
1S-2 55(20,1) 9(8,57) 27(9,9) 14(13,33) 2(0,7) 9(8,57) 
2-2 51(18,7) 14(13,33) 24(8,8) 17(16,19) 7(2,6) 8(7,62) 

P-valores 0,591 0,816 0,575 
GSTM1       

M1  113(41,4) 22(21) 49(17,9) 27(25,7) 14(5,1) 6(5,7) 
M1+ 65(23,8) 14(13,3) 26(9,5) 20(19) 6(2,2) 16(15,2) 
P-valores 0,788 0,342 0,006 

GSTT1       
T1  45(16,5) 10(9,5) 15(5,5) 10(9,5) 5(1,8) 1(1) 
T1+ 133(48,7) 26(24,8) 60(22) 37(35,2) 15(5,5) 21(20) 

P-valores 0,770 0,866 0,062 
MTHFR C677T      

CC 91(33,3) 15(14,3) 39(14,3) 23(21,9) 10(3,7) 8(7,6) 
CT 73(26,7) 16(15,2) 32(11,7) 19(18,1) 9(3,3) 12(11,4) 
TT 14(5,1) 5(4,8) 4(1,5) 5(4,8) 1(0,8) 2(1,9) 

P-valores 0,219 0,571 0,352 
MTHFR A1298C      

AA 79(28,9) 23(21,9) 31(11,4) 25(23,8) 9(3,3) 13(12,4) 
AC 90(33,0) 13(12,4) 42(15,4) 21(20) 11(4,0) 9(8,6) 
CC 9(3,3) 0(0) 2(0,7) 1(1,0) 0(0) 0(0) 

P-valores 0,022 0,209 0,367 
Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney, usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), 
versão 15.0. 

 

Diferenças significativas na distribuição por cor da pele foram observadas apenas para o 

polimorfismo MTHFR A1298C, onde os genótipos AC e CC predominaram no grupo controle 

dos indivíduos de cor branca (p=0,017) (Tabela 12).  
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Tabela 12: Frequência da distribuição por cor da pele dos genótipos Hp, GSTM1, GSTT1, 
MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos grupos Controle e LMC . 

  
Marcador 
Genético Branca Parda Negra 

 Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Controle 
N(%) 

LMC 
N(%) 

Hp       
1F-1F 7(2,6) 2(1,9) 8(2,9) 1(0,95) 1(0,4) 1(0,95) 
1F-1S 9(3,3) 2(1,9) 7(2,6) 7(6,67) 2(0,7) 3(2,86) 
1S-1S 11(4) 2(1,9) 13(4,8) 3(2,86) 4(1,5) 0(0) 
1F-2 24(8,8) 5(4,76) 11(4) 6(5,71) 1(0,4) 2(1,9) 
1S-2 54(19,8) 13(12,38) 26(9,5) 19(18,1) 13(4,8) 0(0) 
2-2 51(18,7) 17(16,19) 26(9,5) 20(19,05) 5(1,8) 2(1,9) 

P-valores 0,342 0,209 0,067 
GSTM1       

M1  101(37) 21(20) 61(22,3) 31(29,5) 14(5,1) 3(2,9) 
M1+ 54(19,8) 20(19) 30(11) 25(23,8) 13(4,8) 5(4,8) 
P-valores 0,102 0,139 0,482 

GSTT1       
T1  37(13,6) 5(4,8) 24(8,8) 16(15,2) 4(1,5) 0(0) 
T1+ 118(43,2) 36(34,3) 67(24,5) 40(38,1) 23(8,4) 8(7,6) 

P-valores 0,106 0,804 0,254 
MTHFR C677T      

CC 74(27,1) 15(14,39) 46(16,9) 25(23,8) 20(7,3) 6(5,7) 
CT 66(24,2) 21(20) 42(15,4) 24(22,9) 6(2,2) 2(1,9) 
TT 15(5,5) 5(4,8) 3(1,1) 7(6,7) 1(0,4) 0(0) 

P-valores 0,215 0,243 0,918 
MTHFR A1298C      

AA 68(24,9) 26(24,8) 36(13,2) 29(27,6) 15(5,5) 6(5,7) 
AC 79(28,9) 15(14,3) 54(19,8) 26(24,8) 10(3,7) 2(1,9) 
CC 8(2,9) 0(0) 1(0,4) 1(1,0) 2(0,7) 0(0) 

P-valores 0,017 0,171 0,295 
Os p-valores foram gerados pelo teste de Mann-Whitney, usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), 
versão 15.0. 

