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RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) € o tipo de cancer que mais acomete
criancas no mundo, representando 75% das leucemias agudas e
aproximadamente 35% de todas as neoplasias malignas pediatricas. Acredita-se
que a etiologia da LLA & multifatorial, com envolvimento de fatores ambientais e
genéticos. Neste contexto, polimorfismos que alteram a funcdo normal de
microRNAs em genes relacionados a etiologia da LLA, vém sendo recentemente
amplamente investigados. No entanto, dados sobre esses polimorfismos em
populacdes miscigenadas, como a populacdo amazonica brasileira, sé&o escassos
na literatura. O objetivo desse estudo foi investigar o papel de 10 polimorfismos
em genes de microRNAs e genes envolvidos na maquinaria de sintese dos
microRNAs na susceptibilidade a LLA infantil. A mostra foi composta por 100
pacientes com LLA, atendidos no setor de oncologia pediatrica do Hospital Ophir
Loyola e Octavio Lobo e 180 individuos saudaveis, ndo aparentados entre si,
utilizados como controle no estudo. A genotipagem dos polimorfismos estudados
utilizou a plataforma QuantStudio™-TagMan® OpenArray™. As analises
estatisticas foram realizadas empregando programa estatistico SPSS v.25.0.
Todos os testes estatisticos foram baseados em uma probabilidade bicaudal e um
p valor < 0,05 foi considerado significante. Dos genes envolvidos na maquinaria
de sintese dos microRNAs, apenas o polimorfismo rs3805500 no gene DROSHA
foi estatisticamente significante, os pacientes que exibiram o genotipo homozigoto
mutante (AA) apresentaram um risco de quase 3 vezes maior de desenvolver LLA
quando comparados aos outros genotipos (p = 0,004, OR= 2,913, IC= 1,415 -
5,998). Em relacdo aos polimorfismos em genes de microRNAs, para a variante
rs3746444 presente no gene MIR499A, o gendtipo homozigoto mutante foi
associado a um risco de LLA aumentado em aproximadamente 17 vezes (P
<0,001, OR= 17,797, IC= 5,55 — 57,016). Ademais, foi observado um efeito
protetor ao desenvolvimento de LLA associado ao gendétipo homozigoto selvagem
do polimorfismo rs2505901 do gene MIR938. Nossos resultados evidenciam que
os polimorfismos genéticos presentes em moléculas regulatérias, como 0s
microRNAs e genes envolvidos na sua sintese, sdo importantes na regulacao do
risco de desenvolver LLA na populacéo estudada. Esperamos que os resultados
encontrados no presente trabalho ajudem na compreensdo mais ampla da
etiologia da LLA.

Palavras chave: Leucemia Linfoblastica Aguda; microRNAs; Polimorfismo de

nucleotideo Unico; Susceptibilidade.
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ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the type of cancer that most affects
children in the world, representing 75% of acute leukemias and approximately 35%
of all as pediatric malignancies. Believe if the etiology of ALL is multifactorial,
involving environmental and genetic factors. In this context, polymorphisms that
alter the normal function of microRNAs in genes related to the etiology of ALL,
have been recently extensively investigated. However, data on these
polymorphisms in mixed populations, such as the Brazilian Amazonian population,
are scarce in the literature. The aim of this study was to investigate the role of 10
polymorphisms in microRNA genes and genes involved in the microRNA synthesis
machinery in susceptibility to childhood ALL. The sample consisted of 100 patients
with ALL, treated in the pediatric oncology sector of Hospital Ophir Loyola and
Octavio Lobo and 180 healthy individuals, unrelated, used as controls in the study.
The genotyping of the studied polymorphisms used the QuantStudio ™ —TagMan®
OpenArray ™ platform. Statistical analyzes were performed using the SPSS v.25.0
statistical program. All statistical tests were based on a two-tailed probability and
a p-value <0.05 was considered significant. Of the genes involved in the
microRNAs synthesis machinery, only the rs3805500 polymorphism in the
DROSHA gene was statistically significant, patients who exhibited the
homozygous mutant (AA) genotype had an almost 3 times greater risk of
developing ALL when compared to the other genotypes (p = 0.004, OR = 2.913,
Cl = 1.415 - 5.998). Regarding the polymorphisms in microRNA genes, for the
rs3746444 variant present in the MIR499A gene, the homozygous mutant
genotype was associated with an approximately 17-fold increased risk of ALL (P
<0.001, OR = 17.797, Cl = 5.55 - 57.016). In addition, a protective effect on the
development of ALL was observed associated with the wild homozygous genotype
of the polymorphism rs2505901 of the MIR938 gene. Our results show that the
genetic polymorphisms present in regulatory molecules, such as microRNAs and
genes involved in their synthesis, are important in regulating the risk of developing
ALL in the studied population. We hope that the results found in the present work
will help in a broader understanding of the etiology of ALL.

Palavras chave: Acute Lymphoblastic Leukemia; microRNAs; Single Nucleotide

Polymorphism; Susceptibility.
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1. NTRODUCAO
1.1. Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é caracterizada como a
transformacao maligna de células progenitoras de linfécitos das linhagens Be T
na medula Ossea. Essa transformacdo € acompanhada pela proliferacdo
exacerbada de linfoblastos (linfécitos imaturos) que acabam substituindo as
células sanguineas saudaveis na medula. Além disso, por ndo atingirem a
maturidade, essas células ndo realizam suas funcfes de maneira adequada e
podem se estender ao sangue periférico (HOWLADER, 2017; TERWILLIGER
2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em conjunto com a Associacao
Europeia de Hematopatologia e a Sociedade de Hematologia publicaram, em
2008, Classificacdo da OMS de tumores de tecidos hematopoiéticos e linfoides,
conhecido como “Blue book”, que classifica as leucemias e linfomas de acordo
com informacdes clinicas, caracteristicas citoquimicas, imunofenotipicas,
morfolégicas e de genética molecular das células. De acordo com essa
classificacdo, as neoplasias hematoldgicas linfoides s&@o definidas como
‘Leucemia linfoblastica B/linfoma” e “Leucemia linfoblastica T/linfoma”
(SWERDLOW 2008; VARDIMAN 2009).

Apos a publicagdo da OMS em 2008, foram identificados muitos fatores
moleculares com o potencial de gerar novas perspectivas em relacdo ao
diagnéstico e prognostico das neoplasias hematopoiéticas, bem como a melhor
caracterizacdo de dados morfologicos importantes para a diferenciacdo entre os
diversos grupos dessas neoplasias. Por esse motivo, em 2016 a OMS publicou
uma atualizacdo para os subtipos de neoplasias mieloides e linfoides agudas, a
gual contou com novos dados citogenéticos e genéticos presentes na literatura.
No entanto, uma nova versao do “Blue book” ainda nao foi publicada, mas espera-
se que muitas dessas caracteristicas recém descobertas sejam incluidas nos
critérios de classificacdo (ARBER, 2016).
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1.1.1. Epidemiologiada LLA

A LLA é o tipo de cancer que mais acomete crian¢cas em todo o mundo,
representando 75% das leucemias agudas e aproximadamente 28% de todas as
neoplasias malignas na infancia (PUI et al, 2011; WARD et al, 2014). Essa
neoplasia acomete principalmente criancas de 1 a 5 anos, com pico de incidéncia
entre 2 a 3 anos de idade, onde predomina em individuos do sexo masculino
(INCA, 2017; HUNGER, 2015).

No Brasil, a leucemia é a principal causa de Obitos por cancer em criancas
e adolescentes (de 0 a 19 anos). O Instituto Nacional do Céncer (INCA) estima
gue ocorrerao 5.920 novos casos de leucemia em homens e 4.890 em mulheres,
para cada ano do triénio 2020-2022. Este dado corresponde a um risco estimado
de 5,67 novos casos a cada 100 mil homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres
no pais (INCA, 2020).

Desconsiderando os canceres de pele ndo melanoma, em homens a
leucemia representa o quinto tipo de cancer mais frequente na Regido Norte
(4,45/100 mil habitantes), na Regido Nordeste ocupa a sétima posicéo (5,02/100
mil habitantes), seguida da Regido Sul (8,34/100 mil habitantes) com a décima
posicdo. Nas demais regifes, Sudeste (5,70/100 mil) e Centro-Oeste (4,29/100
mil) é a décima primeira mais frequente. No que diz respeito as mulheres, a LLA
€ a sexta mais frequente nas Regides Norte (3,55/100 mil) e Sul (7,76/100 mil).
Na Regido Nordeste (4,06/100 mil), ocupa a décima posicdo. Na Regido Centro-
Oeste € a décima primeira (3,85/100 mil) e na Regido Sudeste (4,15/100 mil
habitantes) é a décima segunda mais frequente (INCA, 2020). A alta incidéncia da
LLA tornou necesséria a busca por conhecimento a respeito das suas
manifestacbes clinicas e da sua etiologia, afim de identificar precocemente a

doenca e desenvolver melhores estratégias terapéuticas.

1.1.2. Clinicada LLA

As manifestagbes clinicas da LLA estdo diretamente relacionadas com a
carga leucémica e a diminuicdo da producdo normal de elementos da medula

0ssea, conduzindo o paciente a um quadro de citopenia. Dentre as principais
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manifestacbes clinicas estao a letargia, palpitacdes e fadiga (como resultado da
anemia); dor nos 0ssos e articulagbes e sangramento principalmente cutaneo e
mucoso (devido a trombocitopenia); desenvolvimento de algumas infeccdes
secundarias, como a gengivite (favorecidas pelo quadro de neutropenia); e
hiperleucocitose em aproximadamente 15% dos casos, nos quais ainda que
pouco frequente, € possivel haver hemorragia em outros sitios, como no Sistema
Nervoso Central (SNC) e no trato gastrointestinal. Além disso, outras
anormalidades laboratoriais sdo bastante frequentes como varia¢cées nos niveis
séricos de acido urico e lactose desidrogenase, ambos relacionados a carga e
grau de lise tumoral (PUI, et al. 2006; ONCIU, et al. 2009).

As células leucémicas podem se infiltrar em alguns locais extra medulares,
dos quais destacam-se os ganglios linfaticos, o figado e o baco e comumente
podem se infiltrar em tecidos orbitais, tais como testiculos, amidalas e adenoides.
Infiltragdes no SNC sdo pouco comuns e S0 em sua maioria assintomaticas,
embora alguns pacientes apresentem dor de cabeca e vomito. Aproximadamente
25-30% dos pacientes podem apresentar lesdes na pele ocasionadas pela
infiltracdo cutanea das células leucémicas (PUI, et al. 2006). Com base nas
caracteristicas clinicas e laboratoriais da doenca, é possivel desenvolver

melhores estratégias para alcancar um diagnostico precoce e eficiente.

1.1.3. Diagndstico da LLA

Os padrbes atuais utilizados para o diagnéstico da LLA incluem dados
morfolégicos das células, imunofenotipicos e de genética/citogenética, de acordo
com descricbes da OMS para classificagdo das leucemias linfoides. De acordo
com esses critérios, € possivel classificar as leucemias linfoides em duas
categorias principais: Leucemia/linfoma linfoblastico de células B e
Leucemia/linfoma linfoblastico de células T (ARBER, et al. 2016).

A designacéo leucemia/linfoma reflete a ideia de que essas neoplasias
devem ser classificadas de acordo com as caracteristicas bioldgicas e
moleculares, independentemente do local de envolvimento. Quando se fala em

variante leucémica, mostra-se o envolvimento difuso do sangue periférico e da
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medula 6ssea, enquanto o linfoma esta confinado a locais nodais ou extranodais,

sem ou com envolvimento minimo da medula 6ssea (ARBER, et al. 2016).

Com relacdo a forma leucémica, a medula 6ssea deve conter pelo menos
20% de blastos alterados. A apresentacdo puramente leucémica é tipica da LLA
de linhagem B (85%), enquanto os casos de leucemia de linhagem T, além dos
blastos leucémicos, frequentemente apresentam uma massa linfomatosa no
mediastino ou em outros locais. Entretanto, na maioria dos casos, apenas a
presenca de blastos leucémicos nao é suficiente para distinguir entre as linhagens
B e T da leucemia, sendo necessario o uso de critérios morfologicos,

imunofenotipicos e genéticos (CHIARETTI, et al. 2014).

1.1.3.1 Morfologiada LLA

Atualmente, a andlise de citometria de fluxo representa o padrdo ouro no
diagnéstico morfolégico da LLA, que permite identificar a linhagem celular e a
definicdo do subgrupo. A avaliacdo morfologica de células da medula 0ssea é,
portanto, o primeiro passo na via diagnostica na LLA (LA, et al. 2000). A tabela 1
mostra os critérios morfoldégicos que sao usados para identificar linfoblastos.
Adicionalmente, a analise morfologica de células da medula é indispensavel, pois
a morfologia das células leucémicas do sangue periférico pode ser
significativamente diferente daquela da medula éssea (D'ONOFRIO G, et al.
2014).

