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RESUMO

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma neoplasia altamente heterogénea e pode ser
classificada em muitos subtipos, importantes para a escolha do melhor protocolo de
tratamento. E a leucemia mais comum na populacéo pediatrica, correspondendo a até
80% dos casos nesse grupo versus 20% dos casos em adultos. Posto isto, € evidente
a relevancia de estudos que busquem uma melhor compreensao da base genética
desta doencga, visando um melhor manejo clinico dos pacientes. Um numero crescente
de RNAs longos nao-codificantes (INncCRNAs) tem sido descrito e estudos apontam que
variantes podem funcionar como biomarcadores de predisposi¢ao, porém ainda sao
pouco estudadas na LLA. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
frequéncia alélica de um polimorfismo (SNP) no IncRNA KCNMB2-AS1 em pacientes
brasileiros com LLA, correlacionando com o quadro clinico. Os IncRNAs associados a
LLA foram selecionados através da analise de dados de associagédo genética, obtidos
na plataforma GWAS Catalog, que indicaram 12 variantes em 10 IncRNAs. O
rs9290663 no KCNMB2-AS1 (A > T) foi selecionado para o desenho de primers e
otimizacao da PCR alelo-especifica para um estudo caso-controle. As 75 amostras de
sangue periférico de pacientes com LLA pediatrica foram obtidas no Hospital
Oncopediatrico Erastinho, enquanto as 90 amostras controle sdo provenientes
de individuos saudaveis sem histérico familiar de cancer, armazenadas no Laboratorio
de Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO) da Universidade Federal do
Parana. As frequéncias genotipicas observadas em pacientes com LLA pediatrica
foram 64% homozigotos AA; 32% heterozigotos AT e 4% homozigotos TT. As
frequéncias genotipicas observadas nos individuos controle foram 67,8%
homozigotos AA; 32,2 % heterozigotos AT e nenhum homozigoto para o alelo T. A
frequéncia alélica do SNP rs9290663 calculada no grupo de pacientes foi de A: 80%
e T. 20%, e no grupo de controles A: 84% e T: 16%, bem similares. As analises
estatisticas de Odds Ratio (OR) ndo mostraram associagao significativa para o SNP
e a suscetibilidade a LLA pediatrica quando se analisaram todos os pacientes (OR:
0,84, intervalo: 0,44 a 1,63, p=0,61, AA versus AT/TT), ou apenas os pacientes com o
fendtipo LLA-B (OR: 0,90, intervalo: 0,46 a 1,82, p=0,78). Mesmo n&o obtendo o
resultado esperado, esses estudos de associacao e levantamento das frequéncias de
SNPs em parte da populagao brasileira sdo de grande importancia, visto que tal
representatividade nao esta incluida nos estudos atuais. Pretendemos aumentar o
numero de amostras analisadas para confirmar os resultados preliminares obtidos no
presente trabalho.

Palavras-chave: LLA; INcCRNA; SNP; PCR alelo-especifica; caso-controle.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a highly heterogeneous cancer and can be
classified into many subtypes, which are important for choosing the best treatment
protocol. It is the most common leukemia in the pediatric population, accounting for up
to 80% of cases in this group versus 20% of cases in adults. Having said this, the
relevance of studies that seek a better understanding of the genetic basis of this
disease, aiming at better clinical management of patients, is evident. An increasing
number of long non-coding RNAs (IncRNAs) have been described and studies indicate
that variants can function as predisposition biomarkers, but they aren’t well studied in
ALL. Therefore, the aim of this work was to evaluate the allelic frequency of a
polymorphism (SNP) in the IncRNA KCNMB2-AS1 in Brazilian patients with ALL,
correlating it with the clinical picture. The IncRNAs associated with ALL were selected
through the analysis of genetic association data, obtained from the GWAS Catalog
platform, which indicated 12 variants in 10 IncRNAs. rs9290663 in KCNMB2-AS1 (A >
T) was selected for primer design and optimization of an allele-specific PCR for a case-
control study. The 75 peripheral blood samples from patients with pediatric ALL were
obtained at the Hospital Erastinho, while the 90 control samples came from healthy
individuals with no family history of cancer, stored at the Human Cytogenetics and
Oncogenetics Laboratory (LabCHO) at the Federal University of Parana. Genotype
frequencies observed in pediatric ALL patients were 64% AA homozygotes; 32% AT
heterozygotes and 4% TT homozygotes. The genotype frequencies observed in control
individuals were 67.8% homozygotes AA; 32.2% AT heterozygotes and no
homozygotes for the T allele. The allelic frequency of SNP rs9290663 calculated in the
patient group was A: 80% and T: 20%, and in the control group A: 84% and T: 16%,
very similar. Statistical analyzes of Odds Ratio (OR) showed no significant association
for the SNP and susceptibility to pediatric ALL when all patients were analyzed (OR:
0.84, range: 0.44 to 1.63, p=0.61, AA versus AT/TT), or only patients with the B-ALL
phenotype (OR: 0.90, range: 0.46 to 1.82, p=0.78). These weren’t the expected results,
but these association studies and survey of SNP frequencies in the Brazilian population
are of great importance, because such representation is not included in current studies.
We intend to increase the number of samples analyzed to confirm the preliminary
results obtained in the present work.

Key-words: ALL; IncRNAs; SNP; allele-specific PCR; case-control.
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1 INTRODUGAO
1.1 CONTEXTO E PROBLEMATICA

A leucemia linfoide aguda (LLA) é a forma mais comum de cancer infantil.
Cerca de 3 mil criangas e adolescentes com menos de 20 anos s&o diagnosticados
com LLA todo ano nos Estados Unidos. Ja no Brasil, estima-se a ocorréncia de
aproximadamente 430 mil casos novos de cancer entre criangas e adolescentes (de
0 a 19 anos). Os principais tipos de cancer que ocorrem em criangas sao leucemias,

tumores do sistema nervoso central e linfomas (Instituto Nacional de Cancer, 2024).

Interagdes complexas entre fatores genéticos e ambientais estdo na base das
etiologias de leucemias pediatricas. Diante disso, € de extrema importancia o
aperfeicoamento de diagnosticos diferenciais LLA, por possibilitar uma intervengao
precoce no tratamento e uma estratégia terapéutica personalizada para cada
paciente, levando em consideragao suas alteragdes genéticas ao fazer uma
estratificacdo de risco (Santos et al., 2021). Os sistemas de estratificacdo de risco
para LLA utilizam fatores clinicos, juntamente com a incorporagdo de aberragdes
citogenéticas de células leucémicas no momento do diagndstico. O notavel progresso
no tratamento da LLA tem se baseado justamente no ajuste da terapia para esses

diferentes subgrupos da doencga (Chadha et al., 2023).

O estudo com RNAs para almejar uma terapia assertiva para diferentes tipos
de cancer ja é realidade. Dentre eles, alguns RNAs néao-codificantes (ncRNAs)
exercem efeitos anti-tumorais, por inibirem a transcricdo de RNAs mensageiros
(mRNAs) ou se ligarem a proteinas para bloquear suas fung¢des, por exemplo (Jiang
et al., 2019). Apesar da compreensao abrangente do papel dos IncRNAs no cancer
ainda estar em estagios iniciais, evidéncias sugerem que a maioria dos IncRNAs

funcionam através de interacdes especificas com bio-macromoléculas.

Os estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) também revolucionaram
o estudo de doengas complexas, como o cancer, permitindo a avaliagdo de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em IncRNAs e a determinagédo de sua
associacdo com um fendtipo de doenca. Dessa maneira, a avaliacdo dos IncRNAs e
seus polimorfismos também é promissora para a descoberta de novas associacoes

relacionadas ao desenvolvimento da LLA (Inaba; Mullighan, 2020).
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1.2 JUSTIFICATIVA

O diagndstico precoce € um determinante critico para o sucesso do
tratamento da doenca e pode aumentar a taxa de sobrevivéncia dos pacientes. Os
fatores que limitam as atuais abordagens de rastreio da leucemia incluem baixa
sensibilidade e especificidade e custos elevados. Sendo assim, uma abordagem
baseada em biomarcadores novos e inovadores do sangue periférico, e nao
medula 6ssea, oferece uma alternativa confortavel e atraente aos pacientes,
levando potencialmente a uma maior taxa de participagao.

Os SNPs mapeados em IncRNAs, nesse sentido, podem ser bons
candidatos como biomarcadores de impacto clinico. Segundo Inaba e Mullighan
(2020), apesar do risco relativo ser tipicamente baixo para uma variante, esses
SNPs, cumulativamente, podem resultar em um aumento de até 10 vezes no risco
para LLA. O presente trabalho busca uma melhor compreensao da base genética
desta neoplasia na populagdo sul-brasileira, para contornar a falta de
representatividade de diferentes populagbes em estudos genémicos humanos,
que resulta em informagdes incompletas ou equivocadas (Sirugo; Williams;
Tishkoff, 2019). Para esse fim, a genotipagem de amostras por PCR alelo-

especifica € uma ferramenta util e de baixo custo.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia alélica, em uma coorte brasileira, de um SNP mapeado em RNA

longo ndo-codificante e associado a LLA.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar na literatura e nos dados depositados no catalogo GWAS os
principais SNPs mapeados em IncRNAs associados a LLA pediatrica;

e Realizar a genotipagem das amostras de pacientes e controles por PCR alelo-
especifica;

e \Verificar se ha associacdo entre o polimorfismo rs9290663, mapeado no
IncRNA KCNMB2-AS1, e a suscetibilidade a LLA pediatrica em pacientes
brasileiros;

e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas com outros bancos de dados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEUCEMIAS

Na leucemia, uma célula sanguinea que ainda nao atingiu a maturidade sofre
uma mutagdo genética que a transforma em uma célula cancerosa, a qual nao
funciona de forma adequada, multiplica-se mais rapido e possui mecanismos anti-
apoptéticos (Instituto Nacional de Cancer (INCA), 2024). As leucemias s&o divididas
em mais de doze tipos, sendo as quatro primarias a leucemia mieloide aguda (LMA),
a leucemia mieloide crénica (LMC), a leucemia linfoide aguda (LLA) e a leucemia
linfoide crénica (LLC). A classificagdo se baseia no crescimento, que pode ser rapido
(leucemia aguda) ou lento (leucemia crénica), e a partir do tipo de célula acometida:

células linfoides e células mieloides.

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma doencga maligna dos linfoblastos B ou
T caracterizada pela proliferacdo descontrolada de linfécitos imaturos anormais e seus
progenitores, sendo uma doenga heterogénea com variagdes moleculares
significativas (Bhojwani; Yang; Pui, 2015). Esta neoplasia é desencadeada por uma
variedade de alteragdes genéticas, incluindo translocagbes cromossémicas,
mutagdes e aneuploidias que envolvem genes responsaveis pela regulagao do ciclo
celular e pelo desenvolvimento de células linfoides, sendo que os subtipos B e T de

LLA mostram padrdes distintos de alteracdes genéticas (Coccaro et al., 2019).

Historicamente, acreditava-se que a maioria dos canceres infantis, incluindo
a LLA, ndo tinham base hereditaria. No entanto, estudos gendmicos recentes
revelaram que pelo menos 4% das criangas com este tipo de leucemia desenvolvem
a doenga devido a uma predisposicdo genética (Bloom et al., 2020). Algumas
sindromes genéticas (Sindrome de Down, Anemia de Fanconi, Li-Fraumeni),
infecgdes por EBV e HTLV-1 também sao fatores de risco para a LLA. Entre os agentes
cancerigenos com evidéncia suficiente de aumento de risco as leucemias, destaca-se
a exposigdo ao benzeno, ao formaldeido e as radiagdes X e gama (Associagao
Americana do Cancer (ACS), 2024).