 

5.2 Estatística de populações 

 

Desvio significativo do Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi observado para Hp no 

grupo controle (p=0,0022), GSTM1 e GSTT1 em ambos os grupos (p=0,000 para ambos) e 

MTHFR A1298C em ambos os grupos (p=0,0000 para controle e p=0,0374 para LMC). Para Hp, 

tal resultado foi compatível com deficiência de heterozigotos no grupo controle (p=0,0374), 

devido principalmente a um maior número de indivíduos 1F-1F e a um menor número de 

indivíduos 1F-1S e 1F-2 em relação ao esperado. Para as GSTs, tal resultado foi decorrente do 

método de PCR não ser apropriado para distinguir homozigotos (+/+, tipo selvagem) e 
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heterozigotos (+/ ), sendo considerados apenas os genótipos nulo e não-nulo. Para o loco da 

MTHFR A1298C, o desvio no EHW foi compatível com excesso de heterozigotos tanto no grupo 

controle (p=0,000) quanto no grupo LMC (p=0,0217) (Tabela 13). Em ambos os grupos foi 

observado um forte desequilíbrio de ligação genotípica para os locos da MTHFR (p<0,001 para 

ambos os grupos) (Tabelas 14 e 15).  

Os resultados das estatísticas F indicaram diferenciação genética leve para o loco da 

MTHFR A1298C (FST=0,0166), e GSTM1 (FST =0,0238) com resultados compatíveis com 

seleção a favor dos heterozigotos (FIS= 0,2334; FIT= 0,2130). Contudo não foi observada sub-

estruturação populacional (FST =0.0088). O teste de heterogeneidade mostrou distribuição 

homogênea dos genótipos de Hp, GSTT1 e MTHFR C677T nos grupos controle e LMC, e 

distribuição heterogênea dos mesmo para os locos GSTM1 (p=0,0308) e MTHFR A1298C 

(p=0,0221) (Tabela 16). 
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Tabela 13: Distribuição das frequências alélicas de Hp, GSTM1, GSTT1, MTHFR C677T e MTHFR A1298C nos grupos Controle e 
LMC e dados para o teste do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW). 

Alelos 

Frequências 
alélicas 

Genótipos 

Número de indivíduos 
observados 

Número de 
indivíduos 
esperados 

Coeficiente de 
Endogamia 

Intrapopulacional 
(FIS) 

Teste do EHW  
(p-valores) 

Controle LMC Controle LMC Controle LMC Controle LMC Controle LMC 

Hp   Hp     

0,0948 0,0459 0,0022 0,1371 

1F 0,16 0,16 1F-1F 16 4 6,72 2,53 
1S 0,30 0,26 1F-1S 18 12 26,35 8,53 
2 0,54 0,58 1S-1S 28 5 25,43 6,84 
   1F-2 36 13 46,23 19,42 
   1S-2 93 32 89,78 30,78 
   2-2 82 39 78,49 35,90 

GSTM1   GSTM1     
  0,0000 0,0000 M1  0,64 0,52 Nulo 176 50 113,35 28,68 

M1+ 0,36 0,48 Não-nulo 97 55 159,65 76,31 
GSTT1   GSTT1     

  0,0000 0,0000 T1  0,24 0,20 Nulo 65 21 15,39 4,12 
T1+ 0,76 0,80 Não-nulo 208 84 257,61 100,88 

MTHFR 
C677T 

  MTHFR 
C677T     

-0,0375 0,0047 0,6491 1,0000 C 0,72 0,66 CC 140 46 142,06 45,89 
T 0,28 0,34 CT 114 47 109,89 47,22 
   TT 19 12 21,06 11,89 

MTHFR 
A1298C 

 
 

MTHFR 
A1298C    

 
-0,2403 -0,2116 0,0000 0,0374 A 0,70 0,79 AA 119 61 132,83 64,74 

C 0,30 0,21 AC 143 43 115,35 35,53 
   CC 11 1 24,83 4,74 

p<0,05 indica desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg. Os dados foram gerados pelo programa estatístico Genepopweb versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au). Para os 
marcadores GSTM1 e GSTT1 foram considerados os genótipos nulo = /  e não-nulo = +/+ e +/ , visto que o método de PCR não é apropriado para distinguir homozigotos (+/+, 
tipo selvagem) e heterozigotos (+/ ).  
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Tabela 14: Tabela de contingência para o desequilíbrio genotípico entre os locos 677 e 1298 da 
MTHFR no grupo controle. 

        
 MTHFR C677T 

Total MTHFR 
A1298C CC CT TT 

AA 41 62 16 119 
AC 88 52 3 143 
CC 11 0 0 11 
Total 140 114 19 273 

Os dados foram gerados pelo programa Genepop, versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au) 

 

 

Tabela 15: Tabela de contingência para o desequilíbrio genotípico entre os locos 677 e 1298 da 
MTHFR no grupo LMC. 

 

 MTHFR C677T 
Total MTHFR 

A1298C CC CT TT 

AA 21 28 12 61 
AC 24 19 0 43 
CC 1 0 0 1 
Total 46 47 12 105 

Os dados foram gerados pelo programa Genepop, versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au) 
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Tabela 16: Dados de diversidade genética nos grupos Controle e LMC, Estatísticas F e teste de heterogeneidade (qui-quadrado ( 2) 
para os marcadores genéticos Hp, GSTM1, GSTT1, MTHFR C677T e MTHFR A1298C. 
 