Apesar da analise morfologica ser padréo ouro para distinguir entre LLA e
LMA, nédo ha critérios morfologicos definidos para diferenciar a LLA de linhagem
B e LLA de linhagem T. Além disso, também pode ser dificil a distingcdo entre
linfoblastos de linhagem B dos precursores normais de linhagem B (conhecidas
como hematogbneas) que podem ser observados no sangue periférico em
diversas condicbes como mielofibrose primaria e em criangcas na fase de

recuperacdo apos a quimioterapia (SEVILLA, et al. 2010).
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Tabela 1. Critérios morfolégicos para a classificacdo de linfoblastos leucémicos.
(Traduzida de: d'Onofrio G, et al. 2014).

Linfoblastos

Populacbes de blastos tendem a

ser homogéneas.

Tamanho Variavel, principalmente pequeno
Central, principalmente redondo; as
vezes é recuado particularmente na
forma em adultos; Relacdo

Nucleo nucleocitoplasmatica muito alta na

forma que que acomete criancas e

menor na forma que ocorre em

Caracteristicas Gerais

adultos.

Fina, com condensacado dispersa.
Cromatina Muito condensada em linfoblastos

pequenos.

Ausente em linfoblastos pequenos;
as vezes indistinto.

Escasso, basofilico; As vezes com
Citoplasma uma projecao longa unica (“célula
espelho de mao”)

Raramente presente, azuréfilo e

Nucléolo

Granulos sempre negativo para peroxidase,
esterases e azul de toluidina
Bastonete de Auer Sempre ausente
Vacuolacéo Pode ser presente

Dentre as principais diferencas morfolégicas entre hematogbneas e
linfoblastos leucémicos estdo a presenca de uma cromatina mais homogénea com
auséncia de nucléolos visiveis nas hematogbneas, além de expressarem o
antigeno CD10. A expressdo de outros antigenos também é utilizada para
diferenciar essas linhagens celulares através da investigacdo imunofenotipica
dessas células (SEVILLA, et al. 2010). De acordo com a French-American-British
(FAB), grupo que publicou a primeira classificacdo para leucemias agudas, a
morfologia da medula 6ssea da LLA é bastante variavel. A FAB classifica a LLA
em trés grupos morfologicos distintos: L1, L2 e L3 (Figura 1). Dentre as variantes
morfolégicas mais comuns estédo as classificacbes FAB L1 e FAB L2. O subtipo
FAB L1 apresenta blastos leucémicos pequenos ou intermediarios, cromatina
nuclear condensada, citoplasma escasso e nucléolo indistinto ou ausente (Fig.
1A). O subtipo FAB L2 &€ menos comum, com blastos leucémicos um pouco
maiores com quantidades moderadas de citoplasma basofilico claro, cromatina

nuclear levemente dispersa e nucléolos proeminentes (Fig. 1B). O subtipo mais
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raro € o FAB L3, no qual a maioria s&o linfomas de burkitt, um subtipo de linfoma
de células B maduras. Nesse subtipo os linfoblastos sdo muito grandes e
homogéneos, com cromatina nuclear aglutinada e nucléolos proeminentes (Fig.
1C) (FLANDRIN et al., 1976; BENNETT et al., 1981; ONCIU, 2009; CHIARETTI,
et al. 2014).

Atualmente, outras variantes morfolégicas raras também s&o descritas na
LLA (Figura 2), como "hand-mirror cells" na qual a forma da célula se assemelha
a um espelho de mao ou raquete de ténis onde apresentam uma pequena
projecdo citoplasmatica. Essas células apresentam granulos citoplasmaticos
azurofilicos que variam em numero, tamanho e forma (Fig. 2A). Citoquimicamente,
esses blastos também apresentam reacdes negativas de peroxidase e
positividade variavel de acido periédico de Schiff (PAS). Além disso, a LLA
também esta associada a hipereosinofilia (Fig. 2B) e, por definicdo, os blastos
leucémicos sao negativos para mieloperoxidase (MPO) (Fig. 2C) (CHIARETTI, et
al. 2014).

Figura 1. Variantes morfol6gicas comuns na LLA. (Adaptada de: CHIARETTI, et
al. 2014)

Figura 1. Variantes morfolégicas comuns de LLA. A)
subtipo FAB L1: os linfoblastos sdo pequenos e as
caracteristicas nucleares e citoplasmaticas parecem
uniformes com citoplasma azul escasso, formato nuclear
regular, cromatina parcialmente condensada com nucléolos
pouco visiveis e alta razdo nucleocitoplasmatica; B) subtipo
FAB L2: os linfoblastos sdo de tamanho variavel, com
contornos  nucleares irregulares, cromatina rendada
heterogénea, citoplasma moderadamente abundante e
fracamente basofilico e razdo nucleocitoplasmatica variavel;
nesta figura sdo mostrados muitos linfoblastos com
morfologia LLA-L2 e um linfoblastos (lado direito) com

— 2 o

granulos citoplasmaticos azofilicos grosseiros. C) subtipo FAB L3 (Burkitt): os linfoblastos sdo muito grandes e bastante
homogéneos com cromatina nuclear pontilhada finamente granular com nucléolos proeminentes. O citoplasma é azul da
“meia-noite” e é vacuolado; a maioria desses casos agora é reconhecida como representando linfoma ndo-Hodgkin em vez de
LLA.
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Figura 2. Variantes morfoldgicas raras na LLA. (Adaptada de: CHIARETTI, et al.
2014)

Figura 2. Variantes morfoldgicas raras da negatividade
LLA e MPO. A) LLA com células espelho de méo: a
forma dos linfoblastos alongados se assemelha a um
espelho de méo ou a uma raquete de ténis com uma razéo
nucleocitoplasmatica muito alta. Quase todos os blastos
ttm uma pequena projecdo citoplasmatica polar
correspondente a um urdpode; B) LLA associada a
eosinofilia; C) Reagdo MPO negativa em LLA: um
precipitado marrom-amarelado é visivel apenas em um
metamielécito neutrofilo, bem no centro da imagem.
Todas as outras células blasticas sdo completamente
negativas a peroxidase.

1.1.3.2. Imunofenotipagem da LLA

A diagnéstico imunofenotipico permite a classificacdo da linhagem celular
e do seu estagio de diferenciacdo, dividindo a LLA em duas categorias: LLA
precursora de células B (LLA-B) e LLA precursora de células T (LLA-T) (ONCIU,
2009; CHIARETTI, et al. 2014). Essa classificacao foi criada pelo Grupo Europeu
de Classificacdo imunologica das Leucemias (EGIL) e se baseia na expresséo de
antigenos especificos de linhagem e estagio de maturacdo presentes na
superficie e no citoplasma do linfoblastos (PINHEIRO, 2012).

A LLA precursora de células B constitui aproximadamente 75% dos casos
de LLA infantil. Na LLA-B os principais marcadores para diagnéstico e
subclassificacdo sao antigenos especificos dos linfécitos B, dos quais se
destacam o PAX5 (proteina ativadora especifica de célula B), CD19, CD20, CD22
(citoplasmaticos e de membrana) e CD24 e CD79a (citoplasméaticos) (ONCIU,
2009; CHIARETTI, et al. 2014; TERWILLIGER, 2017).
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Quatro subtipos de LLA-B s&o descritos por apresentarem um conjunto
especifico de antigenos. Os marcadores mais comuns sdo CD19, CD22 e CD79a
nos quais, por convencdo, a reacdo positiva para pelo menos dois desses
marcadores é suficiente para caracterizar o subtipo EGIL B-l da LLA-B. O antigeno
CD10 é considerado comum na LLA, sendo expresso de maneira constante em
progenitores de células B normais e na LLA-B, caracterizando o subtipo EGIL B-
II. Nos casos onde hé identificacdo adicional de cadeia citoplasmatica pesada é
caraterizado o grupo pré-B (subtipo EGIL B-Ill), enquanto que a presenca de
cadeias leves de imunoglobulina de superficie define a LLA-B madura (subtipo
EGIL B-1V) (ONCIU, 2009; CHIARETTI, et al. 2014).

A LLA-T é frequente em aproximadamente 25% dos casos de LLA. Os
marcadores imunofenotipicos mais comuns das células T sdo CD1a, CD2, CD3
(membrana e citoplasma), CD4, CD5, CD7 e CD8. Os antigenos CD2, CD5 e CD7
sdo marcadores das células T mais imaturas, mas nenhum deles € absolutamente
especifico para as linhagens celulares, de forma que o diagnéstico inequivoco de
LLA-T se baseia na demonstracdo de CD3 citoplasmatico / de superficie
(CHIARETTI, et al. 2014).

Em LLA-T a expressao de CD10 é bastante comum (25%) e néo especifica;
CD34 e os antigenos mieloides CD13 e/ou CD33 também podem ser expressos.
Os subconjuntos conhecidos de LLA-T séo: EGIL T-I pro-T (cCD3 +, CD7 +), EGIL
T-1l pré-T (cCD3 +, CD7 + e CD5 / CD2 +), EGIL cortical T-lll (cCD3 +, Cdla +,
sCD3 +/-) e EGIL T-IV maduro (cCD3 +, sCD3 +, CD1a-). Finalmente, um novo
subgrupo que foi recentemente caracterizado é representado pelo chamado LLA-
ETP (Early-T Precursor), que apresenta caracteristicas imunofenotipicas
caracteristicas, que séo, auséncia de expressdo de CD1la e CD8, fraca expressao
de CD5 e expressao de pelo menos um marcador mieloide e/ou marcador de
células estaminais (COUSTAN-SMITH, et al. 2009; CHIARETTI, et al. 2014).

1.1.4. Genéticada LLA

Em 2016, foi publicada a quarta edicdo da classificacdo da OMS para as

neoplasias linfoides, mieldides e leucemias agudas. As principais atualizacdes
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refletem um consenso entre hematopatologistas, geneticistas e clinicos da érea e
baseiam-se na incorporacdo de novas informacdes hematologicas, morfoldgicas,
citogenéticas e genéticas moleculares na caracterizacdo imunoldgica e
imunofenotipica que produzem novas perspectivas em relacdo aos marcadores
diagndsticos e prognadsticos que fornecem novos insights para a compreensao da
patobiologia da doenc¢a (ARBER, 2016; SWERDLOW, 2016; LEONARD, 2017).

1.1.4.1. Caracterizacdo genética da LLA tipo B (LLA-B) infantil

Cerca de trés quartos dos casos de LLA-B apresentem alteracoes
cromossbmicas detectaveis por abordagens citogenéticas tradicionais. Das
alteracOes descritas para LLA-B, destacam-se: alta hiperdiploidia, com ganho de
pelo menos 5 cromossomos ou hipodiploidia, abaixo de 44 cromossomos. As
translocacdes mais comuns séo t(12; 21) (p13; gq22) codificando ETV6-RUNX1
(TEL-AML1), t (1; 19) (g23; p13.3) codificando TCF3-PBX1 (E2A-PBX1), t (9; 22)
(q34; g11.2) que codifica BCR-ABL e t(v;11; g23.3) gerando rearranjo KMT2A. E
importante destacar que outras translocacfes, embora menos comuns, também
fazem parte do espectro da LLA-B e sdo mostradas na tabela 2 (MULLIGHAN,
2013; ARBER, 2016; PUI, 2006; FADERL et al. 2003).

Ademais, de acordo com a quarta edi¢cdo da classificacdo da OMS para
leucemias agudas, duas novas categorias provisérias com anormalidades
genéticas recorrentes foram incorporadas na classificagédo da LLA-B: 1) Leucemia
linfoblastica aguda de células B com translocacfes envolvendo receptores de
tirosina-quinases ou receptores de citocinas (leucemiae linfoblastica aguda
semelhante & BCR-ABL1) (DEN BOER, 2009; MULLIGHAN, 2009). 2) Leucemia
linfoblastica aguda de células B com amplificacdo intracromossémica do
cromossomo 21 (IAMP21) (HEEREMA, 2013). Ademais, a classificacdo da
hipodiploide LLA-B agora destaca a associacdo Unica entre mutacdes
hipodiploidais e TP53 (ARBER, 2016).