Nas ultimas trés décadas, varios estudos citogenéticos convencionais
forneceram informagdes sobre a patogénese da LLA. As translocagbes comuns em
criangas com LLA-B incluem t(12;21) [ETV6-RUNX1], t(1;19) [TCF3-PBX1], e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Coccaro%20N%22%5BAuthor%5D
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translocacdes envolvendo o gene KMT2A com varios genes de fusdo parceiros (5%),
interferindo em genes que regulam o desenvolvimento linfoide normal (Bhojwani;
Yang; Pui, 2015). Além disso, os diferentes subtipos de LLA sao caracterizados por
assinaturas distintas de metilacdo do DNA, que por sua vez se correlacionam com
perfis de expressao génica, mostrando a importancia dos mecanismos reguladores

epigenéticos na hematopoiese normal e maligna (Figueroa et al., 2013).

Consequentemente, incorporar informagbes genéticas somaticas nos
cuidados clinicos moveram o tratamento de LLA na diregdo da medicina de preciséo,
com o uso de agentes direcionados, como inibidores de tirosina quinase, para criangas
com LLA cujos blastos expressam a oncoproteina BCR-ABL, que é responsavel pelo

crescimento e reproducao descontrolada das células leucémicas.
2.2 RNAs LONGOS NAO-CODIFICANTES

Entre o genoma transcrito, menos de 2% do genoma sao genes codificadores
de proteinas, enquanto mais de 90% do restante s&o transcritos em RNAs nao-
codificantes (ncRNAs), que podem ser subdivididos em pequenos ncRNAs, como
MicroRNAs (miRNAs), RNAs que interagem com PIWI (piRNAs) e pequenos RNAs
derivados de RNA de transferéncia (tsRNAs), bem como a classe IncRNA

recentemente caracterizada (Lin et al., 2020).

LncRNAs s&o transcritos de RNA com mais de 500 nucleotideos, sem
potencial de codificacdo de proteinas ou com potencial limitado e conservagao
evolutiva limitada, e podem ser intergénicos, intrénicos ou antissenso (Mattick et al.,
2023). Entre os genes expressos no transcriptoma humano, mais de 68% sao
transcritos em IncRNAs (Lin et al., 2020).

Sua biogénese se assemelha a dos RNAs mensageiros (MRNAs). Eles séo
transcritos pela polimerase Il (Pol Il) e podem ser poliadenilados 3’ e capeados em 5'.
A maioria dos IncRNAs possui diferentes padroes de expressao e preferencialmente
localizacdo nuclear, em contraste com os mRNAs, porque estdo envolvidos na

regulacao epigenética da expressao génica (Aliperti; Skonieczna; Cerase, 2021).

Apesar da maioria dos IncCRNAs estar localizada no nucleo, alguns deles
também desempenham fungbes no citoplasma (Chi et al., 2019). Os IncRNAs
apresentam papel importante varios processos biolégicos, como remodelamento da
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cromatina, ativagdo da transcrigdo, interferéncia na transcrigdo, processamento de
RNA e traducdo de mRNAs (Zhang et al., 2019).

2.2.1 RNAs LONGOS NAO-CODIFICANTES NO CANCER

Estudos de associacdo gendmica amplas (GWAS) identificaram variantes de
DNA mapeadas em sequéncias relacionadas a transcricdo de um grande numero de
IncRNAs associados com os mais variados tipos de cancer. Os IncRNAs exibem um
papel importante no cancer, podendo desempenhar papel supressor tumoral ou

promover a oncogénese (Bhan; Soleimani; Mandal, 2017).

Devido aos seus padrdes de expressao e suas caracteristicas tecido-
especificas, diversos estudos apontam que os IncRNAs podem, de fato, funcionar
como biomarcadores prognésticos para diferentes tipos de patologias, a exemplo do
cancer. Os IncRNAs também regulam importantes processos celulares, como
sinalizacao proliferativa, vigilancia imunolégica, imortalidade replicativa, angiogénese,
entre outros, funcionando como reguladores-chave das vias envolvendo varios

“Hallmarks” do cancer (Bach; Lee, 2018).

Como exemplo, o IncRNA HOTTIP, derivado do gene HOXA, demonstrou ser
altamente expresso em muitos tipos de cancer, atuando como oncogene na leucemia
mieloide aguda (LMA) (Luo et al., 2019). No estudo, descobriram que o HOTTIP
estava aberrantemente elevado na LMA e funcionava como um regulador epigenético

para modular a transcricdo de genes associados ao processo hematopoiético.

Os primeiros ncRNAs que demonstraram estar superexpressos no cancer
foram o antigeno 3 do cancer de prostata (PCA3), e o transcrito especifico da prostata
1 (PCGEM1), sendo que ambos sao atualmente usados como biomarcadores para

cancer de prostata, altamente especificos (Taniue; Akimitsu, 2021).

Portanto, o desenvolvimento de tecnologias que permitam facil quantificagéo
de moléculas e monitoramento de sua expressado, por abordagens néo invasivas,

aumenta muito o potencial de utilizagdo de IncRNAs na pratica clinica.



15

2.2.2 RNA LONGO NAO-CODIFICANTE KCNMB2-AS1

A subunidade B2 codificada pelo gene KCNMB2 medeia a inativagao rapida
dos canais de potassio calcio-dependentes, uma classe de canais de potassio que
sdo ativados por voltagem e pelo aumento de calcio intracelular (Zarei et al., 2007).
Estes canais sao reguladores importantes do calcio e da sinalizagao elétrica em varios
tecidos, desempenhando fung¢des em processos fisiologicos diversos, como a
excitabilidade neuronal, a contracdo suave dos musculos e a secrecdo hormonal
(Vergara et al., 1998). Existem quatro proteinas KCNMB2, e todas elas compartilham
uma topologia prototipica de dois dominios transmembrana, com o dominio N-terminal
sendo necessario para a oclusdo do canal. Funcionalmente, cada uma dessas
proteinas altera distintamente as taxas de abertura e fechamento do canal, bem como

a sensibilidade do canal ao calcio (Bentrop et al., 2001).

O IncRNA KCNMB2-AS1, localizado no cromossomo 3 na fita anti-sense ao
gene KCNMB2, vem sendo estudado em diferentes tipos de céncer. No carcinoma
pulmonar de células ndo pequenas, este INcCRNA aumenta a expressdo de ROCK1,
facilitando a progressao tumoral (Yang; Wang, 2022), e no cancer de ovario atua como
oncogene (Cao et al., 2023). Zhu et al. (2021) também avaliaram o papel do KCNMB2-
AS1 na progressdo do cancer de bexiga e verificaram que, funcionalmente, seu
knockdown inibiu dramaticamente a proliferacdo, migracdo e invasao das células

cancerosas (linhagem T24) in vitro e suprimiu o crescimento tumoral in vivo.

Além disso, o IncRNA KCNMB2-AS1 desempenha papel consideravel no
desenvolvimento do cancer de esbdfago, através do direcionamento do eixo miR-3194-
3p/PYGL (Xu et al., 2021). Sabe-se, também, que MiR-3194-3p suprime a
proliferagdo, migragéo e invasao celular, bem como promove a apoptose celular no
cancer de bexiga, visando a Aquaporina 1 (AQP1), um tipo de proteina integral de
membrana com distribuicdo ampla pelos sistemas fisiolégicos, que transporta
especificamente agua, sem permitir a passagem de solutos para o interior das células
(Wei et. al, 2020).

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) na regiao do IncRNA KCNMB2-
AS1 podem ser evidenciados em bancos de dados pubicos e em GWAS, porém nao

se tem fortes evidéncias de SNPs especificos nesse INcCRNA associados a doengas.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANALISES IN SILICO
3.1.1 EXTRACAO E FILTRAGEM DOS DADOS

Todas as analises in silico deste estudo foram realizadas a partir de dados de
outros trabalhos do laboratério (Beal, 2022; Sampaio, 2023). Os dados de associagao
genética foram extraidos da plataforma GWAS Catalog (Buniello et al., 2019). Dado
que cada dataset (conjunto de dados) da plataforma é identificado com um EFO ID
(Experimental Factor Ontology Identifier), os termos “ALL”, “Acute Lymphoid
Leukemia”’ e “Acute Lymphoblastic Leukemia” foram pesquisados e somente os
resultados dentro da categoria fraits (fendtipos) foram considerados. Para a
continuidade das analises, o conjunto de dados EFO_0000220 foi analisado (Beal,
2022).

Na etapa de filtragem dos dados, foram excluidas as variantes associadas a
LLC e estudos que ndo apresentaram associacido, permanecendo apenas os GWAS
relacionados a LLA. Ainda, dentro os dados de LLA, foram excluidas as variantes
associadas a fendtipos secundarios, como resisténcia ou hipersensibilidade a
quimioterapicos. O software BioMart da plataforma Ensembl (Cunningham et al.,
2022) foi usado para identificar e selecionar apenas os SNPs localizados em IncRNAs,

a partir do identificador génico.
3.1.2 SELECAO DOS SNPs

Os estudos que identificaram associacdes genéticas de variantes de IncRNAs
com LLA foram lidos e analisados quanto a idade da coorte, subtipo de LLA, MAF
(minor frequency allele) do SNP e valor de OR (odds ratio) da associacéo estatistica.
Os SNPs com MAF > 0,05, OR > 1,2 e encontrados em estudos de coorte com idade
menor que 19 anos (criangas, adolescentes e jovens adultos) foram selecionados para
o desenho de primers.

Um MAF > 0,05 garante que o SNP seja comum o suficiente para ser relevante
na populacado estudada. 1,2 para OR é um limiar razoavel que indica um aumento
significativo no risco, sem ser tado alto a ponto de levantar suspeitas de viés ou

problemas metodologicos. Para a analise dos SNPs, foram usadas as plataformas
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Ensembl (Cunningham et al., 2022) para dados populacionais e dbSNP-NCBI
(Database of Single Nucleotide Polymorphisms) (Sherry; Ward; Sirotkin, 1999) para

dados gendmicos.
3.1.3 DESENHO DOS PRIMERS

Para avaliar o polimorfismo no IncRNA, primers alelo-especificos, que
amplificam apenas o alelo de interesse por complementariedade em sua extremidade
3’ , foram desenhados para a realizagdo da genotipagem através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Sendo assim, foi feito o desenho de um primer forward

comum para dois primers reverse alelo-especificos, considerando reacdes separadas.

A sequéncia flanqueadora do SNP (aproximadamente 1000 pb) foi baixada
em formato FASTA na plataforma dbSNP do NCBI (Sherry; Ward; Sirotkin, 1999). Para
o desenho dos primers, a sequéncia flanqueadora de cada SNP foi inserida na
ferramenta Primer-Blast do NCBI (Ye et al., 2012) como PCR template e uma
sequéncia de 19-25 pb contendo o alelo especifico terminal foi inserida como “own
primer”. Ainda, o tamanho do produto da PCR foi alterado para 100-300 pb, e para os
primers reverse alelo-especificos, a sequéncia foi transformada em sua reversa

complementar para insergao na plataforma.