Marcador 
Genético 

Heterozigosidade 
observada (Ho) 

Heterozigosidade 
Esperada (He) FIS FST FIT 

Teste de 
heterogeneidade 

(p-valores) Controle LMC Controle LMC 
Hp 0,5385 0,5429 0,5928 0,5704 0,0817 0,0005 0,0822 0,2215 

GSTM1      0,0238  0,0308 
GSTT1      -0,0024  0,4288 

MTHFR C677T 0,4176 0,4476 0,4032 0,4488 0,0249 0,0053 0,0195 0,2384 
MTHFR A1298C 0,5238 0,4095 0,4200 0,3318 0,2334 0,0166 0,2130 0,0221 

    Total 0,0396 0,0088 0,0327  
 
Os dados das Estatísticas F foram gerados pelo programa estatístico Genepopweb versão 4.1 (http://genepop.curtin.edu.au) para os marcadores codominantes. Para os marcadores 
GSTM1  e  GSTT1  foram  considerados  os  genótipos  nulo  =  /  e  não-nulo  =  +/+  e  +/ , visto que o método de PCR não é apropriado para distinguir homozigotos (+/+, tipo 
selvagem) e heterozigotos (+/ ). Sendo assim, as Estatísticas F para os marcadores dominantes foram gerados utilizando o programa Alerquin v.3.1.1. 
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5.3 Odds Ratio (OR) 

 
O OR com intervalo de confiança de 95% mostrou um aumento significativo de risco 

para o genótipo não-nulo da GSTM1 (p=0,031) e para o genótipo AA da MTHFR A1298C 

(p=0,011), e redução significativa de risco para o genótipo nulo da GSTM1 (p=0,031) e para o 

genótipo AC do loco 1298 da MTHFR (p=0,047). Para os demais marcadores, os valores não 

foram significativos (Tabela 17). 

 
Tabela 17: Distribuição dos genótipos dos polimorfismos da Hp, GSTM1, GSTT1, MTHFR 
C677T e MTHFR A1298C e Odds Ratio (OR) com intervalo de confiança (IC) de 95%. 

 

Genótipos 
Tamanho amostral (N) OR (IC de 

95%) p-valor Presença Ausência 
Controle LMC Controle LMC 

Hp       
1F-1F 16 4 257 101 0,636 0,425 
1F-1S 18 12 255 93 1,828 0,119 
1S-1S 28 5 245 100 0,438 0,090 
1F-2 36 13 237 92 0,930 0,835 
1S-2 93 32 180 73 0,848 0,506 
2-2 82 39 191 66 1,376 0,185 
GSTM1       
M1  176 55 97 50 0,606 0,031 
M1+ 97 50 176 55 1,649 0,031 
GSTT1       
T1  65 21 209 84 0,816 0,473 
T1+ 208 84 64 21 1,225 0,473 
MTHFR 
C677T 

      

CC 140 46 133 59 0,741 0,193 
CT 114 47 159 58 1,130 0,597 
TT 19 12 254 93 1,725 0,156 
MTHFR 
A1298C 

      

AA 119 61 154 44 1,794 0,011 
AC 143 43 130 62 0,630 0,047 
CC 11 1 262 104 0,229 0,126 
Os p-valores foram gerados pelo teste de correlação do qui-quadrado ( 2), usando o programa SPSS (Statistical Package for 
the Social Sciences), versão 15.0. 

 

 

Verificou-se para o genótipo MTHFR 1298AA, um aumento do risco para o sexo 

feminino (OR=2,052; 95% CI=1,08-3,92; p=0,028), como também para faixa etária de 20-40 

anos (OR=1,980; 95% CI=1,06-4,65; p=0,047) e para indivíduos de pele branca (OR=2,218; 
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95% CI=1,09-4,51; p=0,026). Em relação a GSTM1, o aumento do risco foi também 

associado ao sexo feminino (OR=2,505; 95% CI=0,21-0,77; p=0,031) e para indivíduos >60 

anos (OR=6,222; 95% CI=1,63-23,76; p=0,006). Indivíduos Hp1F-1S de pele negra também 

apresentaram aumento do risco (OR=7,200; 95% CI=0,94-54,94; p=0,037). 