Além disso, estudos de sequenciamento Sanger identificaram
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) em alguns genes, os quais
apresentam influéncia no desenvolvimento da LLA-B (SNPs no gene PAX5 e

menos comumente, IKZF1), sinalizagdo Ras (NRAS, KRAS e NF1), sinalizagao
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de receptores de citocinas (IL7R, JAK2) e supressdo tumoral (TP53)
(MULLIGHAN, 2013; ZHANG, 2011).

1.1.4.2. Caracterizacdo genética da LLA tipo T (LLA-T) infantil

A LLA-T é descrita na literatura como o subtipo que apresenta o pior
prognéstico terapéutico quando comparado a LLA-B (AIFANTIS et al., 2008;
Vlierberghe e Ferrando, 2012). Dentre as principais alteracbes genéticas e
citogenéticas, destacam-se: o rearranjo de locus do gene receptor das células T,
para genes de fatores de transcricdo incluindo TLX1 (HOX11), TLX3 (HOX11L2),
LYL1, TAL1 e MLL (HARRISON, 2002; AIFANTIS, 2008).

Similar a LLA-B, algumas mutac¢des genéticas como SNPs séo frequentes
na LLA-T e alteram a frequéncia com que determinados genes S80 expressos.
Entre esses genes estdo NOTCH1, CDKN1/2, delecdo / mutacdo de PTEN, WT1,
FBXW?7 e amplificacdo de MYB. E importante ressaltar que varios genes estéo
envolvidos em diferentes tipos de alteracfes genéticas, incluindo alteracdes no
namero de copias, translocacdo e mutacdo de sequéncia (por exemplo, PAX5,
WT1 e PTEN) (WENG, 2004; O'NEIL, 2007; GUTIERREZ, 2009; TOSELLO, 2009;
MULLIGHAN, 2013). A frequencia das principais alteracdes genéticas presentes

na LLA infantil € mostrada na figura 3.
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Figura 3. Frequéncias estimadas de todos os subtipos genéticos especificos da
infancia (Fonte: PUI, et al. 2019).

ETV6-RUNX1
20%

Hyperdiploi
21%

BCR-ABL1
2%

MT2A-

TCF3-PBX1

DUX4/ERG

rearranged ETV6-RUNX1-like 4%

Figura 3. O gréfico de pizza mostra a estimativa das frequéncias de cada subtipo de leucemia linfoblastica aguda
(LLA) entre pacientes tratados Estudo de Terapia Total St. Jude XV. Os subtipos presentes em LLA de células T
(LLA-T) séo representados em azul. Entre o subgrupo precursor de células B (LLA-B), os subtipos de baixo risco
estdo em amarelo, de risco intermediario estdo em verde e os de alto risco estdo em vermelho; no entanto, o
prognostico dos subtipos genéticos depende da eficacia do tratamento e, portanto, podem diferir entre varios
ensaios clinicos. Além disso, o prognéstico dos 3% dos pacientes com LLA-B nédo pode ser classificado em um

desses subgrupos (segmento laranja) e, portanto, nao pode ser previsto no momento.

A tabela 2 mostra as categorias definidas pela OMS para a leucemia
linfoblastica dos tipos B e T, de acordo com a inclusdo de novos dados

citogenéticos e genéticos presentes na literatura para classificacdo da LLA infantil.
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Tabela 2. Categorias da Leucemia Linfoblastica dos tipos B e T de acordo com a
OMS (Fonte: ARBER, 2016).

Leucemia/linfoma linfobléastico de células B
Leucemia/linfoma linfoblastico B, NOS
Leucemia/linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(9;22)(g34.1;911.2);BCR-ABL1
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(v;11923.3); rearranjo KMT2A
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1
Leucemia/linfoma linfoblastico B com hiperdiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastico B com hipodiploidia
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(5;14)(g31.1;932.3) IL3-IGH
Leucemia/linfoma linfoblastico B com t(1;19)(g23;p13.3); TCF3-PBX1
Entidade proviséria: leucemia/linfoma linfoblastico B, como BCR-ABL1
Entidade provisoria: leucemia/linfoma linfoblastico B com iAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastico de células T
Entidade provisoria:leucemia linfoblastica precursora de célula-T precoce

Entidade provisoria:leucemia/linfoma linfoblastica de células Natural Killer (NK)

1.1.5. Susceptibilidade a LLA

A alta incidéncia de LLA infantil em diversos paises levou a uma ampla
investigacdo dos fatores ambientais e genéticos relacionados a sua
predisposicdo. Entre os fatores ambientais, destacam-se: a exposi¢cao infantil e
pos-natal a pesticidas internos que aumentam em até 50% o risco de
desenvolvimento da leucemia infantil. A exposicdo materna aos pesticidas durante
a gravidez também foi relacionada com um maior risco de LLA, enquanto a
exposicao paterna antes da concepc¢ao aumentou o risco de LLA em 30% (SCHUZ
J e ERDMANN F, 2016; CHEN, et al. 2015; VAN, et al. 2011). Outro fator
ambiental extensivamente investigado é a radiacdo ionizante, que € considerada
uma causa estabelecida de leucemia infantil. Contudo, o desenvolvimento da
leucemia associada a radiacdo € observado principalmente apds a aplicacao de
doses terapéuticas, onde o maior 6nus é leucemia secundaria apés tratamento de

uma neoplasia primaria (IARC, 2016; SCHMIEGELOW, et al. 2013).

Aléem da contribuichio de risco de fatores ambientais para o
desenvolvimento da LLA, a contribuicdo genética corresponde a grande maioria

dos fatores investigados relacionados ao risco de leucemia infantil. Algumas
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sindromes genéticas, como a Sindrome de Down e sindrome de Li-fraumeni, séo
associadas uma maior predisposicado a LLA (SCHUZ e ERDMANN F, 2016). A
sindrome de down (trissomia do cromossomo 21) é a mais documentada e
apresenta uma relacéao clara com a LLA. Criancas com essa sindrome tém um
risco de desenvolvimento LLA aumentado em até 20 vezes e a maioria dos casos
mostraram um fenotipo precursor de células B (CARROL e RAETZ, 2012; SCHUZ
e ERDMANN F, 2016). Além disso, pacientes com sindrome de down apresentam
um alto risco de recidiva e mortalidade relacionada a terapia para LLA (IZRAELI,
et al. 2014). Outra anormalidade cromossémica extensivamente investigada na
LLA, embora rara, € a translocacdo Robertsoniana Rob(15; 21) (q10; q10)c, que
apresenta um risco aumentado de 2700 vezes para o desenvolvimento de um
subtipo especifico de LLA caracterizado por uma amplificacéo intracromossdmica
do cromossomo 21 (IAMP21) (LI, et al. 2014; HARRISON, 2015).

Estudos de genoma amplo, incluindo microarray e NGS, revelaram diversos
componentes envolvidos em multiplas vias celulares que sao frequentemente
mutados na LLA. Desses componentes destacam-se genes envolvidos no
desenvolvimento linféide (PAX5, IKZF1 e EBF1), supressdo tumoral (CDKN2A /
CDKN2B, PTEN e RB1), sinalizacdo de receptores de citocinas (CRLF2, IL7R e
FLT3), sinalizagdo RAS (NRAS, KRAS e PTPN11), regulacdo transcricional
(ETV6, ERG, TBL1XR1 e CREBBP) e modificacédo epigenética (CREBBP, EP300,
SETD2 e NSD2) (ROBERTS e MULLIGHAN, et al. 2015).

Entre todas as variacdes genéticas que podem ocorrer no genoma, O
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) € a mais comum. Dependendo do local
e gene em que ocorrem, os SNPs podem interferir na fungdo génica e afetar vias
metabdlicas (BRISSON, et al. 2015). Vias envolvidas no sistema de xenobidticos,
sistema de reparo do DNA e de regulacao celular s&o frequentemente estudas e
varios SNPs nessas vias foram identificados como fatores de risco para o

desenvolvimento de LLA.
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1.1.6. Estudos gendmicos em miscigenados e as diferencas étnicas naLLA

O Brasil € um pais com alta mistura étnica, sendo um dos paises mais
miscigenados do mundo, principalmente por ter sido formada a partir de um
processo gradual de miscigenacéo que envolveu o colonizador europeu, 0 nativo
americano e os africanos, trazidos compulsoriamente para o pais. Como o
processo de colonizacao foi muito diferente em regifes geopoliticas distintas do
pais, a contribuicdo de cada grupo étnico ancestral varia substancialmente entre
as regibes geograficas: no Nordeste brasileiro é elevada a contribuicdo de
africanos; no sul e no sudeste do pais a contribuicdo de europeus é a maior de
todas as regides; e as populacdes do Norte do Brasil ttm a maior contribuicdo de
amerindios em relacdo as populacdes de todas as outras regides geograficas
(SANTOS, et al. 2010).

Alguns estudos apontam que a distribuicio de SNPs é variavel em
populacdes etnicamente diferentes (WALSH, et al. 2013). Essas variacoes
polimérficas culminam em frequéncias genotipicas caracteristicas de
determinadas populagdes e podem influenciar na ocorréncia de diversas doencgas,
incluindo a LLA. Ademais, a influéncia da ancestralidade genética se estende néo
apenas a investigacdo de risco de doencas, mas também a estudos
farmacogenéticos (CHOW, et al. 2010; CARVALHO, et al. 2015; CARVALHO, et
al. 2018).

E bem descrito na literatura que diferencas étnicas podem influenciar no
desenvolvimento e tratamento da LLA. Sabe-se, por exemplo, que criancas
altamente miscigenadas, como as hispanicas, tendem a apresentar um maior
risco de desenvolvimento da LLA-B quando comparadas com outros grupos
étnicos. Um dos principais fatores de risco associado a alta incidéncia de LLA em
hispanicos estd a alta proporcdo de ascendéncia amerindia, na qual a cada
acrescimo de 20% dessa ancestralidade no genoma representa um aumento de
1,2 vezes de desenvolver a LLA-B (WALSH, et al. 2013; XU, et al. 2013).

Adicionalmente, um trabalho desenvolvido em uma populacdo altamente
miscigenada do Norte do Brasil, identificou uma alta associagdo entre a
ancestralidade amerindia e maior risco de desenvolver LLA, onde a cada

incremento de 10% da ancestralidade amerindia representa um aumento de 40%
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no risco de LLA (CARVALHO, et al. 2015). Além disso, um estudo
farmacogenético também foi realizado na mesma populacdo miscigenada, na qual
50% dos pacientes sofreram pelo menos um episodio de toxicidade grave (grau 3
a 4) dos tipos gastrointestinal ou neurolégica durante a fase de
consolidacdo/manutencdo do tratamento (CARVALHO, et al. 2018). Logo,
investigacbes farmacogenéticas em diferentes grupos humanos ajudam a
identificar populacdes que podem se beneficiar mais de um farmaco, ou identificar
efeitos adversos que nédo séo vistos em outras populagdes (SUAREZ-KURTZ, et
al. 2014). Ademais, sabendo que a distribuicdo de SNPs € variavel em populacdes
etnicamente diferentes (WALSH, et al. 2013) e que essas variacdes podem
influenciar na susceptibilidade, no desenvolvimento de toxicidades e na forma
como diferentes populacdes respondem ao tratamento, € importante que haja uma
caracterizacdo ancestral adequada da populacao investigada (CARVALHO, et al.
2015; SUAREZ-KURTZ, et al. 2014).

E importante ressaltar que o principio que comanda as andlises de
estratificacdo populacional diz que: em uma populacdo onde as propor¢cdes de
mistura étnica variam entre seus individuos; e na qual as frequéncias alélicas de
um determinado marcador variam entre suas subpopula¢des ancestrais, podera
haver relacdes entre alelos de loci ndo ligados (ou seja, alelos néo ligados tendem
a ser herdados em conjunto, muito mais em funcdo de sua ancestralidade). Este
€ o principio o qual se convencionou chamar de associacdo decorrente de
subestruturacdo desenvolvida por Pritchard (PRITCHARD e DONNELLY, 2001).
Uma das estratégias para evitar essa influéncia da estratificacéo populacional em
estudos de comparacdo entre dois grupos, € genotipar um conjunto de
marcadores informativos de ancestralidade (IAM — Ancestry Informative Markers)
para assim estimar a mistura individual de cada amostra, e com isso, utilizar os
dados para inferir a contribuicdo de cada subpopulacdo ancestral. Quando assim
empregados, essas propor¢cdes podem ajustar até mesmo pequenos efeitos da
ancestralidade sobre os resultados (SANTOS, et al. 2010).