Os primers gerados foram analisados quanto a temperatura de melting (Tm)
(ATm < 5,0), autocomplementaridade (self-complementarity <  2,0),
autocomplementaridade 3’ (self-3’-complementarity < 2,0) e conteudo GC (%GC ~
55%). Os primers que atingiram os valores de cada parametro foram analisados na
ferramenta OligoAnalyzer (IDT™ Integrated DNA Technologies) sob os parametros de
gPCR. Nessa ferramenta, foi analisada a estrutura tridimensional da molécula para
verificar a possibilidade de formacao de hairpins (AG < -6; AG > 6), self-dimers (~ 0)
e hetero-dimers (~ 0) entre as moléculas de cada PCR. Os primers que atingiram os

valores estabelecidos foram sintetizados.
3.1.4 CASUISTICA

O trabalho foi realizado com amostras de sangue periférico coletadas em tubo
de EDTA, provenientes do Hospital Erasto Gaertner (PR), de pacientes na faixa etaria
de um a 19 anos (vide apéndice A), mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) para maiores de idade e pais de menores de idade e Termo
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de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) para pacientes menores de idade. As
amostras de leucemia foram coletadas sob aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Liga Paranaense de Combate ao Cancer - Hospital Erasto Gaertner, sob
o numero CAAE: 08809419.0.0000.0098.

Quanto as amostras de saliva utilizadas como controle (vide apéndice C),
estas foram obtidas do banco de amostras do Laboratorio de Citogenética Humana e
Oncogenética (LabCHO), da Universidade Federal do Parana, também mediante
assinatura de TCLE e resposta a um formulario, sendo selecionadas somente
amostras de individuos o qual ndo apresentavam historico de dois ou mais canceres
na familia (CAAE: 43945121.4.0000.0102). As amostras ficam armazenadas a -20°C

no proprio laboratorio.

3.2 ANALISES IN VITRO
3.2.1 EXTRACAO E QUANTIFICAGAO DE DNA

As amostras de sangue periférico foram, primeiramente, centrifugadas a 2500
rom por cinco minutos, para a separagao do plasma e recuperacdo de 200 uL da
camada leucocitaria, utilizada para extragao de material genético. A extragdo do DNA
das 93 amostras de pacientes (LLA = 75, LMA = 18) foi realizada com o Biopur™ Kit

Mini Spin Plus, protocolo 1, segundo recomendacgao do fabricante.

Na etapa final, um volume de 50 pyL do tampao de eluicdo foi adicionado
diretamente sobre a membrana de silica, formando o volume final da solugédo. O DNA
das amostras controle foi extraido pelo método de beads magnéticas, com a utilizagcao
do Extracta Kit da Loccus (MVXA P016) no sistema automatizado de extracao

Extracta® 32.

A medida da concentracao de DNA e a identificacdo da pureza das amostras
foram feitas pelo espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific™). A pureza
foi verificada através da razao entre as absorbancias medidas a 260 nm e 280 nm,

cujo valor deve estar entre 2,0 e 1,8 (Viljoen; Booysen; Tantuan, 2022).
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3.2.2 OTIMIZAGAO DOS PRIMERS

A técnica de PCR convencional, com reacdes separadas em paralelo, foi
utilizada para avaliar a especificidade dos primers desenhados para o IncCRNA e seu
polimorfismo selecionado para estudo. Os testes foram realizados seguindo o padrao
de ciclagem exposto na tabela 1. A temperatura de anelamento ideal foi aquela que

permitiu uma reacgao alelo-especifica.

TABELA 1 - PADRAO DE CICLAGEM DA PCR

ETAPA DO CICLO  TEMPERATURA TEMPO

Desnaturacéao inicial 95°C 10 minutos
Desnaturacéao 96°C 30 segundos
x40 Anelamento A definir 30 segundos
Extensao 72°C 30 segundos

Extenséo final 72°C 10 minutos

FONTE: A autora (2024).

3.2.3 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Sampaio (2023), previamente em trabalho do grupo, amplificou a regido
flanqueadora do SNP candidato (226 pb) a partir dos primers desenhados. A PCR foi
montada a partir de 2 yL do DNA template (20 ng/uL), 0,5 pL da solugéo contendo os
primers forward e reverse (10 mM), 17,5 pyL de agua ultrapura e 10uL de Master Mix

para PCR convencional (1x) desenvolvido pelo IBMP — Fiocruz.

Para o Sequenciamento de Sanger, as amostras foram tratadas com
exonuclease (exo1) e fosfatase alcalina (SAP). Para cada 9 pL de produto de PCR,
foram adicionados 0,33 pL de exo1, 0,33 pL de SAP e 0,34 pL de agua ultrapura. Essa
solugéo foi colocada em termociclador a 37°C por 1 hora, e depois a 85°C por 15
minutos. Apds, foi feito o protocolo padrédo de marcagéao fluorescente pelo BigDye™
Terminator. para cada 4 uL de produto de PCR tratado com exo/SAP, foram
adicionados 2,0 uL de tampao BigDye™, 2,6 uL de agua ultrapura e 0,7 yL de solugao
de primer (forward e reverse) a 10 pmol/uL. Essa solugdo foi colocada em um

termociclador seguindo 40 ciclos de 15 segundos a 96°C para desnaturagdo, 15
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segundos a 64°C para anelamento e 4 minutos a 60°C para extensdo (Sampaio,
2023).

A ultima fase consistiu na purificagdo do DNA marcado por precipitagdo, com
utilizacéo de EDTA (125 mM) e etanol (absoluto e 70%), a fim de precipitar o produto
de PCR marcado. Apdés a evaporagao completa do etanol, as amostras foram

analisadas no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher).
3.2.4 PCR PARA GENOTIPAGEM

A PCR, tanto para as amostras de pacientes quanto para os controles, foi
preparada com 0,3 uL da solugao contendo os primers forward e reverse (10 mM), 8,2
ML de agua ultrapura, 1,5 uL do DNA template a 20 ng/uL e 10 pyL de Master Mix para

PCR convencional (2x), desenvolvido pelo IBMP — Fiocruz.

Os produtos da PCR foram genotipados por meio do padrao eletroforético dos
fragmentos amplificados em gel de agarose 1,5% suplementado com GelRed™
Biotium 10.000x, diluido 1:500. O gel de eletroforese foi interpretado a partir da
presenga ou auséncia dos produtos de PCR no gel, verificado no fotodocumentador
GD-1000 (Axygen®). Para estimar o tamanho dos fragmentos, foi usado marcador de
peso molecular (CellCo) de 1000 — 100 pb.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas diretamente no grupo
de pacientes e no grupo controle, utilizando-se o teste de desvios das proporgdes do

teorema de equilibrio de Hardy-Weinberg por Qui-quadrado.

Adicionalmente, por ser um teste particularmente indicado para estudos de
caso-controle (Wagner; Callegari-Jacques, 1998), foi utilizado o calculo de Odds ratio
(OR), e o teste de Qui-Quadrado para avaliar se as variaveis alélicas/genotipicas
estdo associadas com o fendtipo estudado (LLA pediatrica). Os testes estatisticos
foram realizados com o software GraphPad Prism. Para todos os testes acima

descritos, foram considerados como significativos valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 SNPs CANDIDATOS PARA GENOTIPAGEM

Ao todo, dados de 58 GWAS foram filtrados em busca de SNPs mapeados
em IncRNAs e associados a LLA pediatrica. Desses, 445 associag¢des foram filtradas,
sendo 257 delas associadas a LLA, das quais apenas 137 eram associadas a LLA
pediatrica. 33 SNPs foram encontrados mapeados em 32 IncRNAs diferentes e, apds
os filtros de odds-ratio (> 1,2) e MAF (> 0,05), restaram 12 SNPs mapeados em 10
IncRNAs diferentes (Tabela 2).

TABELA 2 - IncRNAs E SNPs ASSOCIADOS A LLA

SNP IncRNA OR CI (95%) MAF Alleles GWAS
152069426 CDEN2B-AS1 1.35 [] 26 - 1.'.-'0] 0.06 (G) G|T Wiemels eral. . 2018
rs75777619 CCDC26 1.26 [1.17 - 1.36] 0.1(A) AlG Vijayaknishnan et al. . 2019
1s28665337 CCDC26 1.34 [121-147]  01(C) C|A|T  Vijayakrishnan et al. . 2019
54617118 CCDC26 1.28 [1.19-1.37] 0.19 (A) AlG Wiemels er al. . 2018
1.69 [1.40 - 1.90] 0.23 (G) AlG Trevino er al. . 2009
159290663 KCNMB2-AS51 1.58 [1.20 - 1.90] 0,25(T) A|T|G Trevino er al. . 2009
rs11978267 ACI24014.1 1.43 [1.28 - 1.59] 0.23 (G) AlG Ellinghaus er al.. 2011
1.43 [NR] 0.23 (G) AlG Wiemels et al. . 2018
157156960 AC016526.2 1.2 [1.12-1.33] 0.44 (G) G|C Ellinghaus ef al. . 2011
15630662 AC025508.1 [NR] [NR] 0.2 (G) G|A|T Ellinghaus ef al. . 2011
rs10018622 AC07992].1 1.9 [].-Ii - 2.63] 0.49 (G) GlA|C Archer eral. , 2017
rsl1155133 AL035446.1 3.62 [2.10 - 6.00] 0.13 (A) AlG Trevino er al. , 2009
157738636 AL355612.1 1.2 [1.15-1.41] 0.28 (A) AlC Ellinghaus ef al. . 2011
1510170236  MMADHC-DT 1.45 [124-1.69] 033 (A) AlG Yang et al. , 2012

FONTE: Adaptado de Sampaio (2023).

LEGENDA: OR: Odds Ratio (no portugués, razdo de possibilidade); Cl (95%): Intervalo de confianga
de 95%; MAF: frequéncia do alelo menor.

Assim, o SNP selecionado para o estudo caso-controle foi o rs9290663 do
KCNMB2-AS1, que esta localizado em 3q26.32 (figura 1). Apesar desse transcrito ja
ter sido estudado em canceres como o de es6fago (Xu et al., 2021) e carcinoma
pulmonar de células nao pequenas (Yang; Wang, 2022), bem como o rs9290663 ter
sido associado a um maior risco de LMA em uma coorte chinesa (Cao et al., 2016), e
o alelo T como alelo de risco para LLA (Trevifio et al., 2009), ainda nao foram

conduzidos estudos com esse SNP na populacao brasileira para verificar a frequéncia
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alélica. Desse modo, a avaliagao desse INcCRNA e seu SNP pode ser importante para

uma melhor compreensao da base genética deste tipo de leucemia.

FIGURA 1 — LOCALIZAGAO DO IncRNA KCNMB2-AS1
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FONTE: GeneCaRNA (2024).

LEGENDA: linha vermelha representa a localizagdo cromossémica de KCNMB2-AS1

4.2 PRIMERS PARA A REGIAO DE rs9290663

Respeitando os critérios estabelecidos na analise in silico, foram encontrados
primers reverse alelo-especificos adequados para o SNP rs9290663 (Figura 2, Tabela
3). Existem 3 alelos do SNP (A/G/T, Ensembl) e a maioria dos trabalhos mostra um

MAF proximo a 0,25 (T).