A diminuição do risco anteriormente apresentada para MTHFR 1298AC e GSTM1 

nulo foram também relacionados ao sexo feminino, para MTHFR (OR=0,520; 95% CI=0,27-

0,99; p=0,046) e para GSTM1 (OR=0,399; 95% CI=0,21-0,77; p=0,005). Também se 

observou para GSTM1 nulo, a diminuição do risco para >60 anos (OR=0,161; 95% CI=0,04-

0,61; p=0,006). Uma diminuição do risco ocorreu no sexo masculino apenas para MTHFR 

677CC (OR=0,495; 95% CI=0,26-0,95; p=0,032). Observou-se ainda uma diminuição do 

risco para indivíduos de pele negra para o genótipo Hp1S-2 da haptoglobina (OR=0,619; 95% 

CI=0,44-0,87; p=0,011). 
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6 DISCUSSÃO 

 

A predisposição a doenças, bem como as frequências alélicas de genes 

farmacogeneticamente importantes, variam consideravelmente nas populações em todo o 

mundo, provavelmente como resultado de deriva genética ou adaptação a fatores locais 

seletivos, como o clima e a disponibilidade de nutrientes (SUAREZ-KURTZ, 2004), como o 

folato. 

 A disponibilidade de folato, por sua vez, interfere na cascata metabólica desencadeada 

pela enzima MTHFR. Esta enzima catalisa a conversão irreversível de 5,10- 

metilenotetrahidrofolato para 5-metiltetrahidrofolato (DUTHIE et al., 2002; MOON et al., 

2007), que serve como doador do grupamento metil na remetilação de homocisteína em 

metionina, que, por conseguinte, é convertida em S-adenosilmetionina (SAM), responsável 

pela metilação de citocinas específicas no DNA, atuando na regulação da transcrição gênica 

(DUTHIE et al., 2002).  

Como o polimorfismo MTHFR A1298C reside no domínio da enzima S-

adenosilmetionina e a carência de folato afeta a expressão desse gene na regulação dos níveis 

celulares SAM (DUTHIE et al., 2002), os resultados obtidos neste trabalho indicam que, pelo 

menos para nossa população, o genótipo selvagem MTHFR 1298 (AA) foi associado a um 

aumento significativo do risco de desenvolvimento da LMC, principalmente para mulheres 

adultas jovens, enquanto A1298C diminuiu significativamente este risco. Não foi observada 

associação com o polimorfismo C677T, apesar de encontrarmos uma diminuição do risco para 

homens com o genótipo 677CC. Os resultados encontrados para os indivíduos heterozigotos 

MTHFR A1298C indicam a existência de uma provável vantagem adaptativa destes 

indivíduos em relação aos indivíduos do genótipo tipo selvagem (AA), possivelmente em 

virtude da redução da quantidade de folato necessária para a regulação da transcrição de seus 

genes. 

Como a S-adenosilmetionina (SAM) está envolvida na metilação de citocinas 

específicas no DNA e na regulação da transcrição de genes, a deficiência de folato provoca o 

esgotamento da SAM celular, o que induz a hipometilação do DNA e a expressão do proto-

oncogene, podendo resultar em câncer (DUTHIE et al., 2002). Apesar de não terem sido 

avaliados os níveis de ácido fólico e de homocisteína para os genótipos 1298CC e 1298AC, 

verifica-se na literatura a existência de uma associação entre níveis mais elevados de 

homocisteína e menores concentrações de folato no plasma com o genótipo 677TT (van der 

PUT et al., 1998 ).  
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A diminuição do risco de desenvolvimento de LMC (HUR et al., 2006) e  do risco de 

recaída após transplante de medula óssea (ROBIEN et al., 2004) também tem sido observada 

para o genótipo 1298AC nos países asiáticos e caucasianos, respectivamente. Em ambos os 

estudos, as frequências alélicas e genotípicas foram semelhantes e não heterogêneas, tal como, 

o verificado nos resultados deste trabalho (p <0,001 no teste de heterogeneidade). 

Considerando que essas frequências variam entre os grupos étnicos (ROBIEN e ULRICH, 

2003), e que a população brasileira como um todo é resultante da mistura interétnica entre 

europeus, africanos e ameríndios (ALVES-SILVA et al. 2000), estes resultados estão de 

acordo com o esperado. Além disso, a freqüência do alelo C do polimorfismo MTHFR 1298 

varia entre populações da Ásia (0,17-0,19) e da Europa Ocidental (0,27-0,36). Entretanto, 

apesar da disponibilidade de informações referentes a países asiáticos e europeus, pouco se 

sabe sobre as freqüências alélicas entre A1298C nas populações sul-americanas e africanas 

(ROBIEN e ULRICH, 2003), o que ressalta a importância do presente estudo.  

 Os  resultados  obtidos  neste  trabalho  indicam  que  a  frequência  do  alelo  C  do  grupo  

controle (0,30) foi semelhante à frequência encontrada na Europa Ocidental, enquanto a 

frequência verificada no grupo de LMC (0,21) foi bastante semelhante à encontrada na África 

do Sul (GEBHARDT et al., 2001;. ROBIEN e ULRICH, 2003), apesar de ter sido verificado, 

no  presente  trabalho,  um  aumento  do  risco  para  os  indivíduos  de  cor  branca  com  genótipo  

1298 AA.  

 Tais resultados indicam que a miscigenação da população brasileira pode ter 

influenciado a distribuição desse polimorfismo. Identificar os polimorfismos gênicos nesta 

população poderá ser um acréscimo para melhorar a compreensão de susceptibilidade a esta 

doença, bem como, a sua progressão, além, da possibilidade de se fazer um ajuste terapêutico. 