Diversos estudos ja utilizaram a analise de ancestralidade genética
baseada em 61 IAMs descritos por Santos (2010) et al. e Ramos (2016) et al.,
onde foram estimadas as proporcfes de individuos europeus, africanos e de

ancestralidade amerindia, as quais foram devidamente controladas nas analises
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estatisticas afim de evitar inferéncias erréneas. (SANTOS, et al. 2010; RAMOS,
et al. 2016; CARVALHO, et al. 2018; FERNANDES, et al. 2013; SILVA, et al.
2017).

Em suma, o controle genémico de ancestralidade € uma ferramenta de
suma importancia que nos permite evitar conclusdes errbneas a respeito de
marcadores genéticos associados ao desenvolvimento do cancer, bem como de
efeitos adversos ao tratamento, principalmente em populagbes altamente
miscigenadas como da Regidao Norte do Brasil.

1.2. MicroRNAs

1.2.1. Biogénese e Funcgao dos MicroRNAs

MicroRNAs (ou mIRNAS) sdo pequenas moléculas de RNA néo
codificantes que apresentam entre 18 a 24 nucleotideos. Eles atuam como
reguladores de diversas vias biolégicas, incluindo vias relacionadas a progressao
de doencas genéticas, como o cancer (CALDAS e BRENTON, 2005; CALIN e
CROCE, 2006; CEPPI e PETER, 2014).

A biossintese dos microRNAs comeca no nucleo com RNA polimerase |l
realizando a transcricdo génica, que gera moléculas de microRNA primarias (pri-
MiRNA). Esses pri-miRNAs sédo processados posteriormente pela ribonuclease
DROSHA e DGCRS8, que forma precursor de microRNA (pré-miRNA). Moléculas
pré-miRNA sdo entdo transportadas do nucleo para o citoplasma através das
proteinas Exportina-5 e RAN. As proteinas DICER, TRBP ou PACT e Argonauta
(AGO1-4) regulam o processamento do pré-miRNA e a montagem do complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC) com duplex de miRNA. Em RISC, uma
das cadeias de miRNA (cadeia passageira) € liberada, enquanto a segunda
cadeia (cadeia guia) pode atuar como reguladora da expressao génica. (KIM,
2005; HA e KIM, 2014; KROL, et al. 2010; He J, et al. 2016; DROBNA, et al. 2018).

A biogénese dos microRNAs € demonstrada na figura 4.
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Figura 4. Biogénese dos microRNAs (Fonte: adaptada de: HE J, et al. 2015).
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Figura 4. Biogénese dos microRNAs. A biogénese dos microRNAs tem inicio no nucleo, a partir da sua
transcricao modificagdo inicial em pri-miRNA, seguida de modificagcdes causadas por DROSHA e DGCR8
que formam o pré-miRNA. Este pré-miRNA serd transportado para o citoplasma através da proteina
exportina 5 (XPO5). No citoplasma, o pré-miRNA sofrerd outras modificacdes por DICER e AGO1, até a
formacg&o do miRNA maduro, que podera ser conduzido, via complexo RISC, até seu alvo.

Os microRNAs atuam na regulacdo pos-transcricional da expressao génica

por meio da repressao direcionada da traducdo do RNA mensageiro (MRNA) ou

pela degradacdo do mRNA via complexo RISC (Figura 5). Essas moléculas

exercem sua funcao reguladora negativa ligando-se a elementos de resposta ao

microRNA (MRE) localizados principalmente em regides 3'UTR de seus mRNAs

alvo. A ligacdo do microRNA ao MRE ocorre através de uma sequéncia

complementar de 6-8 nucleotideos de comprimento (sequéncia seed), geralmente

incorporando de 2-7 nucleotideos da extremidade 5 'do microRNA (BARTEL,

2009; ELLWANGER, et al. 2011).

Figura 5. Mecanismo funcional dos microRNAs.
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Figura 5. Mecanismo funcional dos
microRNAs. 1) Através da
com’plementariedade perfeita entre a regido
seed do microRNA e seu alvo, levando a
repressao transcricional. 2) Através da
complementariedade completa entre a
regido seed do microRNA e seu alvo,
levando a degradacao imediata do Mrna.
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Em animais (incluindo seres humanos) a interacdo microRNA-mRNA né&o
requer uma complementaridade de sequéncia completa. Os microRNAs estéo
envolvidos em redes regulatdrias complexas de expressao génica onde um unico
RNAmM tipicamente contém multiplas MREs, podendo ser regulado por muitos
microRNAs diferentes. Além disso, um anico microRNA também pode ter como
alvo dezenas a centenas de mMRNAs diferentes (GRIMSON, et al. 2007; WITKOS,
et al. 2011; DROBNA, et al. 2018).

1.2.2. Alteracdes em microRNAS e seu papel ha oncogénese

Fisiologicamente, os perfis de expressao dos miRNAs sao especificos do
tecido e dependem do estagio de desenvolvimento do organismo (Bartel, 2009)
Padrées anormais de expressao de miRNAs foram mostrados em varios tipos de
células tumorais, incluindo neoplasias hematolégicas (GARZON, et al. 2008;
WALLAERT, et al. 2017; DROBNA, et al. 2018). Dependendo dos seus alvos, 0s
microRNAs podem agir como supressores tumorais ou oncogenes. Os microRNAs
superexpressos de forma aberrante que silenciam a expressdo de genes
supressores de tumor, agem assim como oncogenes (conhecidos como oncomir),
levando a tumorigénese. Adicionalmente, quando microRNAs que atuam como
supressores tumorais (silenciando oncogenes) ndo estdo expressos, pode-se

iniciar um processo cancerigeno (Figura 6) (DROBNA, et al. 2018).
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Figura 6. Mecanismo de acdo supressora e oncogénica tumoral de miRNAs no
contexto da biogénese de miRNA. (Fonte: adaptada de: DROBNA, et al. 2018).
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Figura 6. Mecanismo de agdo supressora e oncogénica tumoral de miRNAs no contexto da biogénese de miRNA.
No nucleo: Fatores que afetam a transcricdo dos microRNAs podem atuar e modular a expressdo de microRNAs
levando a uma baixa ou alta expressao. No citoplasma: a baixa expressdo de miRNA supressor tumoral leva a
inibicdo ineficaz de MRNA oncogénico, aumentando a expresséo de oncoproteinas. A superexpressao de miRNA
oncogénico, leva a frequente inibicio de mRNA supressor tumoral, diminuindo a expressdo de proteinas
supressoras. Os dois mecanosmos contribuem para maior proliferacdo, maior migragdo e diminuigdo da apoptose.
O perfil de expressdo de microRNAs foi investigado e comparado entre
amostras de pacientes com LLA e amostras de individuos sem a doenca. Foi
observado que diversos microRNAs estao desregulados na LLA (OLIVEIRA, et al.
2011; 2012). Os resultados mais expressivos mostram que os microRNAs MIR-
146a, MIR-34, MIR-128, MIR-142 e MIR-181 sao hiper-regulados na LLA,
enquanto MIR-100 e MIR-196 s&o hiporregulados (DROBNA, et al. 2018;
OLIVEIRA, et al. 2011; 2012; 2018; SCHOTTE, et al. 2009; JU, et al. 2009;

ZHANG, et al. 2009).
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A expressédo alterada de microRNAs pode levar a oncogénese, uma vez
que esses microRNAs estejam envolvidos na regulacdo de vias metabdlicas
relacionadas ao controle do ciclo celular ou condigcbes que influenciem na
progressao tumoral. O MIR-499a, por exemplo, regula diversas vias de sinalizacéao
e foi previamente descrito com um importante papel sobre as condi¢des de hipoxia
em doencas como o cancer (WILSON, et al. 2010; YANG, et al. 2018). Foi
observado ainda, que o MIR-499a funciona como um supressor tumoral,
regulando negativamente a expressao do oncogene VAV3, em cancer de pulmao
de né&o-pequenas células (LI, et al. 2016). Também foi demonstrado que a
desregulacéo na expressao do MIR-499 apresenta significativa correlagdo com a
susceptibilidade a LLA (MAVRAKIS, et al. 2011).Com relacdo aos genes
presentes na maquinaria de sintese dos microRNAs, varios trabalhos observaram
gue a expressao aberrante de DROSHA, em nivel de mRNA ou da sua proteina,
pode influenciar na sobrevivéncia e na progressdo de Varios tipos de cancer,
incluindo adenocarcinoma, cancer de eséfago, cancer cervical e cancer de ovario
(MI, et al. 2007; SUGITO, et al. 2006; MURALIDHAR, et al. 2007; MERRITT, et al.
2008).

A biogénese aberrante dos microRNAs durante o cancer pode ocorrer
devido alteracdes na transcricdo dos seus genes. Essas alteracfes incluem
modificacdo na regulacdo epigenética, como modificacdo de histonas; regulacédo
da transcricdo por meio de oncogenes e supressores tumorais; e alteracbes
genéticas, como mutacdes pontuais e delecdo de genes de microRNAs (LIN e
GREGORY, 2015). A figura 7 resume 0s mecanismos que levam a expressao

aberrante de microRNAs no cancer.

Figura 7. Fatores que afetam a transcricdo dos genes de microRNAs.
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Alteragdes na expressdo do microRNA e de proteinas envolvidas na sua
sintese podem ocorrer devido variagbes genéticas, as quais tém sido
frequentemente estudadas (RYAN et al., 2010; DROBNA, et al. 2018). Os SNPs
sdo a fonte mais comum de variacdo genética dentro do genoma humano e
polimorfismos que causam mutagdes n&o sindnimas em regides codificadoras de
genes sdo conhecidos por causar sérios efeitos deletérios a jusante. No entanto,
mesmo polimorfismos em regifes nao-codificadoras podem gerar profundas
consequéncias funcionais ao interromper processos regulatérios essenciais (YE,
2018).

Especificamente, os polimorfismos que alteram os microRNAs em seus
sitios de ligacdo podem romper a regulacdo das vias biolégicas importantes
implicadas na tumorigénese e na progressdao do tumor. Muitos desses
polimorfismos associados a microRNAs (miR-SNPs) tém sido descritos como
importantes biomarcadores de risco, progndstico e resultados do tratamento do
cancer, incluindo canceres hematologicos, como a LLA (YE, 2018). Por exemplo,
SNPs presentes nos genes DROSHA, MIR196A e MIR34B, entre outros, tém sido
correlacionados com a modulacdo do risco de LLA em diversas populacdes
(GUTIERREZ-CAMINO et al, 2018; LOPEZ-LOPEZ, et al. 2014; TONG, et al.
2014; HASHEMI, et al. 2016).

Por fim, h4 um crescente aumento na investigacdo do papel de SNPs
presentes em genes de microRNA e em genes responsaveis pela sintese desses
microRNAs, afim de compreender como essas alteragbes influenciam no

desenvolvimento de diversos canceres, inclusive a LLA.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a associacao de 7 polimorfismos em genes de microRNAs e 3 em genes
envolvidos na biogénese de microRNAs com a susceptibilidade a leucemia linféide

aguda tipo B em uma populacado miscigenada da Amazonia brasileira.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Genotipar 10 polimorfismos em genes de microRNA e de sua biogénese:
rs636832 (AGOL1), rs10035440 (DROSHA), rs3805500 (DROSHA), rs213210 e
rs107822 (MIR219-1), rs2910164 (MIR146A), rs12894467 (MIR300), rs3746444
(MIR499A), rs4919510 (MIR608), rs2505901 (PRE-MIR938), em pacientes com
LLA (Grupo caso) e individuos sem LLA (Grupo controle);

Descrever e comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
nos genes de microRNA e da biogénese dos microRNAs nos grupos caso e
controle em uma populacédo miscigenada da Amazonia brasileira.

Genotipar 61 marcadores autossémicos informativos de ancestralidade para
identificar as proporgfes individuais de ancestralidade genética de europeu,
africano e amerindio em pacientes do grupo caso e individuos do grupo controle,
a fim de realizar o controle gendmico de ancestralidade e comparar suas

proporcdes entre 0s grupos caso e controle;
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RESUMO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o tipo de cancer que mais acomete
criangas no mundo. A etiologia da LLA inclui o envolvimento de fatores genéticos,
como mutacdes em genes regulatérios. Neste contexto, polimorfismos que
alteram a funcdo normal de microRNAs relacionados a etiologia da LLA, vém
sendo amplamente investigados. No entanto, dados sobre esses polimorfismos
em populacbes miscigenadas sdo escassos na literatura. NOs investigamos o
papel de 10 polimorfismos em genes de microRNAs e genes envolvidos na
maquinaria de sintese dos microRNAs na susceptibilidade a LLA infantil. A mostra
foi composta por 100 pacientes com LLA e 180 individuos saudaveis. As andlises
estatisticas foram realizadas empregando programa estatistico SPSS v.25.0.
Pacientes que exibiram o0 genétipo homozigoto mutante (AA) da variante
rs3805500 no gene DROSHA, apresentaram um risco de quase 3 vezes maior de
desenvolver LLA quando comparados aos outros genotipos (p = 0,004, OR=
2,913,1C=1,415 - 5,998). Em relacéo aos polimorfismos em genes de microRNAs,
para a variante rs3746444 presente no gene MIR499A, o genétipo homozigoto
mutante foi associado a um risco de LLA aumentado em aproximadamente 17
vezes (P <0,001, OR= 17,797, IC= 5,55 — 57,016). Ademais, foi observado um
efeito protetor ao desenvolvimento de LLA associado ao gendtipo homozigoto
selvagem do polimorfismo rs2505901 do gene MIR938. Nossos resultados
evidenciam que os polimorfismos genéticos presentes em moléculas regulatérias,
como os microRNAs e genes envolvidos na sua sintese, sao importantes na
regulacdo do risco de desenvolver LLA na populacédo estudada. Esperamos que
os resultados encontrados no presente trabalho ajudem na compreensdo mais
ampla da etiologia da LLA.