FIGURA 2 - SEQUENCIA AMPLIFICADA E PRIMERS UTILIZADOS

ref|[NC_000003.12|:178711701-178712624 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p13
GTGTAAAATGCTGCGTTGTTATGAGGATTAACTAAAATCACTTATCTGGTCTCTGATGACATGCAAC

AAATGTTGGCTCCCTCAGTTCCATCCTCTCTCTGTCAGACAAAATTTTGCCGTITGICACTGTIGAGT

AGGGAGTATCCAATTCTGTATTTTCTACTTTGATGTTGTGAGTTTAATCCTTCTATTGTGCCACCTAA
GTTTGAAAAGGTCTCTACCTTAGCATGCCTATTCAAACCAGGAGATTAATAGTGTACTGGTAGCTC

CGTATCACTTTTTTCCCAACAGAAAATAACAAGAGTAACATATTTACTAGGGGGCCTAACCACCT
4_

ACG

Sequéncia para primer forward @ Sequéncia para primer reverse (alelo-especifico: A ou T)

FONTE: A autora (2024)

LEGENDA: em amarelo - SNP rs9290663 (alelos A ou T). A seta representa onde os primers se
anelam.
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TABELA 3 - PRIMERS PARA PCR ALELO-ESPECIFICA (FRAGMENTO DE 154 pb)

Forward 3’ - 5’ Reverse (A) 5 -3’ Reverse (T) 5° - 3’

GCCGTTGTCACTGTGAGTAG | CGGAGCTACCAGTACACTAA | CGGAGCTACCAGTACACTAT

FONTE: A autora (2024)

4.3 QUANTIFICAGAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO

Ao todo foram quantificadas 93 amostras de DNA extraido do sangue
periférico de pacientes com leucemia (vide apéndice B), sendo 75 delas de LLA. Em
relacédo a razao 260/280, que indica pureza do material genético, e espera-se valores
proximos a 1,80 para DNA, verificou-se uma média de 1,7986, com desvio-padrao de
0,14 (Figura 3). Para o experimento, as amostras com concentragdo maior que 20
ng/uL foram diluidas até esse valor.

FIGURA 3 - PUREZA DO DNA EXTRAIDO DE AMOSTRAS DE SANGUE DE PACIENTES COM LLA

Pureza das amostras de DNA de pacientes com LLA

Razdo A260/280

05

Identificagdo das amostras

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: A linha vermelha indica a média da razédo 260/280.

4.4 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Para a confirmagao de genotipagem visualizada na PCR alelo-especifica, foi
realizada a genotipagem de alguns individuos por Sequenciamento de Sanger. O gel
de eletroforese do amplicon da regido flanqueadora (226 pb) do SNP rs9290663
mostrou bandas do tamanho esperado em relacdo ao que foi desenhado in silico
(Figura 4).
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Os cromatogramas do sequenciamento desses amplicons revelaram dois
picos de fluorescéncia na posicao do SNP para as amostras heterozigotas testadas,
confirmando gendtipo heterozigoto (AT) (Figura 5). Ao todo, 3 amostras foram
sequenciadas para esse teste. As amostras A1 (LLA29) e A3 (LLA31) se mostraram

heterozigotas (AT), enquanto a amostra A2 (LLA30) é homozigota para o alelo A.

FIGURA 4 - GEL DE ELETROFORESE DA PCR DA REGIAO FLANQUEADORA DO SNP rs9290663

226 pb

FONTE: Sampaio (2023).
LEGENDA: 0 - ladder; 1 — branco; 2 — A1 (LLA29); 3 — A2 (LLA30); 4 — A3 (LLA31).

FIGURA 5 - CROMATOGRAMA DO AMPLICON DA REGIAO FLANQUEADORA DO SNP rs9290663

i (AN
[ |
o A
| | | |
a WL LaAa AL L bt Lllalania L] AN WS RS S AR A MEA NS SRR A RRRARA R WA AR E B R RARA

A R A e R RRRRRRRRRRRRRRRRRRERRRRRONN
FONTE: Sampaio (2023).

LEGENDA: faixa azul — alelo A/T do rs9290663 (fita -), pico duplo, heterozigoto.
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4.5 PADRONIZACAO DA PCR ALELO-ESPECIFICA

Atabela 4 apresenta as condi¢gdes encontradas para a padronizagdo da PCR
alelo-especifica. Atemperatura ideal de anelamento foi baseada na ultima temperatura
a qual permitiu a amplificacédo e diferenciacdo dos gendtipos, como mostrado no gel
de agarose da Figura 6. Assim, na temperatura de 63°C foi alcangado a diferenciacao
dos gendtipos para o INcRNA KCNMB2-AS1 e seu SNP (alelo A/T).

TABELA 4 — CONDIGOES PARA PCR ALELO-ESPECIFICA DO SNP rs9290663

ETAPA DO CICLO  TEMPERATURA TEMPO

Desnaturacéo inicial 95°C 10 minutos
Desnaturacao 96°C 30 segundos
x40 Anelamento 63°C 30 segundos
Extensédo 72°C 30 segundos

Extensao final 72°C 10 minutos

FONTE: A autora (2024).

FIGURA 6 — GEL DE AGAROSE PARA AVALIACAO DA TEMPERATURA DE ANELAMENTO

Ladder A1A1A2A2 A1A1A2A2 A1TA1A2A2 A1A1A2A2

ATAT ATAT ATAT AT AT

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Ladder: Marcador de peso molecular; A1 - Amostra heterozigota e A2 - Amostra
homozigota AA nas temperaturas de anelamento de 61°C, 62°C, 63°C e 64°C.
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4.6 GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS DE PACIENTES

A figura 7 mostra o padrao eletroforético esperado para as amostras de
pacientes com leucemia e amostras controle. As figuras 8, 9 e 10 mostram os géis de
agarose referentes a genotipagem do SNP rs9290663 nas amostras de DNA extraidas
de sangue de pacientes com leucemia. E possivel perceber as bandas do tamanho
esperado (154 pb), indicando os genotipos de cada individuo: considerando um
individuo a cada duas bandas, uma banda a esquerda indica homozigotos AA, uma
banda a direita indica homozigotos TT e duas bandas indicam heterozigoto AT.

Também foi observado um excesso de primers (banda abaixo de 100 pb nas figuras).

FIGURA 7 — PADRAO ELETROFORETICO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

i 2 3 4
sl e i

AT A T A T AT

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: A esquerda: Marcador de peso molecular; 1 - Amostra homozigota AA; 2 - Amostra
homozigota TT; 3 - Amostra heterozigota AT; 4 — branco.

Ao todo, 93 amostras de pacientes com leucemia (LLA =75, LMA = 18) foram
genotipadas por PCR alelo-especifica para essa regiao (vide Apéndice B). O controle
positivo refere-se as amostras sabidamente heterozigotas, devido ao
Sequenciamento de Sanger realizado na etapa anterior. Aamostra LLA70 foi removida

do estudo por ndo apresentar material suficiente para as analises.
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FIGURA 8 - GEL DE ELETROFORESE DA GENOTIPAGEM DO SNP rs9290663 DAS AMOSTRAS
LLA24 — LLA32

e BB® <5
“w Bew

Ladder24 24 25 25 26 26 27 27 28 28 29 29 30 30 31 31 32 32 CP CP Branco
A TATATAT ATATAT A T ATA T

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: As amostras estéo representadas pelo cédigo interno, referente aos alelos do SNP
rs9290663: T - alelo T e A - alelo A.

FIGURA 9 - GEL DE ELETROFORESE DA GENOTIPAGEM DO SNP rs9290663 DAS AMOSTRAS
LLAG3 — LLA8O

63636464 65 65 6666 67 67 68 68 69 69 7171 72 72 7373
AT A TATATAT A TA TA TATAT

154ph@ @@ @B Bw@e & 0 - @
- . "

74747575 76 76 7777 78 7879 79 8080 CP CP BRANCO Lad
A TATATATATATATATAT der

154pb..-*ﬂp*0wdnﬂ QO o '

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: As amostras estéo representadas pelo cddigo interno, referente aos alelos do SNP
rs9290663: T - alelo T e A - alelo A.
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FIGURA 10 - GEL DE ELETROFORESE DA GENOTIPAGEM DO SNP rs9290663 DAS AMOSTRAS
LLA81 — LLA94

8181 8282 8383 8484 8585 8686 8787 8888 89 89
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: As amostras estéo representadas pelo cédigo interno, referente aos alelos do SNP
rs9290663: T - alelo T e A - alelo A.

4.7 GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS CONTROLE

As figuras 11 e 12 mostram os géis de agarose referentes a genotipagem do
SNP rs9290663 nas amostras controle. E possivel perceber as bandas do tamanho
esperado (154 pb), indicando os gendtipos de cada individuo: considerando um
individuo (identificado pelo codigo interno) a cada duas bandas, uma banda a
esquerda indica homozigotos TT, uma banda a direita indica homozigotos AA e duas

bandas indicam heterozigoto AT.

Ao todo, 90 amostras controles foram genotipadas por PCR alelo-especifica
para essa regiao (vide Apéndice C). A amostra C9 foi removida das analises
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estatisticas por nao ter apresentado nenhuma banda no gel de eletroforese, que foi

repetido duas vezes.

FIGURA 11 - GEL DE ELETROFORESE DA GENOTIPAGEM DO SNP rs9290663 DOS CONTROLES
C49 - Coe4

C49 C50 C51 C52 Cb3 C54 Cb5 Cb6 C57 C58 C59 C60
AT AT AT AT AL TEAN T A TRAL T ACTAD A TR A

154pb > Wi B e 8N e e

4]
Bapp———> @ @ ® - e '

C61 C62 C63 C64 CP Branco Ladder
TA TATATA T A A

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: As amostras estéo representadas pelo cddigo interno, referente aos alelos do SNP
rs9290663: T - alelo T e A - alelo A.
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FIGURA 12 - GEL DE ELETROFORESE DA GENOTIPAGEM DO SNP rs9290663 DOS CONTROLES
C65 - C80

C65 Cé6 C67 C68 C69 C70 C71 C72 C73 C74 C75

T AT A T ATATATATATATATA T A

el L - gy -

Cc76 C77 C78 C79 C80 CP Branco Ladder

TA TATATATA T A T A

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: As amostras estéo representadas pelo cddigo interno, referente aos alelos do SNP
rs9290663: T - alelo T e A - alelo A.

4.8 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

As genotipagens do INcRNA KCNMB2-AS1 foram realizadas em amostras de
93 pacientes e 90 controles. No entanto, dentre os pacientes, apenas 75 amostras
sao de individuos com leucemia linfoide aguda pediatrica, alvo principal deste
trabalho. Primeiramente, foram realizadas andlises estatisticas com todas as
amostras de leucemia. Em seguida, as analises estatisticas foram feitas separando
as 18 amostras de pacientes que ndo sao de LLA pediatrica. Também foram feitas
analises apenas com os 60 pacientes de LLA-B, o subtipo mais comum da doenca.
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Dessa forma, as frequéncias genotipicas observadas em pacientes com
algum tipo de leucemia foram 66,7% (n = 62) homozigotos AA; 29% (n = 27)
heterozigotos AT e 4,3% (n = 4) homozigotos TT. As frequéncias genotipicas
observadas em pacientes com LLA pediatrica foram 64% (n = 48) homozigotos AA,;
32% (n = 24) heterozigotos AT e 4% (n = 3) homozigotos TT (Tabela 5).