Nesse contexto, o fato da população do Distrito Federal ser formada por uma mistura ampla 

de migrantes de todas as regiões do Brasil (QUEIROZ, 2006), sua utilização representa de 

forma bastante efetiva a constituição da população brasileira.  

É importante ressaltar que a variabilidade genética em populações humanas pode 

refletir, em parte, os processos distintos de seleção natural e adaptação às condições 

ambientais variáveis (BARREIRO et al., 2008). Assim, os desvios do equilíbrio de Hardy-

Weinberg podem ser explicados pela seleção natural ou pela ocorrência de uma mistura étnica 

recente (BARREIRO et al.,  2008),  o  que  não  se  aplica  à  população  brasileira,  embora  a  

miscigenação continue a ocorrer. No presente trabalho, foi observado um desvio significativo 

do EHW para o loco MTHFR 1298 compatível com o excesso de heterozigotos, indicando, 

mais uma vez, que a heterozigose MTHFR 1298 pode conferir uma vantagem adaptativa aos 
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indivíduos. Um forte desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos MTHFR C677T e 

MTHFR A1298C foi anteriormente descrito (ROBIEN e ULRICH, 2003), corroborando os 

resultados do presente estudo, porém nenhuma associação com a LMC foi encontrada para o 

loco MTHFR 677. 

Sabe-se que a seleção positiva do crescimento populacional aumenta a proporção de 

alelos raros (alelos com baixa freqüência), enquanto a sub-estruturação populacional aumenta 

a proporção de alelos intermediários (SERRE e HUDSON, 2006). Neste estudo, os grupos 

controle  e  LMC foram geneticamente  homogêneos  em relação  à  MTHFR C677T,  GSTT1 e  

Haptoglobina. O índice de fixação (FST), que mede o grau de diferenciação genética de 

subpopulações (NEI 1977) indicou que não houve sub-estruturação da população brasileira 

estudada, apesar da ligeira diferenciação genética para os locos MTHFR 1298 e GSTM1, que 

estão em conformidade com as associações encontradas.  

A seleção natural pode agir em nível de genes, particularmente, se estes genótipos 

permitirem uma melhor aptidão com vantagens adaptativas (BARREIRO et al., 2008). Genes 

sob seleção positiva têm importante papel na sobrevivência humana e afetam fenótipos 

complexos de relevância médica (BARREIRO et al., 2008). Neste estudo, uma associação 

com o risco de desenvolvimento de LMC foi encontrada para os genótipos MTHFR 1298AA 

e GSTM1 não nulo em todos os testes estatísticos realizados, sendo ambos os genótipos 

relacionados com o risco em mulheres,  em conformidade com o descrito pela literatura. 

Como a MTHFR direciona o fluxo de folatos intracelulares para a conversão de homocisteína 

em metionina, em detrimento da síntese dos nucleotídeos (ROBIEN et al., 2004), a deficiência 

de ácido fólico tem sido associada à incorporação de uracila no DNA e a quebras na dupla fita 

durante o reparo por excisão de uracila, aumentando, assim, o risco de aberrações 

cromossômicas (ROBIEN e ULRICK, 2003).  

A deficiência de ácido fólico, como a provocada pelo consumo de álcool, afeta a 

atividade celular de SAM e os níveis de homocisteína (MA et al., 1997; DUTHIE et al., 2002; 

PARADISI et al., 2004.), sugerindo a homocisteína como um marcador para o câncer 

(ÖZKAN et al., 2007). Foi também atribuída à atividade enzimática de SAM a característica 

de antídoto contra a toxicidade do estrógeno fisiológico hepatobiliar em mulheres suscetíveis 

(FREZZA et al., 1988). Sabe-se ainda que a hiperhomocisteínemia está associada com a 

diminuição dos níveis de folato e glutationa total (ÖZKAN et al., 2007), um tripeptídeo 

essencial para a remoção de peróxido de hidrogênio e peróxidos lipídicos das células através 

da glutationa peroxidase e por desintoxicar carcinogéneos ambientais, pela GST (JÚNIOR et 

al., 2001).  
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Embora a metodologia empregada neste estudo não permita distinguir entre os tipos 

homozigotos  selvagens  (+/+)  e  heterozigotos  (+  /  ) na genotipagem do polimorfismo GST 

