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RESUMO

Dentre os canceres infantojuvenis, a leucemia é a neoplasia que mais acomete
criancas e adolescentes no Brasil e no mundo. Ela pode ser classificada em quatro
subtipos priméarios, dependendo do estado de maturacdo da célula cancerosa na
medula 6ssea, sendo a leucemia linfoide aguda (LLA) o subtipo mais comum na idade
pediatrica. Sabe-se que genes que codificam proteinas com funcdes de supressores
tumorais e oncogenes tém papel fundamental na tumorigénese, mas recentes
estudos tém ampliado o leque de moléculas que participam desse processo. Uma
delas sdo os RNAs longos néo codificantes (IncCRNAs): transcritos de RNA maiores
gue 500 pares de base e sem informacé&o para codificar proteinas. Eles fazem parte
dos 98% do genoma nao-codificante humano, e é exponencial a descoberta de novas
variantes nessas moléculas associadas ao cancer. Devido a isso, e a caréncia de
estudos de associacdo dessas moléculas com leucemia infantii na populacéo
brasileira, o presente estudo tem o objetivo de investigar polimorfismos associados a
leucemia linfoide aguda (LLA). Para isso, foram selecionadas associa¢gfes de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) a LLA pediatrica ja registradas em bases
de dados de GWAS (estudos de associacao gendmica ampla), com base no filtro de
odds-ratio > 1,2 e frequéncia do alelo menor > 0,05. Ao todo, 12 SNPs foram
selecionados: rs7156960, rs630663, rs7738636, rs10018622, rs11155133,
rs9290663, rs75777619, rs28665337, rs4617118, rs2069426, rs10170236 e
rs11978267. Como bons candidatos para futuros estudos funcionais, duas regides
gendmicas foram detalhadamente estudadas: CDKN2B-AS1 (rs2069426) e
KCNMB2-AS1 (rs9290663). Para cada uma, foram desenhados primers alelo-
especificos e, apos a padronizacdo das reacdes em cadeia da polimerase (PCRs), foi
verificada a presenca das variantes por sequenciamento de Sanger. As amostras
caso consistiram em DNA extraido da fase leucocitaria do sangue coletado de
pacientes de 0-19 anos com leucemia, tratados no Hospital Oncopediatrico Erastinho.
Ja as amostras controle provieram de individuos saudaveis sem historico familiar de
cancer hereditario, armazenadas no Laboratério de Citogenética Humana e
Oncogenética (LabCHO) da Universidade Federal do Parana. Estudos como esse
ampliam nossa compreensdo sobre o papel dos IncRNAs na leucemia pediatrica,
contribuindo para uma lacuna crucial na pesquisa oncologica.

Palavras-chave: LLA; IncRNA; SNP; GWAS; PCR alelo-especifica.



ABSTRACT

Among childhood cancers, leukemia is the neoplasm that most affects children and
teenagers in Brazil and worldwide. It can be classified into four primary subtypes,
depending on the state of maturation of the cancerous cell in the bone marrow, with
the acute lymphoblastic leukemia (ALL) being the most common subtype in the
pediatric age group. It is known that genes encoding proteins with tumor suppressor
functions and oncogenes play a crucial role in tumorigenesis. However, recent studies
have expanded the range of molecules involved in this process. One example are the
long non-coding RNAs (IncRNAS): RNA transcripts larger than 500 base pairs with no
information for encoding proteins. They constitute part of the 98% of the non-coding
human genome, and the discovery of new variants in these molecules associated with
cancer is exponentially increasing. Due to this, and the lack of studies associating
these molecules with childhood leukemia in the Brazilian population, the present study
aims to investigate polymorphisms in IncRNAs associated with acute lymphoblastic
leukemia (ALL). For this purpose, associations of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) with pediatric ALL already registered in genome-wide association studies
(GWAS) databases were selected based on an odds ratio filter > 1.2 and minor allele
frequency > 0.05. In total, 12 SNPs were selected: rs7156960, rs630663, rs7738636,
rs10018622, rs11155133, rs9290663, rs75777619, rs28665337, rs4617118,
rs2069426, rs10170236, and rs11978267. As promising candidates for future
functional studies, two genomic regions were thoroughly examined: CDKN2B-AS1
(rs2069426) and KCNMB2-AS1 (rs9290663). For each region, allele-specific primers
were designed, and after standardizing polymerase chain reaction (PCR) reactions,
the presence of variants was confirmed by Sanger sequencing. The case samples
consisted of DNA extracted from the leukocyte phase of blood collected from patients
aged 0-19 years with leukemia, treated at the Pediatric Oncology Hospital Erastinho.
The control samples were derived from healthy individuals without a family history of
hereditary cancer, stored in the Laboratory of Human Cytogenetics and Oncogenetics
(LabCHO) at the Federal University of Parana. Studies like this enhance our
understanding of the role of INCRNAs in pediatric leukemia, contributing to a crucial
gap in oncological research.