Ja as frequéncias genotipicas observadas nos individuos controlem foram
67,8% (n = 61) homozigotos AA; 32,2 % (n = 29) heterozigotos AT e zero homozigotos
TT (Tabela 5). A frequéncia alélica do SNP rs9290663 calculada no grupo de pacientes
com LLA ou somente LLA-B foi de A: 80% e T: 20%, e no grupo de controles A: 84%

e T: 16%, bem similares.

TABELA 5 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS EM PACIENTES E CONTROLES

, PACIENTES COM PACIENTES COM LLA
GENOTIPO OU LEUCEMIA (n=93) (n=75) CONTROLES (n=90)
ALELO
% n % n % n
GENOTIPO AA 66,7 62 64 48 67,8 61
GENOTIPO AT 29 27 32 24 32,2 29
GENOTIPO TT 4,3 4 4 3 0 0
ALELO A 81 80 84
ALELOT 19 20 16

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: n indica o nUmero amostral em cada grupo.

A tabela 6 mostra a frequéncia alélica e genotipica encontrada para o
rs9290663 em diferentes populagdes, do estudo 1000 Genomes Project Phase 3. Ha
predominancia do alelo A em todas as populagdes estudadas. No presente estudo a
maior frequéncia genotipica observada em individuos sem leucemia também foi AA,

seguido de AT, em consonéancia com diferentes bancos de dados.

Interessantemente, no Gambian Genome Variation Project, a frequéncia
alélica do SNP rs9290663 calculada no grupo foi de A: 0.585 e T: 0.415, um valor alto
para o alelo T quando comparado com outras populagdes externas ao continente

africano.


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=3:178711651-178712651;v=rs9290663;vdb=variation;vf=183582001#1000genomesprojectphase3_table
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=3:178711651-178712651;v=rs9290663;vdb=variation;vf=183582001#gambiangenomevariationproject_table
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TABELA 6 — FREQUENCIA DO SNP rs9290663 NO 1000 GENOMES PROJECT PHASE 3

FREQUENCIA ALELICA FREQUENCIA GENOTIPICA
POPULACAO ALELO A ALELO T AIA AIT T
AFRICANA 0.630 (833) 0.370 (489) | 0.396 (262)  0.467 (309)  0.136 (90)
AMERICANA 0.879 (610) 0.121 (84) 0.778 (270)  0.202 (70)  0.020 (7)
LESTE ASIATICO | 0.752 (758) 0.248 (250) | 0.569 (287)  0.365 (184)  0.065 (33)
EUROPEIA 0.825 (830) 0.175(176) | 0.690(347)  0.270(136)  0.040 (20)

FONTE: National Center for Biotechnology Information - NCBI databases (2024).

LEGENDA: numero entre parénteses indica o total de individuos.

4.9 ESTUDOS DE ASSOCIACAO

Semelhante ao risco relativo (RR), a odds ratio retorna um valor maior ou igual
a zero e sua interpretacao é feita de acordo com valores menores, iguais ou maiores
do que 1. Se OR=1, ter ou nao ter o fator de risco nao influencia na ocorréncia do
desfecho (LLA pediatrica). Por outro lado, se OR>1, a chance de desenvolver o
desfecho é mais provavel no grupo dos individuos que tém o fator de risco do que

entre aqueles que n&o o tém.

A comparacédo das frequéncias genotipicas entre pacientes e controles ndo
apresentou associagao com a suscetibilidade a LLA quando comparados AAXAT/TT
(Tabela 7), nas analises com todos os pacientes com leucemia (OR = 0,96; p = 0,87;
IC =95% 0,52 - 1,73), s6 os 75 pacientes LLA (OR =0,84; p = 0,61; IC 95% = 0,44 —
1,63), ou ainda analisando apenas os 60 pacientes com LLA-B (OR =0,90; p = 0,78;
IC 95% 0,46 — 1,82).

Para verificar a existéncia de relacao alélica, foi feita a comparagao entre os
alelos A e T, que também nao apresentou relagéo estatistica significativa. As analises
feitas considerando os pacientes com outros tipos de leucemia ou somente pacientes
LLA-B também ndo demonstraram nenhuma associagdo estatistica significativa
(Tabela 7).



33

TABELA 7 - ANALISES DE ODDS RATIO PARA GENOTIPOS E ALELOS

Odds Ratio (IC 95%)

AvsT

AA vs AT/TT

Leucemias x controles

0,83 (0,48 — 1,41)

0,96 (0,52 - 1,73)

p = 0,49

p =0,87

LLA x controles

0,77 (0,44 - 1,32)

0,84 (0,44 - 1,63)

p=0,36

p=0,61

LLA-B x controles

0,75 (0,41 - 1,36)

0,90 (0,46 - 1,82)

p=0,36

p=0,78

FONTE: A autora (2024).
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5 DISCUSSAO

Os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) possibilitaram uma
infinidade de associacbes robustas para uma série de fendtipos e doengas, com o
numero de variantes associadas crescendo constantemente a medida que o tamanho
das amostras do GWAS aumenta. Os resultados obtidos através de plataformas de
acesso publico tém uma gama de aplicagdes, tais como obter informag¢des sobre a
biologia subjacente a um fenotipo, estimar a sua herdabilidade, calcular correlagdes
genéticas e inferir potenciais relagdes causais entre fatores de risco e desfechos na
saude (Uffelmann et al., 2021).

Evidéncias cumulativas indicam a ligacdo entre SNPs, ncRNAs e varias
doencgas humanas (Ning; Zhang, 2018). Muitos IncRNAs tém sido associados a causa
e progressao de canceres, através da expressao alterada e/ou mutagdes em IncRNAs

que atuam como oncogenes ou supressores de tumor (Mattick et al., 2023).

Embora os IncRNAs representem uma parte relevante do transcriptoma, e
desempenhem papel vital na complexidade humana, mantendo a fung¢ao celular
normal, esses transcritos ainda carecem de estudos quanto a sua caracterizacao
funcional e a identificacdo das vias moleculares nas quais estdo envolvidos
(Janaththani; Srinivasan; Batra, 2021).

Neste estudo foi utilizado o banco de dados GWAS para identificar de forma
abrangente variantes genéticas em IncCRNAs associadas a suscetibilidade a LLA
pediatrica. Os resultados das analises computacionais mostraram /oci interessantes
para validagdo da associagao estatistica registrada na literatura. A partir de dados
publicos, o presente trabalho identificou de forma criteriosa 12 SNPs de IncRNAs
associados a LLA pediatrica, sendo o SNP rs9290663 localizado no KCNMB2-AS1 o
escolhido para estudo em uma populacéao brasileira, predominantemente do Parana.

Embora o locus de CDKN2A/B contenha varios genes codificadores de
proteinas importantes, estudos sugerem que polimorfismos em ANRIL - IncRNA
antisenso codificado neste locus - estdo associados ao risco para muitos tipos de
cancer diferentes, bem como ao risco para doencga cardiovascular aterosclerética,

obesidade e diabetes tipo Il (Kong; Hsieh; Alonso, 2018). Em células tumorais, o
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ganho de fung¢ao do ANRIL parece aumentar a proliferagdo, metastase e sobrevivéncia
celular, enquanto a perda de fungdo do ANRIL reduz o crescimento do tumor, a
invasdo e a metastase, e aumenta a apoptose e a senescéncia celular (Kong; Hsieh;
Alonso, 2018).

No cancer de mama, varios estudos indicam que CDKN2B-AS1 pode ser um
biomarcador para diagnodstico devido ao seu padréo de expressao aberrante. Qin et
al. (2021) mostraram que o knockdown de CDKN2B-AS1 promoveu apoptose e
reprimiu a proliferacdo maligna de células MCF7 e T4D7, ao interagir com miR-122-
5p, um microRNA que desempenha papel importante em diversos processos, como

inflamacéo, fibrose e regulagdo do metabolismo.

Wang et al. (2020) verificaram um aumento na expressao de CDKN2B-AS1
na leucemia mieloide aguda (LMA). O IncRNA CDKN2B-AS1 atua no desenvolvimento
da LMA através da supressdo epigenética de uma proteina estimuladora de TP53
(ASPP2), através da regulagédo negativa de miR-34a, alvo downstream do ANRIL. O
knockdown do IncRNA, portanto, inibiu a proliferagdo, migragao e invasao celular, e

promoveu a apoptose de ceélulas leucémicas.

Na LLA-T, o silenciamento de CDKN2B-AS1 atenuou a carcinogénese e
aumentou a sensibilidade a adriamicina in vivo. Isso porque o INncRNA regula a
expressdao de TRAF5 (membro da familia de fatores associados ao receptor de
necrose tumoral) também através do sequestro de um microRNA, o miR-335-3p (Chen
et al., 2020).

O gene CCDC26 codifica um IncRNA de mesmo nome, o qual esta associado
a leucemia mieloide aguda e outras neoplasias. Foi reportado que o IncRNA CCDC26
regula a proliferagao e morte de células leucémicas através de um receptor de tirosina-
quinase denominado KIT (Hirano et al., 2015). Este INcCRNA também é um modulador
na mudancga de transcricdo dos genes da globina na diferenciacdo das células
eritréides (Hirano et al., 2020).

Chen et al. (2019) examinaram a expressdo de CCDC26 em pacientes com
LMA e observaram niveis de expressao elevados nos pacientes recentemente

diagnosticados e recidivantes quando comparado com o grupo controle. Logo, este
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IncRNA pode servir como um novo biomarcador para monitorar a progressao e prever

resultados clinicos na LMA.

Em suma, embora o IncRNA CCDC26 ja esteja bem descrito quanto ao seu
papel na LMA, a sua associagdo com a LLA apenas foi reportada por polimorfismos
identificados por GWAS (Vijayakrishnan et al., 2018; Wiemels et al., 2018;
Vijayakrishnan et al., 2019). Por conta disso, também sera interessante avaliar a
frequéncia do SNP rs75777619 em uma coorte brasileira em futuros trabalhos do
LabCHO, uma vez que no GWAS de Vijayakrishnan e colaboradores (2019) esse

polimorfismo foi apenas reportado em populagdes com ascendéncia europeia.

O presente estudo também evidenciou regides de IncRNAs com fungéo
biolégica ainda ndo conhecida como potenciais marcadores de suscetibilidade a LLA
pediatrica (AC124014.1, AC016526.1, AC025508.1, AC079921.1, AL035446.1,
AL355612.1, MMADHC-DT). Sendo assim, esse levantamento de dados aqui exposto
fornece uma nova visédo sobre a etiologia molecular desta neoplasia em criangas e

adolescentes e concede informagdes pertinentes para trabalhos futuros.

Quanto ao KCNMB2-AS1, o IncRNA de escolha para este trabalho, ele ja vem
sendo estudado em diferentes tipos de cancer, como ja mencionado. No GWAS de
Trevifio e colaboradores (2009), o SNP rs9290663 e sua associagdo com LLA foram
analisados apenas em uma coorte com ascendéncia europeia. Além disso, quando o
SNP foi investigado em uma coorte chinesa, verificou-se que o alelo rs9290663-T

pode aumentar o risco para LMA, havendo relagédo com idade (Cao et al.,2016).

Fica claro, portanto, a lacuna existente na literatura sobre a associagéo desse
SNP em KCNMB2-AS1 a leucemia linfoide aguda e quais as fungbes desempenhadas
por este INcRNA no processo tumorigénico da LLA. Ainda, tal polimorfismo nao foi

avaliado na populagao brasileira, marcada por sua natureza multiétnica.