M1 e T1, este tipo de PCR é o método de genotipagem padrão, relatado com algumas 

variações relacionadas à utilização de uma PCR multiplex incluindo os controles positivos. O 

genótipo não-nulo GSTM1 já foi relatado com maior freqüência em pacientes LMC do que 

em controles em um estudo realizado com japoneses (HISHIDA et al., 2005). Além disso, os 

estudos realizados anteriormente avaliaram o risco para LMC apenas para o genótipo GSTM1 

nulo ou em combinação com GSTT1, deixando de investigar existência do risco para o 

genótipo GSTM1 não nulo(LÖFFLER et al., 2001;. HISHIDA et al., 2005;. LOURENÇO et 

al., 2005;. MONDAL et al., 2005. ; BAJPAI et al., 2007; SOUZA et al., 2008;. TASPINAR et 

al., 2008), talvez, porque seja curioso verificar que a presença de uma enzima que atua na 

detoxificação de carcinógenos possa aumentar o risco de se desenvolver o câncer, enquanto 

sua ausência possa ter um efeito protetor. 

 No entanto, para o estudo do polimorfismo GSTM1, além do alelo nulo, existem 

outros dois alelos para este loco, GSTM1A e GSTM1B, que diferem pela substituição de um 

par de bases (COTTON et al., 2000). Embora não exista evidência de diferença funcional 

entre esses alelos (COTTON et al., 2000), essa suposição pode não ser justificada, uma vez 

que estudos em pacientes com cirrose biliar primária apresentam as freqüências dos fenótipos 

GSTM1A e GSTM1B significativamente diferentes em casos e controles. Também tem sido 

sugerido na literatura que os indivíduos com dois alelos positivos podem ter maior proteção 

que GSTM1 heterozigotos (+/-) (DAVIES et al, 1993;. FRYER et al, 1993), entretanto,  isso 

precisa ser melhor investigado, pois, além das diferenças interétnicas nas freqüências alélicas 

GSTM1, há diferenças intra-étnicas.  

Homozigotos GSTM1 nulos têm sido relatados na frequencia entre 22-67% em 

indivíduos saudáveis em diferentes etnias no mundo, com frequências mais baixas em Afro-

americanos e indianos, e maior frequência em caucasianos e asiáticos (REBBECK, 1997; 

MISHRA et al., 2004; MONDAL et al., 2005;. COTTON et al., 2000; HIRAGI, 2011), apesar 

de uma freqüência de 64-100% também ter sido relatada na Oceania (REBBECK, 1997). Em 

afrodescendentes brasileiros estas freqüências ocorrem entre 47-58% (REBBECK, 1997; 

GATTÁS et al., 2004; KVITO et al., 2006; HIRAGI et al., 2011), em ameríndios, variando de 

52-55% (HIRAGI et al., 2011),  na população urbana brasileira 35-63% (SANTOVITO et al., 

2008; MACIEL et al., 2009; MIRANDA-VILELA et al., 2010;. HIRAGI et al., 2011) e, em 

atletas corredores brasilienses, numa freqüência em torno de 64%  (AKIMOTO et al., 2010;. 

MIRANDA-VILELA  et  al.,  2011).  Embora  o  loco  GSTM1  esteja  localizado  perto  do  loco  
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MTHFR, pelo menos em nosso estudo, não houve desequilíbrio de ligação entre o loco 

MTHFR (C677T e A1298C) e o loco GSTM1.  

Apesar de nossos resultados indicarem uma vantagem adaptativa para os genótipos 

nulos GSTM1 e também um risco aumentado para a LMC no genótipo GSTM1 não nulo,  a 

seleção em outra área do gene GSTM1 (como discutido acima) ou em outro gene localizado 

nas imediações do gene GSTM1 não pode ser descartada. O loco GSTM1 (1p13.3) está 

próximo do loco NRAS (1p13.2), um proto-oncogene que faz parte do p21 RAS, subfamília 

de pequenas proteínas GTPases que regula a proliferação celular da organização do 

citoesqueleto e de outras redes de sinalização, e é o alvo mais freqüente de mutações 

ativadoras  de câncer (OLIVEIRA et al., 2007). O oncogene NRAS, quando ativado por 

mutações de ponto, está envolvido com uma variedade de tumores humanos, incluindo LMA 

e LMC (CHIN et al., 1992;. MIYAUCHI et al., 1994). Embora não tenha sido genotipado o 

gene NRAS, um possível desequilíbrio de ligação entre este gene e os locos GSTM1 não pode 

ser descartado, principalmente porque nosso estudo também mostrou aumento do risco da 

LMC para a faixa etária de > 60 anos, visto que a incidência de câncer aumenta com a idade, 

como conseqüência da duração da carcinogênese e devido a uma exposição mais prolongada a 

substâncias  cancerígenas  (ANISIMOV,  2007).  Assim,  a  GSTM1  e  as  NRAS  devem  ser  

investigadas em conjunto no contexto do câncer, relativa a um possível desequilíbrio de 

ligação para evitar associações espúrias.  