Palavras chave: Leucemia Linfoblastica Aguda; microRNAs; Polimorfismo de

nucleotideo Unico; Susceptibilidade.
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PAPEL DE POLIMORFISMOS PRESENTES EM DROSHA, MIR499A E PRE-
MIR938 SOBRE O RISCO DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA EM
POPULACAO MISCIGENADA DA AMAZONIA BRASILEIRA.

INTRODUCAO

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é o tipo de cancer mais frequente
em criancas e adolescentes entre 0 e 19 anos em todo mundo, representando
28% de todas as neoplasias malignas nessa faixa-etaria e 75% de todos 0s casos
de leucemia [1,2,3]. Acredita-se que a etiologia da LLA é multifatorial, com o
envolvimento de fatores ambientais e genéticos, os quais vém sendo amplamente
investigados. Entre esses fatores estdo a exposicdo a agentes carcinogénicos,
alteracdes cromossémicas e moleculares [4,5]. Muitos SNPs em genes
participantes de vias regulatérias ja foram descritos como papel importante no
surgimento da LLA [6].

A investigacdo de SNPs presentes em genes de microRNAs tem emergido
como uma nova linha de pesquisa genémica. A principal funcéo dessas moléculas
€ regular a expressdo génica através do silenciamento poés-transcricional, se
ligando por pareamento de bases e clivando RNAs mensageiros (MRNA) ou
inibindo o inicio da traducéo [7,8]. A presenca de SNPs em genes de microRNAs
ou em genes de proteinas envolvidas na sintese dos microRNAs pode afetar o
funcionamento dos mesmos, alterando a regulagcédo génica. No entanto, ainda séo
poucos trabalhos que buscam analisar o efeito de SNPs presentes em regides
gendbmicas ndo codificadoras, que tém potencial regulatério importante. Além
disso, dados sobre esses polimorfismos em populacdes miscigenadas, como a

populacdo da Amazonia brasileira, séo inexistentes na literatura.

Em suma, o objetivo desse estudo foi investigar o papel de 10
polimorfismos em genes de microRNAs e genes envolvidos na maquinaria de
sintese dos microRNAs, sobre a susceptibilidade & LLA em uma populagéo
miscigenada da Amazénia brasileira. Todos os polimorfismos selecionados foram
previamente associados com o risco de diversos tipos de cancer, de acordo com

os dados presentes na literatura.
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MATERIAL E METODOS
. Pacientes e controles

O estudo incluiu 100 pacientes para o grupo caso diagnosticados com LLA-B
através de imunofenotipagem e/ou diagndstico molecular, todos atendidos no
Hospital Otavio Lobo, centro de referéncia no tratamento do cancer pediatrico na
Regido Norte do Brasil. Os pacientes incluidos tinham entre 1 e 18 anos e
excluidos pacientes recidivos e com comorbidades. Para o grupo controle, foram
inclusos 180 individuos sem diagnéstico de LLA ou outro tipo de cancer e nao
aparentados entre si, com idade acima da faixa pediatrica que ndo desenvolveram

LLA na infancia.
. Extracao e quantificacéao:

O DNA foi extraido a partir de sangue periférico utilizando o kit comercial
de extracdo de DNA (Biopur Mini Spin Plus — 250 extraction kit (Biopur, Brazil)) e
quantificadas com o NanoDrop 1000 spectrophotometer (Termo Scientific

NanoDrop 1000; NanoDrop Technologies Wilmington, DE).
. Controle gendmico de ancestralidade:

A analise de ancestralidade genética foi feita de acordo o descrito por
Santos et al.,2010 e Ramos et al., 2016, utilizando um painel de 61 Marcadores
Autossomicos Informativos de Ancestralidade (AIMs). As proporg¢des individuais e
globais de ancestralidade genética Europeia, Amerindia e Africana foram feitas
pelo software STRUCTURE v.2.3.4. [9,10,11].

. Selecao dos marcadores:

Todos os polimorfismos investigados (do tipo SNP) foram selecionados por
apresentarem associacao prévia com o risco a diversos tipos de cancer, de acordo
com a literatura. Foram selecionados 10 polimorfismos (7 em genes de
microRNAs e 3 em genes envolvidos na sintese dos microRNAS). A analise prévia
a comparacao entre os dois grupos consistiu em um controle de qualidade das
amostras genotipadas, o qual incluiu polimorfismos com: 1) MAF = 1%; II)
Genotipagem superior a 80%; Ill) Hardy-Weinberg (EHW). A significancia do teste
para o EHW foi ajustada para comparag6es multiplas pela correcédo de Bonferroni.

Apods o controle de qualidade, os 10 polimorfismos foram incluidos para analise



37

de associacdo com o risco de LLA: rs636832 (AGO1), rs10035440 e rs3805500
(DROSHA), rs213210 e rs107822 (MIR219-1), rs2910164 (MIR146a), rs12894467
(MIR300), rs3746444 (MIR499a), rs4919510 (MIR608), rs2505901 (pré-MIR938).
A Tabela suplementar S1 descreve os 10 polimorfismos investigados e o controle

de qualidade.
. Genotipagem:

A genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) foi realizada
por discriminacdo alélica utilizando a tecnologia TagMan OpenArray Genotyping,
com um painel de 32 ensaios customizados, no equipamento QuantStudio™ 12K
Flex Real-Time PCR System (Applied BiosystEM, Life Technologies, Carlsbad,
EUA) de acordo com o protocolo recomendado por Applied BiosystEM. O software
Tagman Genotyper foi utilizado para a analise dos dados das placas e preciséao

de leitura dos gendtipos, além do controle de qualidade da genotipagem.
. Analises estatisticas:

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando SPSS v.25.0 (SPSS,
Chicago, IL, EUA). Primeiro foi verificado se cada polimorfismo estava dentro do
equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) no programa STRUCTURE v2.3.3. As
comparacdes entre 0s grupos para as variaveis categoricas foram testadas em
pares pelo teste do qui-quadrado, enquanto o teste t de Student foi utilizado para
a analise de variaveis quantitativas. Andalises multivariadas consideraram 0s
fatores: género e ancestralidade genética amerindia como fatores de confuséo.
Para a comparacédo da estimativa de ancestralidade genética entre as amostras,
foi empregado o teste de Mann-Whitney. Todos o0s testes estatisticos

consideraram probabilidade (p-valor) significativa quando < 0, 05.
. Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Nucleo de
Pesquisas em Oncologia da Universidade Federal do Pard (CAAE numero
11433019.5.0000.5634).
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RESULTADOS

Foi realizada a investigacéo de diferencas entre dados como idade, sexo e
ancestralidade genética dos grupos (tabela 1). A média de idade foi
estatisticamente diferente entre os grupos caso e controle (p<0,001). Esse
resultado era esperado uma vez que selecionamos intencionalmente um grupo
controle a cima da faixa pediatrica por se encontrar fora do grupo de risco para
LLA. Dessa maneira, ndo controlamos essa variavel nas anélises de associacéo
com o risco. Também houve diferenca significativa entre os grupos para a variavel

sexo, com uma predominancia do sexo masculino no grupo caso (p<0,001).

Com relacdo a ancestralidade genémica, as médias do componente
ancestral dos dois grupos investigados estad representada na tabela 1. Os
resultados mostram que o0 grupo caso é composto etnicamente de 43% de
ascendéncia europeia, 20% de contribuicdo africana e 36% de contribuicdo
amerindia, enquanto o grupo controle é formado por 45% de ascendéncia
europeia, 24% de contribuicdo africana e 30% de contribuicdo amerindia. A
analise desses resultados mostra uma diferenca significativa para a
ancestralidade amerindia, a qual foi predominante no grupo caso (p= 0,004).
Tanto o sexo quanto a ancestralidade amerindia foram controlados na anélise de

associacao dos polimorfismos com o risco.

Tabela 1. Distribuicdo dos dados demogréficos entre 0s grupos caso e controle.

Variaveis Caso (100) Controle (180) p-valor
Sexo (M/F) 60/40 53/127 <0,001
Idade * 5,53+ 3,991 65,97 + 16,021 <0,001%

Ancestralidade Genética”

Europeu 0,429 + 0,133 0,454 + 0,170 0,189°
Africano 0,203 + 0,089 0,241+ 0,138 0,213"
Amerindio 0,361 + 0,154 0,304 + 0,149 0,004°

a Significancia determinado pelo teste t de Student.
b Significancia determinado pelo teste de Mann Whitney.

* Média (+ DP = desvio padrao).
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Foram investigados 3 SNPs em genes envolvidos na sintese dos
microRNAs e foi observada uma diferenca significativa para modelo recessivo (AA
vs GG+GA) da variante rs3805500 do gene DROSHA. A presenga do homozigoto
mutante (AA) foi relacionada com o aumento de até 3 vezes no risco de
desenvolvimento da LLA (p = 0,004, OR= 2,913, IC= 1,415 - 5,998).

A respeito dos polimorfismos em genes de microRNAs foram analisadas 7
variantes, das quais duas foram significativamente relacionadas com a
susceptibilidade & LLA: MIR499A (rs3746444) e PRE-MIR938 (rs2505901). A
presenca do homozigoto mutante (GG), referente ao polimorfismo investigado do
gene MIR499A, foi associada a uma elevacao do risco de LLA em até 17 vezes (p
<0,001, OR=17,797, IC= 5,55 -57,016). O gendtipo homozigoto selvagem CC da
variante rs2505901 presente no PRE-MIR938 foi relacionado com um menor risco
de LLA, conferindo um fator de protecéo para a doenca (p = 0,013, OR= 0,359,
IC=0,160 — 0,805). As distribuicdes alélica e genotipica dos polimorfismos

analisados estéo representadas na tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo alélica e genotipica dos polimorfismos investigados.