Apesar da populagdo, tamanho geografico e importancia econdmica
emergente do Brasil, existem poucas pesquisas em escala gendmica sobre os fatores
genéticos que predispdem a populagao brasileira a doencas. Os estudos deste nivel
com a populacdo europeia e norte-americana sao inegavelmente mais robustos
(Mychaleckyj, 2017).
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O conhecimento dos padrbes de variagdo genética dentro e entre as
populagdes humanas contribuiu para uma melhor compreensdo da relacdo entre
genética e etnia, e também aprimorou a analise de estudos de associagdo caso-
controle. E a populagéo brasileira, devido ao seu alto grau de miscigenacdo, pode
fornecer um recurso valioso para estratégias que visem mapear caracteristicas

complexas em humanos (Giolo et al., 2012).

A partir dos resultados das analises deste trabalho, foi observada uma
variacao do MAF (frequéncia do alelo menor) tanto nas amostras de pacientes (0,19)
como em controles (0,16), se comparadas aos dados divulgados de outras
populagdes. No 1000 Genomes Project phase 3 (Tabela 6) também ha variagdo nas
frequéncias alélicas, com a populagéo europeia (A=0,825; T=0,175) tendo valores

mais similares aos encontrados no presente estudo.

No presente estudo, os valores das frequéncias genotipicas AT foram bem
préximos no grupo LLA (0,320) e grupo controle (0,322). Apesar de 29 individuos no
grupo controle serem heterozigotos para rs9290663, nao foi encontrado nenhum
individuo com gendtipo TT neste grupo, corroborando com os dados que mostram o

alelo T como o menos frequente.

Os resultados dos estudos gnomAD — Genomes (0,20) e TOPMED (0,21)
possuem o MAF muito semelhantes e seus dados sdo compostos por mais de 50%
de amostras europeias. Os valores proximos ja eram esperados, visto que a
populacao sul-brasileira possui, em sua maioria, ancestralidade europeia (Probst et
al., 2000).

Nas analises de OR, entretanto, ndo foram encontradas associacdes
estatisticamente relevantes quando comparados os gendétipos (AA x AT/TT), uma vez
que todos os valores-p foram superiores a 0,05, e o OR nao retornou valores maiores
que um. Logo, nenhum gendétipo sugeriu associagdo ao aumento de risco para

leucemia linfoide aguda pediatrica.

As pesquisas “basicas” como essa sao cruciais, pois incrementam nossa
compreensao da base molecular de doengas malignas — explicando como os tumores

crescem, invadem e evoluem. Tais conhecimentos séo criticos para a implementacao



38

de estratégias inovadoras e eficazes para diagnostico, prevengdo e tratamento,

aprimorando a pratica clinica e promovendo terapias mais direcionadas e assertivas.

Para alguns tipos de leucemia as terapias direcionadas também se tornaram
parte do tratamento padrdo. Esses tratamentos tém como alvo proteinas que
controlam como as células cancerosas crescem, se dividem e se espalham. Diferentes
tipos de leucemia requerem diferentes combinagdes de terapias (National Cancer
Institute (NCI), 2024).

Nos ultimos anos, foi estabelecido que os INcRNAs desempenham um papel
importante em muitos processos bioldgicos, incluindo regulagdo genética (Batista;
Chang, 2013), pontos de verificagado do ciclo celular e migragéo celular. Seu papel na
ocorréncia e desenvolvimento do cancer ja foi comprovado. Diante disso, o uso de
IncRNAs no diagnostico e tratamento do cancer esta atraindo cada vez mais atengao

de pesquisadores e médicos (Beylerli et al., 2022).

Huang e colaboradores (2021) exploraram o perfil de expressao de diversos
INcRNAs em amostras de LLA-B e LLA-T pediatrica por microarranjo, e observaram
que os IncRNAs desregulados podem funcionar como potenciais biomarcadores que
distinguem entre os dois tipos de LLA e o prognéstico (favoravel ou desfavoravel). Nao
sO esse, mas varios estudos apontam os INcRNAs como bons biomarcadores para

leucemia.

Existem algumas limitagdes do presente estudo, principalmente pelo reduzido
numero de amostras em cada grupo. Em vista disso, € interessante continuar com a
genotipagem de rs9290663 (KCNMB2-AS1) em um numero amostral maior para
verificar se ha mudanca relevante nas frequéncias genotipicas e alélicas, bem como
para buscar uma associacao estatistica significativa com a suscetibilidade a LLA

pediatrica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A lista de 12 SNPs em 10 IncRNAs associados a LLA pediatrica compilada
nesse trabalho contribui para o avango das pesquisas oncogenéticas com os RNAs

longos nao-codificantes.

Toda a metodologia foi realizada de maneira minuciosa para obtengao de
resultados confiaveis, desde a selecdo dos SNPs até as analises estatisticas. Nesse
sentido, a genotipagem das amostras de LLA e controles por PCR alelo-especifica se

mostrou como uma opgao vantajosa e acessivel.

A média de pureza das amostras (~1,80) indicou uma qualidade aceitavel,
enquanto a diluicdo para 20 ng/uL e o ajuste de quantidade de DNA na aplicagcéo do
gel visou uniformidade nos experimentos. O Sequenciamento de Sanger possibilitou
a confirmagdo dos genoétipos encontrados na populagdo, e todas as analises

estatisticas foram realizadas utilizando um p<0,05.

Nao foram encontradas as associagcbes estatisticas esperadas, porém este
trabalho pode servir como suporte para uma melhor compreensao da base genética
da LLA na populagao brasileira de parte da regido sul, uma vez que poucos estudos

desse porte sdo conduzidos aqui.

A genotipagem da regido estudada no trabalho continuara e espera-se que no
futuro a funcéo desse SNP em KCNMB2-AS1 seja elucidada, para compreendermos

o papel dessa variante na suscetibilidade a LLA pediatrica.



40

REFERENCIAS

ALIPERTI, V., SKONIECZNA, J., CERASE, A. 2021. Long Non-Coding RNA
(IncRNA) Roles in Cell Biology, Neurodevelopment and Neurological
Disorders. Non-coding RNA, 7(2), 36.

AMERICAN CANCER SOCIETY (ACS). 2024. Risk Factors for Childhood
Leukemia. Disponivel em: Risk Factors for Childhood Leukemia | American Cancer

Society

BACH, D. H., LEE, S. K. 2018. Long noncoding RNAs in cancer cells. Cancer
letters, 419, 152—166.

BATISTA P.J., CHANG H.Y. 2013. Long noncoding RNAs: cellular address codes
in development and disease. Cell, 152(6):1298-1307.

BEAL, A. L. B. 2022. Padronizagao de PCR alelo-especifica para analise de SNPs
em RNAs longos nao codificantes associados a leucemia linfoide aguda.
Trabalho de conclusdo de curso (Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia) -
Universidade Federal do Parana, Brasil.

BENTROP, D., BEYERMANN, M., WISSMANN, R., FAKLER B. 2001. NMR Structure
of the “Ball-and-chain” Domain of KCNMB2, the 2-Subunit of Large
Conductance Ca2+- and Voltage-activated Potassium Channels. Journal of
Biological Chemistry, Volume 276, Issue 45.

BEYLERLI, O., GAREEYV, I., SUFIANOV, A., ILYASOVA, T., & GUANG, Y. 2022. Long
noncoding RNAs as promising biomarkers in cancer. Non-coding RNA
research, 7(2), 66-70.

BHAN, A., SOLEIMANI, M., MANDAL, S. S. 2017. Long Noncoding RNA and
Cancer: A New Paradigm. Cancer research, 77(15), 3965-3981.

BHOJWANI, D., YANG, J. J., PUIl, C. H. 2015. Biology of childhood acute
lymphoblastic leukemia. Pediatric clinics of North America, 62(1), 47—60.


https://www.cancer.org/cancer/types/leukemia-in-children/causes-risks-prevention/risk-factors.html
https://www.cancer.org/cancer/types/leukemia-in-children/causes-risks-prevention/risk-factors.html

41

BLOOM, M., MACIASZEK, J. L., CLARK, M. E., PUI, C. H., NICHOLS, K. E. 2020.
Recent advances in genetic predisposition to pediatric acute lymphoblastic
leukemia. Expert review of hematology, 13(1), 55-70.

BUNIELLO, A. et al. 2019. The NHGRI-EBI GWAS Catalog of published genome-
wide association studies, targeted arrays and summary statistics. Nucleic Acids.

CAOQO, S. et al. 2016. Replication analysis confirms the association of several
variants with acute myeloid leukemia in Chinese population. Journal of cancer
research and clinical oncology, v. 142, n. 1, p. 149-155.

CAOQ, S., LIU, M., GUO, Z,, LI1,Y. 2023. Long noncoding RNA KCNMB2-AS1 acts as
an oncogene in ovarian cancer. Acta biochimica et biophysica Sinica, 55(11), 1844
1846.

CHADHA, R., UDAYAKUMAR, D. S., SANGWAN, S., GORE, A., JHA, B., GOEL, S.,
MATHUR, N., RASTOGI, N., DIXIT, R., SOOD, N., YADAV, S. P., SAXENA, R. 2023.
Cytogenetic Risk Stratification of B-Acute Lymphoblastic Leukemia and Its
Correlation with Other Prognostic Factors. Indian journal of hematology & blood
transfusion, 39(1), 141-145.

CHEN, C., WANG, P, MO, W., ZHANG, Y., ZHOU, W., DENG, T., ZHOU, M., CHEN,
X., WANG, S., WANG, C. 2019. IncRNA-CCDC26, as a novel biomarker, predicts
prognosis in acute myeloid leukemia. Oncology letters, 18(3), 2203-2211.

CHEN, L., SHI, Y., LI, J., YANG, X, LI, R,, ZHOU, X., ZHU, L. 2020. LncRNA
CDKN2B-AS1 contributes to tumorigenesis and chemoresistance in pediatric T-
cell acute lymphoblastic leukemia through miR-335-3p/TRAF5 axis. Anti-cancer
drugs.

CHI, Y., WANG, D., WANG, J., YU, W., YANG, J. 2019. Long Non-Coding RNA in the
Pathogenesis of Cancers. Cells, 8(9), 1015.

COCCARO, N., ANELLI, L., ZAGARIA, A., SPECCHIA, G., ALBANO, F. 2019. Next-
Generation Sequencing in Acute Lymphoblastic Leukemia. International journal of
molecular sciences, 20(12), 2929.



42

CUNNINGHAM, F. et al. Ensembl 2022. Nucleic acids research, v. 50, n. D1, p. D988-
D995, 2022.

FIGUEROA, M. E., CHEN, S. C., ANDERSSON, A. K., PHILLIPS, L. A, LI, Y,
SOTZEN, J., KUNDU, M., DOWNING, J. R., MELNICK, A., MULLIGHAN, C. G. 2013.
Integrated genetic and epigenetic analysis of childhood acute lymphoblastic
leukemia. The Journal of clinical investigation, 123(7), 3099-3111.

GIOLO, S. R,, SOLER, J. M., GREENWAY, S. C., ALMEIDA, M. A., DE ANDRADE, M.,
SEIDMAN, J. G., SEIDMAN, C. E., KRIEGER, J. E., PEREIRA, A. C. 2012. Brazilian
urban population genetic structure reveals a high degree of admixture. European
journal of human genetics : EJHG, 20(1), 111-116.