Como a expressão de BCR-ABL estimula a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROS) em células progenitoras hematopoéticas (SATTLER et al., 2000.) e tais EROs estão 

envolvidas na inicidência e na promoção da carcinogênese (BOREK, 2004; 

SENTHILKUMAR et al., 2008), o polimorfismo da Hp tem sido investigado em leucemias, 

sugerindo  uma  associação  do  gene  Hp  *  1   e  do  fenótipo  Hp1-1  com  LMA,  LMC  e  LLA.  

Entretanto, o significado deste polimorfismo em leucemias tem apresentado resultados 

controversos (NEVO e TATARSKY, 1986, MITCHELL et al., 1988; CAMPREGHER et al., 

2004). Apesar do pequeno tamanho amostral e do intervalo de confiança consideravelmente 

grande, os resultados do presente trabalho indicaram um aumento de risco de LMC em 

indivíduos de pele negra com genótipo Hp1F-1S e uma diminuição do risco em indivíduos do 

genótipo Hp1S-2. O desvio observado do EHW foi devido principalmente a um maior número 

de indivíduos 1F-1F e a um menor número de indivíduos 1F-1S e 1F-2 do que o esperado, 

indicando a existência de diferenças nas respostas biológicas entre os alelos da Hp * 1 e, 

portanto, a impossibilidade de tratá-lo como um único bloco nos estudos de associação.  
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Em conclusão, uma associação com o risco de desenvolvimento de LMC foi 

encontrada para os genótipos MTHFR 1298AA e GSTM1 não nulo, enquanto os genótipos 

MTHFR 1298AC e GST M1 nulos diminuíram esse risco em todos os testes estatísticos 

realizados. Os resultados indicaram também uma possível seleção a favor de heterozigotos 

para o loco MTHFR 1298. A variabilidade em populações humanas pode refletir, em parte, os 

processos distintos de seleção natural e adaptação às condições ambientais variáveis. Como a 

população brasileira é muito desigual e heterogênea, os resultados deste estudo indicaram que, 

ao menos para a população brasileira, esses dois locos são importantes no contexto da LMC e 

precisam ser mais profundamente investigados, relacionando-os com diferentes doses de 

folatos sérico e diferentes dados clínicos. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A análise dos polimorfismos MTHFR C677T, A1298C, GSTM1, GSTT1 e 

Haptoglobina em indivíduos com LMC, utilizando um estudo caso-controle, permitiu concluir 

que: 

 Para os genótipos MTHFR 1298AA e GSTM1 não nulo observou-se um 

aumento do risco de desenvolvimento de LMC; 

 Verifica-se um risco reduzido de desenvolvimento de LMC para os genótipos 

MTHFR 1298AC e GST M1 nulo em todos os testes estatísticos realizados. Além disso, os 

resultados indicaram também uma possível seleção a favor de heterozigotos para o loco 

MTHFR 1298, 

 A análise  do  polimorfismo MTHFR C677T revelou  uma diminuição  do  risco  

apenas para indivíduos do sexo masculino com o genótipo MTHFR 677CC, 

 Não foi observada associação para o polimorfismo GSTT1 nesta população; 

 Para o polimorfismo da Haptoglobina observou-se um aumento do risco de 

LMC para indivíduos de pele negra com genótipo Hp1F-Hp1S e uma diminuição do risco para 

os indivíduos do genótipo Hp1S-Hp2, apesar do pequeno tamanho amostral e do intervalo de 

confiança ser consideravelmente grande. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PESPECTIVAS FUTURAS 

 

A Leucemia Mieloide Crônica foi o primeiro câncer a ser associado a um marcador 

citogenético específico e, com o advento de novas tecnologias aplicadas à medicina, pôde ser 

investigada a nível molecular.  Assim, diversos estudos associaram o acompanhamento 

ambulatorial e o diagnóstico molecular com o objetivo de obter uma melhor compreensão da 

progressão da doença. 

Atualmente, apesar das técnicas de seqüenciamento genético serem aplicadas 

principalmente no meio acadêmico, investigadores clínicos da LMC em todo mundo utilizam-

se de tais técnicas para identificar novas mutações no gene BCR-ABL. Tais mutações se 

constituem no principal mecanismo subjacente à resistência aos ITK e sua identificação é 

muito importante para a definição da terapêutica adotada no tratamento.  

Uma parte considerável do recente esforço de pesquisa em genética humana 

concentrou-se no objetivo de responder qual o efeito das diferenças alélicas no risco de 

doenças, o quanto os alelos em diferentes SNPs interagem na determinação do risco e em que 

grau as interações genótipo-ambiente são importantes. O desafio não é apenas identificar os 

genes que podem estar envolvidos, mas o papel que eles têm na mediação do risco. 