Key words: ALL; IncRNA; SNP; GWAS; allele-specific PCR
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INTRODUCAO

O céncer € um conjunto heterogéneo de doengas complexas, constituindo a

principal causa de mortes prematuras em todo o mundo (WILD, 2020).

Especificamente em criancas e adolescentes (0-19 anos), a leucemia é a neoplasia

com a maior taxa de ocorréncia e mortalidade (INCA, 2020). As leucemias podem ser
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categorizadas em quatro tipos principais, dependendo da maturacéao celular e da fase
em que as células precursoras foram transformadas. Esses tipos incluem leucemia
linfoide aguda (LLA), leucemia linfoide cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA)
e leucemia mieloide cronica (LMC), conforme descrito pelo INCA em 2021. Dentre 0os
subtipos primarios, a LLA é o mais comum na idade pediatrica, abrangendo cerca de

80% dos casos.

Como em todo cancer, a proliferacao desordenada de células é a caracteristica
central dessa patologia, o que a caracteriza como uma doenca genética, embora nem
sempre hereditaria. Nesse sentido, uma vertente promissora na pesquisa oncoldgica
envolve os RNAs longos nédo codificantes (IncRNAs), moléculas que, embora nao
codifiqguem proteinas, desempenham um papel crucial na regulacdo da expressao
génica (YANG, LU & YUAN, 2014). Esses transcritos de RNA com tamanho maior
gue 500 pares de base estdo envolvidos em importantes etapas do ciclo celular, e,
assim como ocorre em regides codificantes, polimorfismos em IncRNAs podem

impactar no funcionamento celular (MATTICK et al., 2023).

Sabendo disso, os estudos de associacdao gendmica ampla (GWAS) emergem
como ferramentas poderosas na identificacdo de variantes genéticas associadas a
doencas — entre elas, a leucemia —, oferecendo uma visdo abrangente do impacto
dos polimorfismos em diferentes populacdes (WIIMENGA & ZHERNAKOVA, 2018).
A maioria dos GWAS publicados, disponibiliza os dados gerados, porém, foca suas
andlises e discussdes em genes codificantes bem conhecidos, ficando novos
INcRNAs pouco explorados. Adicionalmente, apesar do vasto volume de dados
gerados por GWAS, a maioria dos dados depositados em bancos publicos é de
ancestralidade europeia e, por consequéncia, a populacdo brasileira ndo é bem
representada (MILLS & RAHAL, 2020).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi explorar dados de GWAS depositados
em bancos de dados publicos em busca de polimorfismos mapeados em IncCRNAs e
associados a leucemia linfoide aguda pediatrica, a fim de selecionar algumas
associacgdes para validagdo em pacientes brasileiros. Estudos incipientes como este
contribuem para o avanc¢o do estudo da diversidade genética brasileira, bem como
enriguecem o caminho em direcdo a abordagens mais precisas e individualizadas no

prognéstico, diagnostico e tratamento desse grupo complexo de doencas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.BIOLOGIA DO CANCER

Cancer é um conjunto heterogéneo de mais de 100 doencas complexas e é a
principal causa de mortes prematuras (antes dos 70 anos) na maior parte do mundo
(WILD, 2020). Ele é caracterizado pela proliferagdo desordenada de células e

engloba, em esséncia, doencgas genéticas, porém nao necessariamente hereditarias.