HIRANO, T., TSURUDA, T., TANAKA, Y., HARADA, H., YAMAZAKI, T., ISHIDA, A.
2021. Long noncoding RNA CCDC26 as a modulator of transcriptional switching
between fetal and embryonic globins. Biochimica et biophysica acta. Molecular cell
research, 1868(3), 118931.

HIRANO, T., YOSHIKAWA, R., HARADA, H., HARADA, Y., ISHIDA, A., YAMAZAKI, T.
2015. Long noncoding RNA, CCDC26, controls myeloid leukemia cell growth
through regulation of KIT expression. Molecular cancer, 14, 90.

HUANG, X., HUANG, L., XIE, Q., ZHANG, L., HUANG, S., HONG, M., LI, J., HUANG,
Z., & ZHANG, H. 2021. LncRNAs serve as novel biomarkers for diagnosis and
prognosis of childhood ALL. Biomarker research, 9(1), 45.

INABA, H., & MULLIGHAN, C. G. 2020. Pediatric acute lymphoblastic
leukemia. Haematologica, 105(11), 2524—-2539.

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA). 2023. Leucemia. Disponivel em:
https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/cancer/tipos/leucemia.

JANATHTHANI, P., SRINIVASAN, S. L., BATRA, J. 2021. Long non-coding RNAs at
the Chromosomal Risk Loci Identified by Prostate and Breast Cancer
GWAS. Genes, 12(12), 2028.


https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/cancer/tipos/leucemia

43

JIANG, M. C., NI, J. J., CUIl, W. Y., WANG, B. Y., ZHUO, W. 2019. Emerging roles of
IncRNA in cancer and therapeutic opportunities. American journal of cancer
research, 9(7), 1354—-1366.

KONG, Y., HSIEH, C. H., ALONSO, L. C. 2018. ANRIL: A IncRNA at the CDKN2A/B
Locus with Roles in Cancer and Metabolic Disease. Frontiers in endocrinology, 9,
405.

LIN, W., ZHOU, Q., WANG, C. Q., ZHU, L., BI, C., ZHANG, S., WANG, X., JIN, H.
2020. LncRNAs regulate metabolism in cancer. International journal of biological
sciences, 16(7), 1194-1206.

LUO H., ZHU G., XU J., LAl Q., YAN B., GUO Y. ET AL. 2019. HOTTIP IncRNA
promotes hematopoietic stem cell self-renewal leading to AML-like disease in
mice. Cancer Cell 36, 645—-659.

MATTICK, J.S., AMARAL, P.P., CARNINCI, P. et al. 2023. Long non-coding RNAs:
definitions, functions, challenges and recommendations. Nat Rev Mol Cell
Biol 24, 430-447.

MYCHALECKYJ, J. C., HAVT, A., NAYAK, U., PINKERTON, R., FARBER, E.,
CONCANNON, P, LIMA, A. A,, GUERRANT, R. L. 2017. Genome-Wide Analysis in
Brazilians Reveals Highly Differentiated Native American Genome
Regions. Molecular biology and evolution, 34(3), 559-574.

National Cancer Institute (NCI). 2024. Advances in Leukemia Research. Disponivel
em: https://www.cancer.gov/types/leukemia/research

NING, S; ZHANG, Y. 2018. Genome-Wide Mapping of SNPs in non-coding RNAs.
Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 1094, p. 39-48.

PROBST, C. M. et al. 2000. HLA polymorphism and evaluation of European,
African, and Amerindian contribution to the white and mulatto populations from
Parana, Brazil. Human biology, v. 72, n. 4, p. 597-617.

QIN, S., NING, M., LIU, Q., DING, X., WANG, Y,, LIU, Q. 2021. Knockdown of long
non-coding RNA CDKN2B-AS1 suppresses the progression of breast cancer by
miR-122-5p/STK39 axis. Bioengineered, 12(1), 5125-5137.


https://www.cancer.gov/types/leukemia/research

44

SAMPAIO, M. A. C. 2023. Investigacao de polimorfismos de nucleotideo unico em
RNAs longos nao-codificantes associados a leucemia linfoide aguda infantil.
Monografia (Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal do Parana, Brasil.

SANTOS, N. B. G., NOGUEIRA, B. M. D.,, SOUSA, I. C., MORAES, M. E. A,
MOREIRA-NUNES, C. A. 2021. Identification of genetic alterations and their
prognostic influence in Pediatric Acute Lymphoblastic Leukemia in Brazil: a
systematic review. Brazilian Journal of Development, v.7, n.3, p. 26220-26238.

SHERRY, S. T., WARD, M., SIROTKIN, K. 1999. dbSNP - Database for single
nucleotide polymorphisms and other classes of minor genetic variation. Genome
Research, v. 9, n. 8, p. 677-679.

SIRUGO, G., WILLIAMS, S. M., TISHKOFF, S. A. 2019. The Missing Diversity in
Human Genetic Studies. Cell, 177(1), 26-31.

TANIUE, K., AKIMITSU, N. 2021. The Functions and Unique Features of LncRNAs
in Cancer Development and Tumorigenesis. International journal of molecular
sciences, 22(2), 632.

TREVINO, L. R., YANG W., FRENCH D., et al. 2009. Germline genomic variants
associated with childhood acute lymphoblastic leukemia. Nature Genetics.
41(9):1001-1005.

UFFELMANN, E., HUANG, Q.Q., MUNUNG, N.S.et al. 2021. Genome-wide
association studies. Nat Rev Methods Primers 1, 59.

VERGARA, C., LATORRE, R., MARRION, N. V., ADELMAN, J. P. 1998. Calcium-
activated potassium channels. Current opinion in neurobiology, 8(3), 321-329.

VIJAYAKRISHNAN J. et al. 2019. Identification of four novel associations for B-
cell acute lymphoblastic leukaemia risk. Nature communications, v. 10, n. 1, p. 1-9.



45

VIJAYAKRISHNAN, J. et al. 2018. Genome-wide association study identifies
susceptibility loci for B-cell childhood acute lymphoblastic leukemia. Nature
communications, v. 9, n. 1, p.1-9.

VILJOEN, C. D., BOOYSEN, C., TANTUAN, S.S. 2022. The suitability of using
spectrophotometry to determine the concentration and purity of DNA extracted

from processed food matrices. Journal of Food Composition and Analysis, Volume
112.

WAGNER, M. B., CALLEGARI-JACQUES, S. M. 1998. Medidas de associagao em
estudos epidemiolégicos. Jornal de Pediatria, 74: 247-251.

WANG, C.H,, LI, Q.Y,, NIE, L., MA, J., YAO, C.J., CHEN, F.P. 2020. LncRNA ANRIL
promotes cell proliferation, migration and invasion during acute myeloid
leukemia pathogenesis via negatively regulating miR-34a. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, Volume 119.

WEI M., YU, H., CAI, C. 2020. MiR-3194-3p inhibits breast cancer progression by
targeting aquaporin1. Front Oncol. 10:1513

WIEMELS, J. L. et al. 2018. GWAS in childhood acute lymphoblastic leukemia
reveals novel genetic associations at chromosomes 17q12 and 8q24.21. Nature
communications, v. 9, n. 1, p. 1-8.

XU, J., LIU, X,, LIU, X., ZHI, Y. 2021. Long noncoding RNA KCNMB2-AS1 promotes
the development of esophageal cancer by modulating the miR-3194-3p/PYGL
axis. Bioengineered, 12(1), 6687-6702.

YANG, H., WANG, Z. 2022. Long Noncoding RNA KCNMB2-AS1 Increases ROCK1
Expression by Sponging microRNA-374a-3p to Facilitate the Progression of
Non-Small-Cell Lung Cancer. Cancer management and research, 14, 2457-2458.

YE, J. et al. 2012. Primer-BLAST: a tool to design target-specific primers for
polymerase chain reaction. BMC Bioinformatics, v. 13, n. 1, p. 1-11.

ZAREI, M.M., SONG, M., WILSON, R.J., COX, N., COLOM, L.V., KNAUS, H.G,,
STEFANI, E., TORO, L. 2007. Endocytic trafficking signals in KCNMB2 regulate



46

surface expression of a large conductance voltage and Ca2+-activated K+
channel. Neuroscience, Volume 147, Issue 1, 80-89.

ZHANG, X., WANG, W., ZHU, W., DONG, J., CHENG, Y., YIN, Z., SHEN, F. 2019.
Mechanisms and Functions of Long Non-Coding RNAs at Multiple Regulatory
Levels. International journal of molecular sciences, 20(22), 5573.

ZHU, J., HUANG, Y., ZHANG, Y., HUANG, R., HUANG, C. 2021. KCNMB2-AS1
Promotes Bladder Cancer Progression Through Sponging miR-374a-3p to
Upregulate S100A10. Frontiers in genetics, 12, 6555609.



APENDICE A - DADOS DOS PACIENTES COM LEUCEMIA

(Continua)
Idade no
ID Amostra Diagnostico Data da coleta diagndstico

LLAOO1 LLA-B 17/11/2021 4 anos
LLA0O02 LLA-B 17/11/2021 4 anos
LLAOO3 LMA 17/11/2021 2 anos
LLAO04 LLA 17/11/2021 10 anos
LLAOO5 LLA Pré-B 19/11/2021 19 anos
LLAOO6 LLA Pré-B 19/11/2021 11 anos
LLAOO7 LLA-B 19/11/2021 3 anos
LLAOO8 LLA 19/11/2021 2 anos
LLAOO9 LLA-B 19/11/2021 12 anos
LLAO10 LLA-B 22/11/2021 2 anos
LLAO11 LLA Pré-B 22/11/2021 12 anos
LLAO12 LLA-B 24/11/2021 5 anos
LLAO13 LLA-B 24/11/2021 6 anos
LLAO14 LLA-B 24/11/2021 4 anos
LLAO15 LLA-B 24/11/2021 11 anos
LLAO16 LLA-B 26/11/2021 4 anos
LLAO17 LLA-T 26/11/2021 8 anos
LLAO18 LLA Pré-B 26/11/2021 3 anos
LLAO19 LLA-B 26/11/2021 13 anos
LLAO20 LLA-B 26/11/2021 13 anos
LLAO21 LLA-B 29/11/2021 8 anos
LLAO22 LLA-B 29/11/2021 4 anos
LLAO23 LLA 01/12/2021 14 anos
LLAO24 LLA-B 01/12/2021 5 anos
LLAO25 LLA-B 01/12/2021 6 anos
LLAO26 LLA-B 01/12/2021 3 anos
LLAO27 LLA-B 01/12/2021 2 anos
LLAO28 LLA-T 03/12/2021 17 anos
LLAO29 LLA-B 13/12/2021 3 anos
LLAO30 LLA-B 15/12/2021 9 anos
LLAO31 LLA-B 15/12/2021 2 anos
LLAO32 LLA-B 15/12/2021 3 anos
LLAO33 LLA-B 03/01/2022 5 meses
LLAO34 LLA-B 07/01/2022 5 anos
LLAO35 LMA-M3 12/01/2022 18 anos
LLAO36 LMA-M7 12/01/2022 1 ano
LLAO37 LLA-B 12/01/2022 4 anos
LLAO38 LMA-M3 12/01/2022 14 anos
LLAO39 LLA 25/01/2022 2 anos
LLAO40 LLA-B 25/01/2022 17 anos
LLAO41 LLA-B 25/01/2022 13 anos
LLAO42 LMA 28/01/2022 4 anos
LLAO43 LLA-B 28/01/2022 3 anos
LLAO44 LLA 28/01/2022
LLAO45 LMA-M3 31/01/2022 16 anos
LLA046 LLA-T 02/02/2022
LLAO47 LMMJ 11/02/2022
LLAO48 LLA-B 14/02/2022 3 anos
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(Conclusao)