Genotipo_ID Caso (%) Controle (%) p-valor Modelo OR (IC 95%)
AGO1 rs636832 75 150
AA 8 (10,7) 14 (9,3)
AG 34 (45,3) 67 (44,7) AA + AG vs GG
GG 33 (44) 69 (46) 0,163 Recessivo 1,687 (0,809 — 3,520)
Alelo A 0,333 0,316
Alelo G 0,666 0,683
DROSHA _rs10035440 80 148
TT 60 (75) 98 (66,2)
TC 17 (21,3) 44 (29,7) TT+ TCvsCC
CC 3(3,8) 6 (4,1) 0,434 Recessivo 2,082 (0,331 — 13,085)
Alelo T 0,856 0,810
Alelo C 0,143 0,189
DROSHA _ rs3805500 74 159
GG 11 (14,9) 50 (31,4)
GA 26 (35,1) 51 (32,1) GG+GA vs AA
AA 37 (50) 58 (36,5) 0,004 Recessivo 2,913 (1,415 - 5,998)
Alelo G 0,324 0,474
Alelo A 0,675 0,525
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MIR219-1 rs213210 82 166 AA vs AG + GG
AA 64 (78) 134 (80,7) 0,813 Dominante 0,908 (0,409 — 2,015)
AG 16 (19,5) 19 (11,4)
GG 2(2,4) 13 (7,8)
Alelo A 0,878 0,864
Alelo G 0,121 0,135
MIR219-1_rs107822 73 152 CCvsCT+TT
cC 36 (49,3) 85 (55,9) 0,831 Dominante 0,929 (0,471 - 1,832)
CT 30 (41,1) 53 (34,9)
TT 7 (9,6) 14 (9,2)
Alelo C 0,698 0,733
Alelo T 0,301 0,266
MIR146A rs2910164 81 160 GGvsGC +CC
GG 47 (58) 68 (42,5) 0,091 Dominante 1,777 (0,912 — 3,462)
GC 24 (29,6) 74 (46,3)
cC 10 (12,3) 18 (11,3)
Alelo G 0,728 0,656
Alelo C 0,271 0,343
MIR300 _rs12894467 76 175 TTvs TC+ CC
TT 22 (28,9) 75 (42,9) 0,062 Dominante 0,513 (0,254 — 1,035)
TC 42 (55,3) 80 (45,7)
CcC 12 (15,8) 20 (11,4)
Alelo T 0,565 0,657
Alelo C 0,474 0,342
MIR499 rs3746444 75 167
AA 5(6,7) 126 (75,4)
AG 43 (57,3) 36 (21,6) AA+AG vs GG
GG 27 (36) 5(3,0) < 0,001 Recessivo 17,797 (5,55 —57,016)
Alelo A 0,353 0,862
Alelo G 0,646 0,137
MIR608_ rs4919510 81 161 GGvs GC +CC
GG 5 (6,2) 18 (11,2) 0,325 Dominante 0,566 (0,182 — 1,760)
GC 29 (35,8) 58 (36)
CcC 47 (58) 85 (52,8)
Alelo G 0,240 0,291
Alelo C 0,759 0,708
MIR938  rs2505901 76 150 CCvsCT+TT
CcC 15 (19,7) 53 (35,3) 0,013 Dominante
CT 38 (50) 46 (37,7) 0,359 (0,160 — 0,805)
TT 23 (30,3) 51 (34)

Alelo C 0,447 0,506
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Alelo T 0,552 0,493

OR: odds ratio; IC: Intervalo de confianca.

p-valor: regressao logistica ajustada para sexo e ancestralidade genética amerindia.
DISCUSSAO

A populacéo brasileira € uma das mais miscigenadas do mundo. Em nosso
estudo encontramos uma miscigenacado media de 42% europeia, 36% amerindia
e 20% africana, evidenciando um background genético muito diferenciado
comparado com outras populacdes que investigaram SNPs em genes de
microRNAs ou de sua maquinaria. ldentificamos 3 SNPs associados com o risco
de LLA, um localizado no gene DROSHA (rs3805500), envolvido na maquinaria
de processamento de pri-miRNAs e pré-miRNAs; e dois presentes em genes de
microRNAs: MIR499 (rs3746444) e PRE-MIR938 (rs2505901).

O gene DROSHA € um dos principais genes envolvidos na sintese dos
microRNAs. Esse gene codifica uma Rnase tipo Ill, que é essencial para a
maturacdo de pri-miRNAs e pré-miRNAs [12]. Em nossa analise observamos,
para o gene DROSHA, que a presenca do genétipo homozigoto mutante (AA) da
variante rs3805500 eleva em até 3 vezes a susceptibilidade a LLA. Nenhum outro
trabalho presente na literatura investigou o papel desse SNP sobre o risco de LLA,
embora o0 mesmo tenha sido associado ao risco de outras leucemias [13,14]. Um
estudo de GWAS identificou que a presenca do alelo mutante (A) para a variante
rs3805500 em haplétipo com outros dois polimorfismos, foi associada com um
aumento do risco de LLC [13].

Os resultados encontrados por Martin-Guerrero e colaboradores (2015)
ajudam a corroborar nossos achados, uma vez que o alelo mutante (A) contribui
para o aumento do risco de leucemias [13]. Sugere-se que vias compartilhadas
no desenvolvimento dessas leucemias podem ser influenciadas por polimorfismos
em DROSHA. Além disso, o alelo mutante dessa variante encontra-se em
desequilibrio de ligagdo com a variante rs640831 no mesmo gene, que foi
previamente relacionada com uma menor expressao do mRNA de DROSHA,
alterando a maturacéo de pri-miRNAs e pré-miRNAs envolvidos na progresséo de
varios tipos de cancer [13,15,16,17,18,19].
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Além de genes da maquinaria de sintese dos microRNAs, investigamos o
SNP rs3746444 localizado na regido seed de MIR-499a-3p e corresponde a uma
troca de A > G, que pode comprometer a ligacdo do microRNA aos seus alvos
[20,21]. Nossos resultados mostraram uma forte associagao entre a presenca do
gendtipo homozigoto mutante (GG) e o aumento, em até 17 vezes, do risco de
desenvolvimento da LLA. Sao controversos os resultados para a presenca do
polimorfismo rs3746444 e sua associacao a susceptibilidade a outros tipos de
cancer [22,23]. O gendtipo mutante (GG) da variante rs3746444 é relacionado
com o risco de cancer gastrico e de pulmao em populagbes asiaticas, mas nao
em caucasianos [24,25]. A inconsisténcia desses resultados se deve em parte a
diferentes backgrounds genéticos de diferentes tipos de cancer e a diferencas
étnicas entre as populacdes estudas [20]. Esses achados mostram a influéncia da
etnicidade sobre investigacfes genéticas em populagdes etnicamente distintas,
refletindo a importancia do controle genémico de ancestralidade, como realizado

em nosso trabalho.

O MIR938 é um importante microRNA envolvido nas vias regulatorias de
genes relacionados com sobrevivéncia e apoptose celular [26]. Variantes do tipo
SNP presentes no gene MIR938 foram associadas com a alteragdo da sua
biogénese e estabilidade [27,28]. NOs investigamos a variante rs2505901, que
corresponde a uma mudanca C>T regido intronica do gene MIR938. Foi
observada uma diminui¢éo de 33% no risco de LLA em pessoas com 0 genétipo
selvagem dessa variante (CC). Vale ressaltar que poucos trabalhos investigaram
o papel desse polimorfismo no desenvolvimento do cancer, e nenhum deles
avaliou seu papel na LLA. Corroborando o efeito protetor da variante rs2505901,
foi observada uma diminuicdo do risco de cancer gastrico, em individuos

portadores do gendtipo homozigoto selvagem (CC) [29].

Em suma, os resultados do nosso trabalho s&o Unicos no cenario mundial,
uma vez que nossa populacédo de estudo é altamente miscigenada, com uma
constituicdo genética diferenciada de populacdes etnicamente homogéneas que
compdem outros estudos. Sugerimos que os SNPs rs3805500, rs3746444 e
rs2505901 presentes, respectivamente, nos genes DROSHA, MIR499 e MIR938
estdo relacionados com a susceptibilidade a LLA em nossa populagdo. Por fim,

do ponto de vista metodologico, a utilizacdo de SNPs como biomarcadores é
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vantajoso comparado a expressdo de mRNA, uma vez que a genética germinativa
pode ser facilmente investigada a partir do sangue periférico, com técnicas menos

laboriosas e de menor custo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Caracterizacdo dos polimorfismos estudados e controle de qualidade.

CONTROLE DE QUALIDADE

GENE rs ALELOS FUNCAO
MAF  Genotipagem EHW* Status
AGO1 rs636832 A>G Intron variant 36% 80% 0,33887 Incluido
DROSHA  rs10035440 T>C Intron variant 15% 81% 1,0000 Incluido
DROSHA rs3805500 G>A Intron variant 49% 83% 0,20689 Incluido
MIR146a 152910164 G >C Ma“\‘/frir:r'l?NA 29% 86% 012694  Incluido
MIR219-1  rs213210 A >G Reg“'\f‘:r’ir;’n;eg'on 17% 89% 002196  Incluido
MIR219-1 rs107822 C>T TF binding site 37% 80% 0,07143 Incluido
MIR300  rs12894467 T>C  \on g)‘(’gr']”\?atrrizrr‘]ic“pt 39% 90% 0,00204  Incluido
MIR499a  rs3746444 A >G Mat‘j/i:ri’:r'fNA 18% 86% 011173  Incluido
MIR608  rs4919510 G>C Mat‘ﬁg‘}?“ 36% 86% 1,0000  Incluido
PR';'g'\é”R' rs2505901 C>T Intron variant 40% 81% 0,00859 Incluido

* Significancia ajustada para comparagdes multiplas pela corregéo de Bonferroni (p < 0,001).
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4. DISCUSSAO GERAL

A populacéo brasileira € uma das mais miscigenadas do mundo. Em nosso
estudo encontramos uma miscigenacdo média de 42% europeia, 36% amerindia
e 20% africana, evidenciando um background genético muito diferenciado
comparado com outras populacdes que investigaram SNPs em genes de
microRNAs ou de sua maquinaria. ldentificamos 3 SNPs associados com o risco
de LLA, um localizado no gene DROSHA (rs3805500), envolvido na maquinaria
de processamento de pri-miRNAs e pré-miRNAs; e dois presentes em genes de
microRNAs: MIR499 (rs3746444) e PRE-MIR938 (rs2505901).

Os microRNAs sdo moléculas que atuam na regulacdo génica e tém um
papel importante no funcionamento de muitas vias biologicas. Alteractes
genéticas do tipo SNP em genes de microRNAs e genes envolvidos na sua
sintese, como AGO1 e DROSHA, tém sido relacionadas com a modula¢édo do
risco de varios tipos de cancer, inclusive LLA (LOPEZ-LOPEZ, et al. 2014; RYAN,
et al. 2010; YANG, et al. 2018).

O gene DROSHA é um dos principais genes envolvidos na sintese dos
microRNAs. Esse gene codifica uma Rnase tipo Ill, que é essencial para a
maturacado de pri-miRNAs e pré-miRNAs (PHUA, et al. 2011). Alguns estudos tém
demonstrado que a presenca de polimorfismos genéticos do tipo SNP no gene
DROSHA pode influenciar no aumento do risco de LLA e outras leucemias
(MARTIN-GUERRERO, et al. 2015; HASHEMI, et al. 2017). Em nossa andlise
observamos, para o gene DROSHA, que a presenca do genoétipo homozigoto
mutante (AA) da variante rs3805500 eleva em até 3 vezes a susceptibilidade a
LLA. Nenhum outro trabalho presente na literatura investigou o papel desse SNP

sobre o risco de LLA.

Contudo, um estudo de GWAS envolvendo polimorfismos presentes em
DROSHA identificou que a presenca do alelo mutante (A) para essa variante,
formando haplétipo com outros dois polimorfismos, foi associada com um
aumento do risco de LLC (MARTIN-GUERRERO, et al. 2015). Os resultados
encontrados por Martin-Guerrero e colaboradores (2015) ajudam a corroborar
nossos achados, uma vez que o alelo mutante (A) contribui para o aumento do

risco de leucemias. Sugere-se que vias compartilhadas no desenvolvimento
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dessas leucemias podem ser influenciadas por polimorfismos em DROSHA. Além
disso, o alelo mutante dessa variante encontra-se em desequilibrio de ligagdo com
a variante rs640831 no mesmo gene, que foi previamente relacionada com uma
menor expressao do mMRNA de DROSHA, alterando a maturagdo de pri-miRNAs
e pré-miRNAs envolvidos na progressao de varios tipos de cancer (LOPEZ-
LOPEZ, et al. 2014; MARTIN-GUERRERO, et al. 2015; MI, et al. 2007; SUGITO,
et al. 2006; MURALIDHAR, et al. 2013; MERRITT, et al. 2008). Vale ressaltar que
esse é o0 primeiro trabalho investigativo do efeito da variante rs3805500 sobre a

susceptibilidade a LLA.

Proteinas argonautas, como AGO1, também possuem um papel importante
na regulagdo génica atraves da interferéncia de RNA. Elas participam do processo
de maturacdo dos microRNAs e dirigem, junto com outros ligantes, os microRNAs
até o seu mRNA alvo, atuando na regulacdo do processo de traducdo
(DOBRIJEVIC, et al. 2020; NAKANISHI, 2016). Varias pesquisas sugerem o forte
envolvimento de membros da familia Ago com processos de tumorigénese e
metéstase, onde foi observada a expressdo desregulada de AGO em tecido
tumoral em comparacdo com o tecido normal (LI, et al. 2010; SAND, et al. 2012;
Ye, et al. 2015; VOLLER, et al. 2016).

Em nossos resultados, ndo foi encontrada uma associagao significativa
entre a variante rs636832 em AGOL1 e o risco de desenvolvimento da LLA (p =
0,163). Poucos trabalhos investigaram o impacto de mutacées nesse gene sobre
o risco de cancer, os quais demonstraram que a presenca do genétipo mutante
esta relacionada com a diminuig&o do risco de cancer de pulmdo (DOBRIJEVIC,
et al. 2020; KIM, et al. 2010). Vale ressaltar que esse é o primeiro trabalho a avaliar

a associacao entre a presenca da variante rs636832 e o risco de LLA.