Hanahan (2022) e Weinberg (2000, 2011) compilaram as habilidades que uma
célula deve apresentar para tornar-se cancerosa. Os hallmarks do cancer, como os
autores denominam, sdo uma selecdo de caracteristicas comuns as células
cancerosas, adquiridas durante sua vida pelo acumulo de mutacdes. No total, 10
tracos sao listados como essenciais para a transformacao celular. S&o eles: evaséo
de supressores de crescimento, imortalidade replicativa, resisténcia a morte celular,
inducado de angiogénese, sustentacao de sinais proliferativos, inflamag&o promotora
de tumor, instabilidade genémica, desregulacdo da energética celular, esquiva do

sistema imune, e ativacdo da invasdo e metastase.

Essas caracteristicas confluem para o tema central da biologia do cancer: o
ciclo celular desregulado das células cancerosas. Essa desordem é causada, entre
outros fatores, por interferéncias nos circuitos de sinalizagdo molecular. Isso tem
diversas origens, e a oncogenética € um ramo da ciéncia que busca desvenda-las
(WEINBERG, 2014).

Podem-se citar alguns caminhos pelos quais uma célula tem sua diviséo celular
desajustada. MutacGes em genes supressores de tumor sao alteragdes genéticas que
contribuem para a carcinogénese, como o TP53, que codifica o fator de transcricao
p53, importante proteina pré-apoptética com atividade antitumoral pela via
pRB/E2F1/p14-ARF/mdm2/p53 (PRIVES, 1998). Outra via conhecida da oncogénese
€ por meio de proto-oncogenes mutados (oncogenes), frequentes no genoétipo de
células tumorais. Um classico exemplo € a familia génica myc, que codifica fatores de
transcricéo (c-, L-, N-myc) com atividade mitogénica constitutiva quando mutados, de
forma a induzir a célula a entrar no ciclo celular — e a ndo sair — sem a necessidade
de sinalizacao (AMATI, ALEVIZOPOULOS & VLACH, 1998).
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Hoje, além dos caminhos mais populares da tumorigénese, como previamente
citados, novas moléculas tém sido encontradas com papel importante no
estabelecimento dos hallmarks do cancer. Uma delas sdo os RNAs longos néo
codificantes (IncRNAs), moléculas de RNA com mais de 500 pares de base, que nao
contém informacédo para a traducdo de proteinas funcionais completas (MATTICK et
al., 2023).

2.2.BIOLOGIA DAS LEUCEMIAS

No Brasil, estimam-se cerca de 625 mil novos casos de cancer para o triénio
de 2020-2022 (INCA, 2020). Entre eles, a neoplasia que mais acomete criangas (0O-
15 anos) e adolescentes (15-19 anos) é a leucemia, e preveem-se cerca de 11 mil
Novos casos no pais. Entre os canceres infantojuvenis, a leucemia corresponde a
28% dos casos nos Estados Unidos (SIEGEL, MILLER & JEMAL, 2019), e entre todos

0S canceres, ela representa 3,1% das mortes no mundo (SUNG et al., 2021).

As leucemias podem ser divididas em quatro tipos primarios, com base na
maturacao celular e em que fase tais células precursoras foram transformadas, sendo
eles: leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia linfoide cronica (LLC), leucemia
mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide cronica (LMC) (INCA, 2021).

Leucemias mieloides tém origem na transformacédo de mieloblastos — células
precursoras de megacariocitos, eritrocitos e leucdcitos —, enquanto leucemias
linfoides surgem a partir da transformacao de linfoblastos — células precursoras de
linfécitos. A classificacdo cronica/aguda depende da fase em que o cancer surgiu nos
blastos e da capacidade de maturagao deles. Se surgiu em fase imatura, impedindo
a maturacao das células, a leucemia é aguda, e se surgiu em fase imatura, porém o
blasto tem capacidade de maturacao, a leucemia é cronica. (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018).

Existem diferentes subtipos de leucemia, inclusive aqueles que nao se
engquadram nos tipos primarios, como a leucemia mielomonocitica cronica e a
sindrome mielodisplasica. Os subtipos sdo categorizados também a partir das
anomalias citogenéticas recorrentes, como aneuploidias e translocagbes (ARBER et
al., 2016). A 52 edicdo do World Health Organization Classification Of

Haematolymphoid Tumours ja foi revisada por alguns grupos de pesquisadores
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(ARBER et al., 2022; ALAGGIO et al., 2022; KHOURY et al., 2022), e a propria
comunidade cientifica concorda que a classificacdo dos subtipos leucémicos é uma
“confusao babilénica” (HUBER et al., 2023).