Idade no
ID Amostra Diagndstico Data da coleta diagnéstico

LLAO049 TL-DS 14/02/2022
LLAO50 LLA Pré-B 14/02/2022 2 anos
LLAO51 LLA-B 18/02/2022 5 anos
LLAO52 LLA-B 18/02/2022 2 anos
LLAO53 LLA-B 18/02/2022 5 anos
LLAO54 LLA-B 04/03/2022 7 anos
LLAO55 LLA-B 04/03/2022 1 ano
LLAO56 LMA-M3 15/03/2022
LLAO57 LLA-B 17/03/2022 2 anos
LLAO58 LMA-M5 29/04/2022
LLAO59 LLA 29/04/2022
LLAO60 LMA-M7 29/04/2022
LLAO61 LMA-M3 29/04/2022 9 anos
LLA062 LLA-B 03/05/2022 2 anos
LLAO63 LLA-B 04/05/2022 2 anos
LLAO64 LMA-M3 04/05/2022
LLAO65 LLA 10/05/2022 12 anos
LLAO66 LLA-B 10/05/2022 16 anos
LLAO67 LLA-B 19/05/2022 9 anos
LLAO68 LLA 19/05/2022 4 anos
LLAO69 LMA-M5 20/05/2022
LLAO70 LLA-B 23/05/2022 4 anos
LLAO71 LMA 23/05/2022
LLAO72 LLA 26/05/2022 5 anos
LLAO73 LMA-M3 08/06/2022
LLAO74 LLA pré-B 15/06/2022 4 anos
LLAO75 LLA-B 15/06/2022 4 anos
LLAO76 LLA-B 17/06/2022 3 anos
LLAO77 LLA pré-B 30/06/2022 4 anos
LLAO78 LLA-B 04/07/2022 3 anos
LLAO79 LLA-B 04/07/2022 11 anos
LLAO8O LLA pré-B 07/07/2022 11 anos
LLAO081 LLA B 08/07/2022 8 anos
LLA082 LLA pré-B 11/07/2022 17 anos
LLAO83 LLA pré-B 11/07/2022 5 anos
LLAO84 LLA pré-B 28/07/2022 18 anos
LLAO85 LMA-M5 29/07/2022 13 anos
LLAO86 LLA-B 29/07/2022 6 anos
LLAO087 LLA-B 29/07/2022 5 anos
LLAO88 LMA-M5 01/08/2022
LLAO89 LLA pré-B 18/10/2022 7 anos
LLA090 LLA-T 26/10/2022 9 anos
LLA091 LMC 09/11/2022
LLA092 LLA 11/11/2022 10 anos
LLAO93 LLA pré-B comum 11/11/2022 6 anos
LLA094 LLA pré-B 25/11/2022 7 anos
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APENDICE B — GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS DE SANGUE DOS PACIENTES

(Continua)
ID Concentragao Genotipo
Amostra (ng/uL) 260/280 rs9290663
LLAOO1 72,6 1,83 AT
LLAOO2 28,8 1,71 AA
LLAOO3 20,5 1,8 AA
LLAOO4 48,7 1,74 AA
LLAOOS 61,4 1,85 AA
LLAOO6 25 1,09 AA
LLAOQOO7 34 1,11 AT
LLAOO8 14,7 1,6 AA
LLAOO9 25,1 1,94 AT
LLAO10 69,5 1,93 AA
LLAO11 74,5 1,92 AA
LLAO12 211 1,77 AT
LLAO13 78 1,93 AA
LLAO14 49,8 1,85 AT
LLAO15 17,6 1,7 AA
LLAO16 14,8 1,62 AA
LLAOL17 57,5 1,72 AT
LLAO18 107,2 1,83 AA
LLAO19 27,3 1,65 AA
LLAO20 13,7 1,87 AA
LLAO21 5 1,73 AA
LLAO22 40,7 1,8 AA
LLAO23 51,3 1,81 AA
LLAO24 44,5 1,79 AA
LLAO25 27,6 1,75 AA
LLAO26 15,7 1,85 AA
LLAO27 40,8 1,87 AA
LLAO28 8,9 1,67 AA
LLAO29 48,1 1,88 AT
LLAO30 20,8 1,8 AA
LLAO31 44,1 1,72 AT
LLAO32 91,7 1,81 TT
LLAOS33 277,2 1,79 AT
LLAO34 80,6 1,79 TT
LLAO35 2954 1,84 AA
LLAO36 457.8 1,85 AA
LLAO37 522 1,83 AA
LLAO38 23,4 1,8 AT
LLAO39 210,7 1,83 AA
LLAO40 44,3 1,73 AA
LLAO4L 35,9 1,82 TT
LLAO42 94,4 1,83 AA
LLAO43 76 1,79 AA
LLAO44 104,4 1,82 AA
LLAO45 88 1,81 AA
LLAO46 157,3 1,83 AA
LLAO47 88 1,81 TT
LLAO48 54,1 1,8 AA
LLAO49 172,9 1,83 AT
LLAO50 178,2 1,84 AA




(Conclusao)

Concentracao Genétipo
ID Amostra (ng/pL) 260/280 rs9290663

LLAOS1 36,5 1,42 AA
LLAOS2 87,5 1,78 AT
LLAOS3 88,6 1,78 AA
LLAOS4 25,1 1,68 AA
LLAO55 453,3 1,85 AA
LLAOS6 93,4 1,78 AA
LLAOS7 91,3 1,8 AA
LLAOSS8 195,2 1,86 AT
LLAOS9 30,2 1,74 AT
LLAOGO 195,1 1,84 AA
LLAO61 85,8 1,8 AA
LLAOG2 112 1,81 AT
LLAOG3 18,5 1,7 AA
LLAOG4 83,7 191 AA
LLAOGS 132 1,84 AT
LLAOG6 44.8 1,82 AT
LLAOG7 79,4 1,85 AT
LLAOGS 61,5 1,81 AT
LLAOGY 44,1 1,95 AA
LLAO70 - - -

LLAO71 211,7 1,88 AT
LLAQO72 264,9 1,82 AA
LLAO73 221,7 1,85 AA
LLAO74 117,5 1,72 AT
LLAQO75 20,3 1,89 AA
LLAO76 42,4 1,99 AA
LLAQO77 376,6 1,87 AA
LLAO78 419,3 1,86 AT
LLAO79 129,9 1,89 AA
LLAO8O 100,1 1,85 AT
LLAOS1 25,5 1,8 AA
LLAO82 299,6 1,86 AA
LLAOS3 74 1,88 AT
LLAO84 59,3 1,89 AT
LLAO85 25,1 2 AA
LLAO86 20,5 1,96 AA
LLAO87 26,7 1,74 AA
LLAOSS 55 1,61 AA
LLAO89 83,7 1,87 AA
LLAO90 26,7 1,64 AA
LLAO91 95,8 1,89 AA
LLAQ92 25 2,15 AT
LLAQ93 68,1 1,91 AT
LLA094 68,5 1,85 AA
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APENDICE C — GENOTIPAGEM DAS AMOSTRAS CONTROLE

(Continua)
Cédigo Data de Genotipo
interno nascimento Sexo rs9290663
C1 11/05/1968 Masculino AA
C2 16/04/1962 Masculino AA
C3 25/05/1970 Masculino AT
Cc4 29/10/1961 Masculino AA
C5 04/12/1964 Masculino AA
C6 29/03/1961 Masculino AA
c7 10/04/1957 Masculino AT
C8 12/04/1964 Feminino AA
Cco 29/01/1969 Masculino -
Cc10 04/07/1969 Masculino AA
Cil1 04/07/1965 Masculino AA
C12 03/11/1963 Masculino AT
C13 30/03/1963 Feminino AA
C14 23/05/1967 Feminino AA
C15 18/04/1967 Masculino AA
Cle6 29/03/1968 Feminino AT
C17 28/06/1963 Feminino AA
C18 14/10/1969 Feminino AA
C19 06/05/1963 Feminino AA
C20 24/10/1964 Feminino AA
c21 06/03/1957 Masculino AA
Cc22 11/06/1966 Feminino AA
Cc23 18/12/1964 Feminino AA
C24 04/11/1965 Masculino AA
C25 04/10/1963 Masculino AA
C26 27/09/1969 Masculino AT
Cc27 05/10/1969 Feminino AT
C28 05/06/1970 Masculino AT
C29 18/12/1954 Masculino AA
C30 25/11/1957 Feminino AT
C31 12/08/1970 Feminino AA
C32 18/09/1964 Masculino AA
C33 03/04/1964 Feminino AA
C34 06/10/1968 Masculino AT
C35 28/08/1966 Feminino AT
C36 14/12/1969 Masculino AA
C37 26/10/1968 Masculino AA
C38 09/09/1961 Feminino AA
C39 16/05/1961 Feminino AA
C40 04/07/1958 Feminino AA
C41 22/12/1953 Feminino AA
C42 12/06/1966 Feminino AA
C43 10/10/1969 Feminino AA
C44 28/04/1969 Feminino AA
C45 16/10/1958 Masculino AA
C46 21/10/1954 Feminino AA
C47 17/05/1965 Feminino AA
C48 27/02/1963 Masculino AA
C49 10/08/1965 Masculino AA
C50 03/02/1958 Feminino AA




(Conclusao)

Genotipo
Cédigo interno Data de nascimento Sexo rs9290663
Ch1 18/05/1970 Masculino AT
C52 10/01/1968 Feminino AA
C53 17/05/1958 Feminino AA
C54 29/05/1961 Feminino AA
C55 21/09/1960 Masculino AT
C56 03/12/1958 Masculino AA
C57 13/04/1970 Masculino AA
C58 14/03/1964 Feminino AA
C59 20/04/1995 Feminino AA
C60 21/07/1969 Feminino AT
Cc61 06/11/1970 Masculino AA
Cc62 25/03/1970 Feminino AA
C63 21/01/1958 Feminino AA
C64 15/10/1966 Feminino AA
C65 20/04/1970 Masculino AT
C66 11/04/1960 Feminino AA
ce67 13/12/1964 Feminino AT
C68 10/04/1967 Masculino AT
C69 04/11/1963 Feminino AT
C70 26/02/1968 Feminino AA
Cc71 05/05/1969 Masculino AT
C72 10/04/1969 Feminino AT
C73 04/09/1960 Feminino AA
C74 26/10/1967 Feminino AA
C75 27/03/1958 Feminino AA
C76 25/06/1969 Masculino AT
Cc77 27/10/1968 Masculino AA
Cc78 09/10/1966 Masculino AA
C79 27/01/1970 Feminino AT
C80 10/07/1967 Feminino AT
cs1 11/09/1966 Feminino AA
C82 13/07/1965 Masculino AT
C83 05/08/1967 Feminino AA
C84 15/03/1967 Masculino AT
C85 13/01/1964 Feminino AA
C86 24/07/1970 Feminino AT
c87 20/12/1965 Feminino AT
c8s8 23/07/1967 Feminino AT
C89 10/04/1961 Masculino AT
C90 05/01/1958 Masculino AT
C9o1 26/11/1966 Masculino AA
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