Além de genes da magquinaria de sintese dos microRNAs, tem-se
observado que alteracdes genéticas pontuais nos genes de microRNAs podem
levar a sua expressao aberrante, alterando vias que sao geralmente reguladas por
eles e aumentando o risco de diversas doencas, como o cancer (DROBNA, et al.
2018; RYAN, et al. 2010).

Pesquisas tém demonstrado que o gene MIR499a regula negativamente o

gene PTEN, um importante supressor tumoral envolvido no controle da via de
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sinalizacdo PI3K / AKT / GSK, que possui um papel relevante na sobrevivéncia
celular durante o processo cancerigeno. A baixa expressdo de MIR-499-5p levou
a uma diminuicao da via PI3K / AKT / GSK, diminuindo o risco de cancer (WANG,
et al. 2012; ANDO, et al. 2014; OKAMOTO, et al. 2016).

Em nosso estudo, investigamos o SNP rs3746444 localizado na regiao
seed de MIR-499a-3p e corresponde a uma troca de A > G, que pode
comprometer a ligacdo do microRNA aos seus alvos (HASANI, et al. 2014;
GUTIERREZ-CAMINO, et al. 2014). Nossos resultados mostraram uma forte
associacao entre a presenca do gendtipo homozigoto mutante (GG) e o aumento,

em até 17 vezes, do risco de desenvolvimento da LLA.

Trabalhos que investigaram a presenca dessa variante tém apresentado
resultados controversos relacionados a sua associacdo com o risco de cancer.
Em alguns deles, observou-se que o gendtipo mutante (GG) da variante
rs3746444 é relacionado com maior susceptibilidade aos canceres de pulmao,
prostata e carcinoma hepatocelular. Em contrapartida, outras investigacdes da
mesma variante ndo encontraram associacao significativa com o risco de cancer
gastrico, cancer de mama, pulmao e colorretal (TIAN, et al. 2009; CATUCCI, et al.
2010; MIN, et al. 2007). Destacamos que aumento do risco de cancer, associado
a essa variante, foi observado na populacdo asiatica, mas ndo em caucasianos
(YANG, et al. 2018; WANG, et al. 2012)

Até o momento, apenas um trabalho presente na literatura buscou
investigar o papel do polimorfismo rs3746444 sobre o risco de desenvolvimento
da LLA. Este trabalho sugeriu que a presenca do alelo mutante (G) da variante
rs3746444, confere um efeito de protecdo no desenvolvimento da LLA. Vale
destacar que este estudo foi realizado em uma populacao europeia, com perfil de
ancestralidade genética homogénea, consideravelmente distinta da populacéo

miscigenada investigada em nosso trabalho.

A inconsisténcia desses resultados se deve em parte a diferentes
backgrounds genéticos de diferentes tipos de cancer e a diferencas étnicas entre
as populacbes estudas (HASANI, et al. 2014). Esses achados mostram a
influéncia da etnicidade sobre investigagbes genéticas em populagdes

etnicamente distintas, refletindo a importancia do controle gendmico de
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ancestralidade, como realizado em nosso trabalho. Para melhor esclarecer a
relacdo entre o polimorfismo rs3746444 e o risco de LLA, sdo necessarias mais
investigacbes que levem em consideracdo a caracterizacdo étnica das

populacoes.

O MIR938 é um importante microRNA envolvido nas vias regulatérias de
genes relacionados com sobrevivéncia e apoptose celular [38]. Variantes do tipo
SNP presentes no gene MIR938 foram associadas com a alteracdo da sua
biogénese e estabilidade (WU, et al. 2017; TORRUELLA-LORAN, et al. 2019).
NOs investigamos a variante rs2505901, que corresponde a uma mudanca C>T
regido intrbnica do gene MIR938. Nossos resultados demonstraram uma
diminuicdo de 33% no risco de LLA em pessoas com 0 genoétipo selvagem dessa
variante (CC). Vale ressaltar que poucos trabalhos investigaram o papel desse
polimorfismo no desenvolvimento do cancer, e nenhum deles avaliou seu papel
na LLA.

Corroborando o efeito protetor da variante rs2505901, foi observada uma
diminuicdo do risco de cancer gastrico, em individuos portadores do genotipo
homozigoto selvagem (CC) (ARISAWA, et al. 2012). Entretanto, outro trabalho
também em pacientes com céancer gastrico, ndo observou associacdo entre o
rs2505901 e a susceptibilidade ao cancer (WU, et al. 2017). A funcdo do
polimorfismo rs2505901 e seus efeitos na susceptibilidade da LLA ainda ndo sdo
claros. Por conseguinte, sdo necessarios mais estudos gque somem com 0S
conhecimentos atuais a respeito desse polimorfismo, e que ajudem a esclarecer

seu papel sobre a susceptibilidade a LLA.

Com relagdo ao MIR219-1, pesquisas tem demonstrado seu papel
regulatério em vias relacionadas com a transcricdo, processos metabdlicos de
RNAs e transcricdo da RNA polimerase Il (WU, et al. 2017). Ademais, observou-
se que a alta expressao de MIR219-1 induz a diminuigcdo da proliferacdo e
migracao celular em cancer de pancreas. Sugerimos que a presenca de SNPs
nesse gene altere os niveis de expressao do mesmo, desregulando diversas vias.
Nosso trabalho investigou os polimorfismos rs213210 e rs107822 em MIR219-1 e
seu papel no risco de LLA. Nao observamos diferencas significativas entre os

grupos caso e controle para os dois polimorfismos.
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Poucos trabalhos investigaram a funcdo dessas Vvariantes na
susceptibilidade a outros tipos de cancer, principalmente do sistema digestorio.
Wu et al. (2017) sugere que o gendtipo homozigoto selvagem da variante
rs213210 esta relacionado com a diminui¢do do risco de cancer gastrico (WU, et
al. 2017). Para a mesma variante, apenas um trabalho investigou o papel do
polimorfismo rs213210 em pacientes com LLA. Neste, foi observado que a
presenca do alelo variante confere um maior risco de recaida apos o transplante
de células tronco (CHEN, et al. 2019). Sugerimos que mais trabalhos sejam
realizados afim de melhor esclarecer o papel de polimorfismos no gene MIR219-

1 sobre o risco de LLA.

O MIR146a é um dos principais microRNAs envolvidos na diferenciagédo
celular e processos relacionados a imunidade inata e adaptativa. Dada sua
importancia nesses processos biolégicos, a desregulacdo da expressdo desse
microRNA ou alterac6es em sua estrutura sejam frequentemente observadas em
desordens humanas, como o cancer (IRIYAMA, et al. 2012; WANG, et al. 2012;
HE, et al. 2005; PEI, et al. 2020).

O polimorfismo rs2910164 presente no gene MIR146A corresponde a uma
substituicdo G>C e leva a uma reducdo na expressdo de miR146a maduro. Em
nosso trabalho n&o observamos associagao entre o esse polimorfismo e o risco
de desenvolver LLA na populacdo estudada. Em contrapartida, Hasani e col.
(2014) encontraram uma associacao entre o genotipo homozigoto mutante (CC)
e o risco elevado de LLA. Também foi sugerido por Pei e col. 2020, que o alelo
selvagem G serve como marcador de protecdo para LLA em uma populacdo do
Taiwan (HASANI, et al. 2014, PEI, et al. 2020).

Trabalhos controversos associando o polimorfismo rs2910164 no MIR146A
ao risco de cancer sdo frequentemente observados na literatura. Por exemplo, o
alelo mutante C foi relacionado com o aumento do risco de cancer de prostata,
cancer de mama e carcinoma hepatocelular (MI Y, et al. 2015; LIAN, et al. 2015;
QI P, et al. 2015; WANG Z, et al. 2014). Contudo, uma meta-analise sugeriu que
0 genatipo selvagem (GG) dessa variante contribui para o aumento do risco de
cancer gastrico e cancer de mama (XU Z, et al. 2014; NEJATI-AZAR, et al. 2018),
além de encontrar fortes indicios de que o alelo variante C ndo aumente o risco

dos canceres gastrico, oral, colorretal e de pulméao (CHU, et al. 2012; MIN KT, et
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al. 2012; DU, et al. 2014; TIAN, et al. 2009). Mais uma vez, esses resultados
distintos podem ser explicados por diferencas étnicas entre as populacdes
estudadas, como sugere PEI e col. 2020 (PEI, et al. 2020).

O SNP rs12894467 (T>C) presente no gene MIR300 ja foi investigado e
relacionado com alguns tipos de cancer. Em nossa pesquisa hdo observamos
uma relacao significativa entre esse polimorfismo e o risco de LLA. Para esse tipo
de cancer, apenas um trabalho presente na literatura investigou o papel do
polimorfismo rs12894467 sobre o risco da doenca, o qual encontrou um efeito de
risco associado ao alelo mutante (LOPEZ-LOPEZ, et al. 2014). Outros trabalhos
também tém observado uma relacdo entre a presenca desse polimorfismo com o
aumento do risco de cancer de pulméo e osteossarcoma (LIU, et al. 2018;
MARTIN-GUERRERO, et al. 2018). Destacamos que este € um dos primeiros
trabalhos a investigar esse polimorfismo associado com o risco de LLA, sendo o
primeiro a investigar uma populacdo miscigenada. Sugerimos que mais estudos
sejam realizados afim de compreender o papel desse polimorfismo sobre o risco
de LLA.

Por fim, investigamos o polimorfismo rs4919510 (G>C) presente no gene
MIR608. Em nosso trabalho, ndo identificamos associacéo significativa entre esse
polimorfismo e o risco de LLA na populacdo estudada. Esse polimorfismo vem
sendo frequentemente estudado em diversos tipos de cancer e, assim como
outros polimorfismos aqui estudados, tém refletido uma ampla heterogeneidade
de resultados da sua associacédo com o risco de cancer. Contudo, nenhum destes
trabalhos investigou o papel desse polimorfismo sobre o risco de LLA.

Duas meta-analises desenvolvidas por Wang J et al. (2017) e Li-Xue et al.
(2018) nao encontraram relagéo entre o polimorfismo rs4919510 e o aumento do
risco de cancer de mama e canceres do sistema digestivo, respectivamente
(WANG J, et al. 2017; LI-XUE, et al. 2018). Ademais, o alelo variante desse
polimorfismo tem sido relacionado com o efeito protetor contra diversos tipos de
cancer (WU S, et al. 2017; LIU H, et al. 2017; HASHEMI, et al. 2016).Importante
ressaltar que na meta-analise realizada por LI-XUE, et al (2018), observou-se
diferenca no efeito protetor da variante de acordo com a etnicidade, onde o efeito

protetor foi observado em caucasianos, mas ndo em asiaticos.
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Em suma, os resultados do nosso trabalho s&o Unicos no cenario mundial,
uma vez que nossa populacdo de estudo é altamente miscigenada, com uma
constituicdo genética diferenciada de populacdes etnicamente homogéneas que
compdem outros estudos. Sugerimos que os SNPs rs3805500, rs3746444 e
rs2505901 presentes, respectivamente, nos genes DROSHA, MIR499 e MIR938
possam potencialmente ser utilizados como biomarcadores preditivos de
susceptibilidade a LLA. Por fim, do ponto de vista metodoldgico, a utilizacdo de
SNPs como biomarcadores é vantajoso comparado a expressao de mRNA, uma
vez que a genética germinativa pode ser facilmente investigada a partir do sangue

periférico, com técnicas menos laboriosas e de menor custo.
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The treatment of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) in children has a high clinical success rate, although
toxicological complications are frequent, and often result in the interruption of the treatment. Various studies
have shown that toxicities resulting from the treatment are influenced by pharmacogenetic variants. Most of this
research has focused on relatively homogeneous populations, and the influence of these variants in highly ad-
mixed populations, such as that of Brazil, is still poorly understood. The present study investigated the asso-

ciation between pharmacogenetic variants and severe toxicities in pediatric B-cell ALL patients from an admixed
population of the Brazilian Amazon. The rs2306283 (of SLCOIB1) mutant allele increased the risk of neuro-
toxicity threefold, and the homozygous mutant rs9895420 (of ABCC3) genotype was associated with a fivefold
increase in protection against severe gastrointestinal toxicity. This indicates that the rs2306283 and rs9895420
polymorphisms may be relevant to the prediction of severe toxicity in pediatric ALL patients.

1. Introduction

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common child-
hood cancer, representing approximately 30% of all malignant pedia-
tric neoplasia [1,2]. In about 85% of children with ALL, the leukemia
starts in the B cells (B-cell ALL). Recent advances in the chemotherapy
of childhood ALL, based on a cocktail of chemotherapeutic drugs that
includes inhibitors of tyrosine kinases, have resulted in survival rates
of > 90% [3]. Despite the clinical success of this treatment, around
20% of the children present serious toxicological complications that
require a reduction in the dosage or even the complete interruption of
the treatment [4].