2.3.RNAs LONGOS NAO CODIFICANTES

Em sua maioria, os INcCRNAs séo sintetizados pela RNA polimerase Il (RNA Pol
I) e passam por um processo de maturacdo assim como os RNAs mensageiros
(mMRNA — messenger RNA), ou seja, possuem cap 5’, cauda poli-A e sofrem splicing.
Em comparagdo com mRNASs, os IncRNAs tém maior comprimento, porém possuem
menos éxons e menor conservagdo evolutiva. Apesar de alguns codificarem
pequenos peptideos, a grande maioria ndo possui ORFs (open reading frames —
guadros abertos de leitura), porém, essas moléculas tém papel chave na regulacao
da expresséao génica (STATELLO et al., 2021).

Os IncRNAs podem estar localizados no nucleo, no citoplasma, na mitocondria,
em outras organelas ou até associados a ribossomos, dependendo da caracteristica
estrutural da molécula. Existem mecanismos de retencdo de IncRNAs no nucleo,
como por exemplo o bloqueio da exportacdo de moléculas com um a poucos éxons
para o citoplasma (via NXF1) ou a interacdo do InCRNA recém-sintetizado com
proteinas da cromatina. Dependendo da sua localizag&o celular, esses RNAs atuam
em diferentes niveis da expressao génica (BRIDGES, DAULAGALA & KOURTIDIS,
2021).

Esses RNAs podem ser categorizados com base em sua forma (CircRNAs —
IncRNAs circulares), histéria evolutiva (pseudogenes), localizagdo gendmica
(lincRNAs — IncRNAs intergénicos; INcRNAs antissenso) e em outros fatores como
revisado por Laurent, Wahlestedt e Kapranov (2015). Os IncRNAs antissenso sao
aqueles antiparalelos a um ou mais genes e podem ser capazes de modula-los em
cis ou em trans por diferentes mecanismos, como esponja de microRNAs e recrutador
de marcas epigenéticas, por exemplo (VILLEGAS & ZAPHIROPOULOS, 2015).

Assim como em regifes codificantes, variantes genéticas de INcCRNA podem
ter relacdo com o fenotipo de doencas complexas, visto que a maioria das
associagdes encontradas em estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) séo
mapeadas em regides nao codificantes (ZHANG & LUPSKI, 2015).
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2.4.ESTUDOS DE ASSOCIACAO GENOMICA AMPLA

GWAS (Genome-Wide Association Study) € um modelo de estudo genético
livre de hipbtese que investiga a associacdo entre variagdes genéticas comuns em
todo o genoma e a presenca de caracteristicas ou doencas especificas em uma
populacdo. Os GWAS sao uma ferramenta valiosa na gendmica para compreender a
base genética de uma variedade de fendtipos e contribui para avangcos na medicina
personalizada e na compreensao das bases genéticas de varias condicbes de saude
(IKEGAWA, 2012).

“Aa

A era das ciéncias “6micas” trouxe consigo a explosdo de GWAS, amplificando
a capacidade de pesquisa genética com coortes de grande porte, como populacdes
de mais de 100.000 individuos, mas também carregando importantes desafios, como
guestdes éticas e interpretativas (WIIMENGA & ZHERNAKOVA, 2018).

Apesar da exponencial producdo de dados genéticos populacionais, ainda ha
assimetria e hegemonia entre as ancestralidades representadas nos bancos de dados
(POPEJOY & FULLERTON, 2016). Em 2017, 88% de todos os dados gerados por
GWAS, depositados tanto no US National Human Genome Research Institute
(NHGRI) quanto no European Bioinformatics Institute (EBI), eram de ancestralidade
europeia (MILLS & RAHAL, 2019). Mills e Rahal (2020) tentam apontar tais
discrepancias através da ferramenta GWAS Diversity Monitor, um painel em tempo-
real de dados de GWAS depositados nos principais bancos de dados, com filtros de

doencas e ancestralidades.