Nesse aspecto, a investigação da influência de polimorfismos genéticos, 

principalmente aqueles em que se conhece alguma relação de risco, quando associados aos 

dados clínicos podem contribuir enormemente para a obtenção de respostas às muitas 

questões ainda não esclarecidas relacionadas à LMC. 
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Secretaria de Estado de Saúde- SES/Núcleo de Hematologia e Hemoterapia-HBDF 
Universidade de Brasília- UNB /Instituto de Biologia- IB/ Laboratório de Genética. 
  
Projeto de Pesquisa: Polimorfismo nos genes MTHFR, Glutationa S-transferase e 
Haptoglobina e sua relação na incidência e resposta ao tratamento da Leucemia Mielóide 
Crônica (LMC).  
 
 

Responsável:Graciana S. Lordelo de Carvalho 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Resolução 196/96) 

 

Eu, ______________________________________________ abaixo assinado, declaro ter 

ouvido e compreendido o presente termo de consentimento, que informa o seguinte: 

Estou participando de minha livre e espontânea vontade, de uma pesquisa que visa verificar a 

presença do polimorfismo dos genes MTHFR e GST por meio de PCR RFLP. 

1. A pesquisa será realizada a partir de amostra de sangue, previamente colhido no HBDF 

pelo serviço responsável pelo meu tratamento. A realização desta pesquisa não 

compromete o meu estado de saúde e não traz riscos em sua realização. 

2. A pesquisa requer a coleta de 5mL de sangue periférico com seringa e agulha 

descartáveis. Será utilizada a amostra de sangue do hemograma periódico previsto no 

tratamento. A coleta está prevista para uma única vez.  

 

3.  Tenho garantido antes e durante o curso da pesquisa, esclarecimentos sobre o 

procedimento e metodologia. Caso seja do meu interesse, posso solicitar 

acompanhamento psicológico por profissionais da Rede Pública Hospitalar. 

4. Tenho assegurado o direito de abandonar a participação na pesquisa a qualquer momento, 

se assim desejar, bastando para isso comunicar a minha decisão ao líder do projeto. 

5. Fui informada também que a coleta de dados para a pesquisa constará de entrevista e 

questionário individual, realizada pela responsável do projeto, sendo assegurado sigilo e 

privacidade através da preservação da identidade e de todos os dados confidenciais 

envolvidos na pesquisa. E ainda, posso me recusar a responder qualquer pergunta em 

caso de constrangimento.  
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6. Está prevista a publicação dos resultados dessa pesquisa em relatórios parcial e final às 

instituições envolvidas (Universidade de Brasília e Hospital de Base da Secretaria de 

Estado de Saúde do Distrito Federal) e publicação em congressos e revistas científicas. 

Além disso, tenho garantido a não-utilização desses dados por qualquer outro projeto de 

pesquisa.  

 

7. Não há previsão de ressarcimento para os participantes desse projeto, pois a coleta do 

material e seus devidos esclarecimentos, serão realizados durante as consultas periódicas 

do meu tratamento. 

 

8. O presente termo de consentimento foi elaborado em duas vias, sendo que uma cópia 

ficará comigo e a outra com a responsável da pesquisa. 

 

Brasília, ____ de ______________ de 2007. 

 

 

 

__________________________________________________ 

Responsável 

 

 

 

 

___________________________ ___________________________ 

Pesquisador     Testemunha 

 

 

 



85 
 

 

ANEXO 2 – PROTOCOLO DE IDENTIFICAÇÃO 

Secretaria de Estado de Saúde- SES/Núcleo de Hematologia e Hemoterapia-HBDF 
Universidade de Brasília-UnB /Instituto de Biologia- IB/ Laboratório de Genética 
  
 
Responsáveis: Profª. Drª. Nazaré Klautau 
  Dr Alexandre Nonino 
  Graciana S. Lordelo de Carvalho 
 
 
Reg. nº............................    Data  da coleta: ........./........./.........  
 
 
Nome:.................................................…............................. 
Data de nascimento:  ........../............/..........                                    Idade:..............anos Telefones para 
contato:......................................................................................... 
Profissão:.....................................................…... ..…....... 
Início da doença há: .............................  
Quimioterapia: [   ] não  [   ] sim: [   ] recaída [  ] 2ª neoplasia 
HMA:..........................................................................................................................................................................
.....................................................................................................................................................................................
.....................................................................................................................................................................................
............................................................................................................... 
 
Exames Recentes: 
 
Hemograma Completo (........./........./.........) 

Hb Ht Plaq Leuc Baso Eq Mielo Meta Bast Seg Linf Mono 

            

 
 
Blastos: .......................... Outros: ................................................................................................... 
 
Mielograma: (........./........./.........):  
.....................................................................................................................................................................................
.....................................................................................................................................................................................
............................................................................................................................... 
 
Citogenética: (........./........./.........): 
.....................................................................................................................................................................................
.....................................................................................................................................................................................
............................................................................................................................... 
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ANEXO 3 – CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA SES-DF 

 
 