The drugs 6-mercaptopurine (6-MP) and Methotrexate (MTX) are
the key components of this cocktail, and are administrated during both
the consolidation and the maintenance phases of the ALL treatment.
Various studies have shown that toxicities resulting from the treatment
are influenced by pharmacogenetic variants [5-7]. Most of this research
has focused on relatively homogeneous populations and the influence of
these variants in highly admixed populations, such as that of Brazil, is
still poorly understood [8]. In populations of Hispanic ethnicity, which
mix European, African, and native American ancestries, children tend
to have worse results in the treatment of ALL in comparison with
European, American, and Asian populations, and require more in-
tensive treatment. This disparity may be accounted for, at least in part,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common childhood neoplasia. Studies have shown that sus-
ALL ceptibility to ALL may be modulated by genetic variables. Our study investigated 21 genetic variants in the
Pediatrics susceptibility of the population of the Brazilian Amazon region to B-cell ALL. The variants of the genes GGH,
P"lym"fp_h_isms CEBPE, ARID5B, MTHFR and MTHFD1 were related to a protective effect against the development of ALL,
i‘:;:::(:’ﬂ"y whereas the variant of the gene ATIC was associated with a risk effect. The results suggest that genetic variants

analyzed modulate of the risk of developing ALL in the studied population.

1. Introduction

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common type of
childhood hematopoietic neoplasia, and is responsible for 30% of all
pediatric cancers [1,2], and is one of the principal causes of cancer
deaths in children around the world [3]. The etiology of ALL is still
poorly understood, although studies have shown that it may be pro-
voked by a combination of environmental exposure and genetic sus-
ceptibility [4,5].

Recently, a number of studies of genome-wide association (GWAS)
have found single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the ARIDSB,
IKZF1, CEBPE, CDKN2A, and PIP4K2A genes [6-10] that were related
to the risk of developing ALL, specifically, the B cell lineage of the
leukemia (B-cell ALL). While each of these variants is responsible for
only a minor increase in the risk of developing ALL, they may have a
cumulative influence on the genetic susceptibility to the disease [10]. In
addition to their influence on genetic susceptibility to ALL, the pre-
valence of some of these variants may oscillate significantly among

patients of different ancestries, which may account for ethnic differ-
ences found in the incidence of the disease [10].

In addition to the polymorphisms discovered by the GWAS, one
potential genetic pathway in the development of childhood ALL is fo-
late biosynthesis. Folate is involved in the metabolism that plays an
essential role in the synthesis, repair, and methylation of the DNA.
Reduced ingestion of folate during pregnancy may result in breakage of
the DNA molecule, as well as a reduction in repairs and abnormal
methylation, which has led to the proposal of a link between poly-
morphisms in the genes involved in the biosynthesis of folate and the
risk of developing ALL [11,12]. These polymorphisms may be asso-
ciated with genes that codify the central regulator and the transport
enzymes (for example, MTHFD1, MTRR, MTHFR, SHMTI1, GGH,
SLCO1B1 and transporters of the ABC family) involved in the folate
transport cycle, as well as the genes involved in the synthesis of purines,
such as AMPDI and ATIC [11,13,14].

Most of the research that identified these genetic variants, either by
GWAS or within the scope of the folate metabolism, has focused on
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Abstract: Background: the CYP2D6 gene is clinically important and is known to have a number of
variants. This gene has four distinct metabolization profiles that are determined by the different
allelic forms present in the individual. The relative frequency of these profiles varies considerably
among human populations around the world. Populations from more isolated regions, such as
Native Americans, are still relatively poorly studied, however. Even so, recent advances in
genotyping techniques and increasing interest in the study of these populations has led to a
progressive increase in publication rates. Given this, the review presented here compiled the
principal papers published on the CYP2D6 gene in Amerindian populations to determine the
metabolic profile of this group. Methods: a systematic literature review was conducted in three
scientific publication platforms (Google Scholar, Science Direct, and Pubmed). The search was run
using the keywords “CYP2D6 Amerindians” and “CYP2D6 native Americans”. Results: a total of
13 original papers met the inclusion criteria established for this study. All the papers presented
frequencies of the different CYP2D6 alleles in Amerindian populations. Seven of the papers focused
specifically on Amerindian populations from Mexico, while the others included populations from
Argentina, Chile, Costa Rica, Mexico, Paraguay, Peru, and the United States. The results of the
papers reviewed here showed that the extensive metabolization profile was the most prevalent in
all Amerindian populations studied to date, followed by the intermediate, slow, and ultra-rapid, in
that order. Conclusion: the metabolization profiles of the Amerindian populations reviewed in the
present study do not diverge in any major way from those of other populations from around the
world. Given the paucity of the data available on Amerindian populations, further research is
required to better characterize the metabolization profile of these populations to ensure the
development of adequate therapeutic strategies.

Keywords: Amerindians; CYP2D6; phenotype; genetic polymorphisms; metabolization profile;
Native Americans

1. Introduction

1.1. Rationale

The cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) is a member of the cytochrome P450 gene family, a group
of enzymes that is responsible for phase I metabolism and the elimination of a variety of endogenous
substrates and a diverse array of drugs [1]. The CYP2D6 gene is the most frequently studied member

Genes 2020, 11, 262; doi:10.3390/genes11030262 www.mdpi.com/journal/genes
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Apresentacao do Projeto:

A Leucemia Linféide Aguda (LLA) é o tipo de cancer que mais acomete criangas em todo o mundo,
representando 75% das leucemias agudas e

aproximadamente 35% de todas as neoplasias malignas na infancia. Apesar do tratamento gerar taxas de
cura de até 90%, cerca de 20% dos

pacientes sofrem com toxicidades graves e podem evoluir para 6bito em paises desenvolvidos. Em
contrapartida, a porcentagem de toxicidade

grave em pacientes com LLA em populagbes altamente miscigenadas, como na Regido Norte do Brasil,
pode chegar em até 70%. Os SNPs sdo a

fonte mais comum de variacéo genética dentro do genoma humano e podem alterar a fungéo normal de
genes envolvidos no risco de

desenvolvimento da LLA, na modificacdo de resposta e metabolizacdo de fairmacos empregados no
tratamento, podendo contribuir para o

surgimento de efeitos adversos. Estudos atuais de GWAS sao capazes de analisar simultaneamente
milhdes de SNPs em amostras de alguns

milhares de individuos. Essa analise ajuda a identificar centenas de associagdes entre variantes genéticas
comuns com mais de 80 doengas ou
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tragos. Com base nessas informagdes, 0 objetivo é desenvolver e investigar um painel de genoma amplo
(GWAS) com marcadores moleculares

indicativos de susceptibilidade e conduta terapéutica em pacientes pediatricos portadores de LLA. Serao
incluidos 300 pacientes com LLA

compondo o grupo caso e 300 individuos sem LLA, representando o grupo controle. A genotipagem sera
realizada através da plataforma lllumina.

Serao feitas analises de associagdo buscando potenciais polimorfismos genéticos relacionados a
predisposigdo e falha terapéutica a LLA. Todas as

andlises estatisticas seréo realizadas utilizando programa estatistico SPSS v.25.0 (SPSS, Chicago, IL,
EUA). Por fim, a identificagdo de marcadores

moleculares que representem risco de ocorréncia de LLA ou associagdes com caracteristicas clinicas ou
epidemiolégicas pode favorecer o

desenvolvimento de condutas personalizadas, gerando dados a serem validados para a individualizagao do
manejo clinico, que podera beneficiar

diversos pacientes futuramente.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Desenvolver e investigar um painel de genoma amplo (GWAS) com marcadores moleculares indicativos de
susceptibilidade e conduta terapéutica

em pacientes pediatricos portadores de LLA da regido Norte do Brasil.

Objetivo Secundério:

a) Investigar aproximadamente 120 mil SNPs em individuos portadores de leucemia linféide aguda e em um
grupo controle representativo da

populagao brasileira, sem leucemia.

b) Identificar polimorfismos associados com a susceptibilidade & LLA na populagao investigada.

¢) Identificar as frequéncias de SNPs em farmacogenes ligados a possiveis efeitos tdxicos e resposta
terapéutica a farmacos empregados no

tratamento da LLA.

d) Investigar possiveis associagdes entre os biomarcadores de farmacogendmica e reagdes
adversas/toxicidade e resposta ao tratamento quimioterdpico, nos pacientes com LLA.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Nao h4 riscos significativos para a salde ao participar do estudo. A amostra de sangue sera
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coletada por uma equipe treinada, podendo haver

discreta dor e ocorréncia de um pequeno hematoma em consequéncia da pungéo venosa. O estudo nao se
destina a administrar tratamento para

qualquer condi¢ao médica. A participacdo nao ira interferir com os tratamentos recomendados pelo médico,
assim como op¢ao de nao participar, ou

retirar-se do estudo, ndo acarretara em qualquer prejuizo ao paciente. Todas as informacdes pessoais
coletadas como parte do estudo serao

mantidas em sigilo e todas as determinagdes legais serao respeitadas.

Beneficios:

A identificacdo de marcadores moleculares que representem risco de ocorréncia de LLA ou associagdes
com caracteristicas clinicas ou

epidemiolégicas pode favorecer o desenvolvimento de condutas personalizadas, gerando dados a serem
validados para a individualizagao do

manejo clinico, que podera beneficiar diversos pacientes futuramente. O emprego de biomarcadores para
melhor rastreio e diagnostico precoce

reduzindo riscos com tratamento e complicagdes a individuos em risco otimizaria a aplicacao de recursos
publicos do SUS. O conhecimento das

frequéncias polimérficas dos farmacogenes em uma populagao miscigenada brasileira permitiria 0 uso
seletivo de medicamentos e doses, ajustados

a cada individuo, reduzindo a ocorréncia de efeitos adversos e possibilitando tratamentos personalizados.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa intitulada INVESTIGAGAO DE ASSOCIACAO DE GENOMA AMPLO (GWAS) NA LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA EM PACIENTES DA REGIAO NORTE DO BRASIL é muito importante para o
prognéstico e tratamento adequado e mais preciso da doenga, visto que ird favorecer uma linha de
tratamento mais objetiva, eficaz e personalizada, atuando de forma mais precisa e podera evitar diversas
toxicidades do tratamento ao usuario.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

A pesquisa intitulada INVESTIGAGCAO DE ASSOCIAGCAO DE GENOMA AMPLO (GWAS) NA LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA EM PACIENTES DA REGIAO NORTE DO BRASIL apresentou e cumpriu todos os
requisitos referente aos termos de apresentacdo obrigatoria, assim como documentos necessarios para 0s
menores de idade(TALE) e para seus devidos responsaveis(TCLE), buscando sempre esclarecer de forma
bem clara e detalhada, além disso buscou sempre deixar o contato dos
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pesquisadores responsaveis nas documentacao caso necessario, assim como o enderego do local da
pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

A pesquisa INVESTIGACAQ DE ASSOCIAGAO DE GENOMA AMPLO (GWAS) NA LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA EM PACIENTES DA REGIAO NORTE DO BRASIL foi detalhada de forma clara e objetiva,
apresentando todos os termos necessarios para a andlise devida deste CEP.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO _P | 01/04/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1320576.pdf 14:28:00
Projeto Detalhado / | projetodetalhadobrochura.pdf 01/04/2019 [Ney Pereira Carneiro| Aceito
Brochura 14:23:54 [dos Santos
Investigador
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 01/04/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito

14:22:45 [dos Santos
Declaragao de instituicaocoparticipante.pdf 01/04/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito
Instituicdo e 13:54:51 |dos Santos
Infraestrutura
Declaragao de termodecompromisso.pdf 01/04/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito
Pesquisadores 13:53:51 [dos Santos
Declaragao de declaracaoinfraestrutura.pdf 01/04/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito
Instituicao e 13:53:16 |dos Santos
Infraestrutura
TCLE/Termos de |termo_de_consentimento_livre_esclarecif 01/04/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito
Assentimento / do.docx 09:44:43 |dos Santos
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de  |termo_de_assentimento_livre_esclarecid| 01/04/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito
Assentimento / o0.docx 09:44:23 |dos Santos
Justificativa de
Auséncia
Brochura Pesquisa |projeto_lla_brochura.docx 28/03/2019 |Ney Pereira Carneiro| Aceito
00:33:43 |dos Santos

Situacao do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BELEM, 27 de Junho de 2019

Assinado por:
Bruna Claudia Meireles Khayat
(Coordenador(a))
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