Além disso, com j& dito, a maior parte dos dados gerados por GWAS sao
mapeados em regifes nao codificantes do genoma (ZHANG & LUPSKI, 2015). Como
GWAS geram associacdes estatisticas apenas, sem explicacdo funcional, cabe a
comunidade cientifica realizar estudos experimentais para validar a funcéo biol6gica
das associacfes. Essa ponte entre associacdo e funcdo € escassa para INCRNAs
(GALLAGHER & CHEN-PLOTKIN, 2018), o que reflete uma é&rea de pesquisa
promissora, visto que essas regides gendmicas sdo hostpots de GWAS e diversos
mecanismos moleculares de tumorigénese sdo elucidados através deles (WANG et
al, 2023, pre-print).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.ANALISES IN SILICO
3.1.1. EXTRACAO DOS DADOS

Os dados de associacdo genética foram extraidos da plataforma GWAS
Catalog (BUNIELLO et al., 2019). Cada dataset (conjunto de dados) da plataforma &
identificado com um EFO ID (Experimental Factor Ontology Identifier), cuja finalidade
€ categorizar os estudos depositados no banco de dados de acordo com suas
variaveis experimentais. Pelo sistema de busca do catalogo, os termos “ALL”, “Acute
Lymphoid Leukemia”, “Acute Lymphoblastic Leukemia”, “AML”, “Acute Myeloid
Leukemia” e “Acute Myeloblastic Leukemia” foram pesquisados e somente 0s

resultados dentro da categoria traits (fenétipos) foram considerados.
3.1.2. FILTRAGEM DOS DADOS

Os datasets selecionados para pesquisa foram compilados, e os polimorfismos
associados a leucemia mieloide aguda (LMA), crénica (LMC) e a leucemia linfoide
cronica (LLC) foram excluidos da amostra de estudo, a fim de restarem apenas
variantes estatisticamente associadas a leucemia linfoide aguda (LLA). Além disso,
foram excluidas as variantes associadas a fen6tipos secundarios em pacientes com
LLA, como resisténcia ou hipersensibilidade a quimioterapicos (exemplo: variantes

associadas a hipersensibilidade a asparaginase em pacientes com LLA).

O software BioMart da plataforma Ensembl (CUNNINGHAM et al., 2022) foi
usado para recuperar informacdes sobre a entidade gendmica onde localiza-se cada
polimorfismo da amostra. Dessa forma, foi possivel identificar e selecionar apenas 0s
SNPs localizados em IncRNAs a partir do identificador génico (Gene stable ID;
exemplo: ENSG00000229140).

3.1.3. SELECAO DOS SNPS DE ESTUDO

Os estudos que identificaram associa¢gdes 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 associacao estatistica.

Os SNPs com MAF maior que 0,05, OR maior que 1,2 ou menor que 0,8, e
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encontrados em estudos de coorte com idade menor que 19 anos (criancas,

adolescentes e jovens adultos) foram selecionados para o desenho de primers.

Para a andlise dos SNPs, foram usadas as plataformas Ensembl
(CUNNINGHAM, 2022) e ABraOM (NASLAVSKY et al., 2022) para dados
populacionais, dbSNP-NCBI (Database of Single Nucleotide Polymorphisms)
(SHERRY, WARD & SIROTKIN, 1999) para dados genémicos e o UCSC Genome
Browser (KENT et al., 2002) para visualizacdo do contexto gendémico.

3.1.4. DESENHO DOS PRIMERS

Duas estratégias foram adotadas como tentativa para as PCRs alelo-
especificas: PCR tradicional e gPCR multiplex. Para PCR tradicional, foi feito o
desenho de primers forward alelo-especificos e 0 uso de um mesmo primer reverse
para reacdes separadas (ou vice-versa). Ja para a PCR multiplex, um primer forward
alelo-especifico e um reverse alelo-especifico foram desenhados para uma mesma
reacdo de PCR em tempo real (QPCR), de forma que o primer forward alelo-especifico
amplifique um fragmento de um certo tamanho, e o reverse alelo-especifico amplifique
um outro fragmento de tamanho diferente, para que ao final de cada reacao, possa

ser feita a andlise por curva de melting e a genotipagem por gPCR multiplex.

Para ambos o0s casos, a sequéncia flanqueadora de cada SNP
(aproximadamente 1000 pb) foi baixada em fasta na plataforma dbSNP do NCBI
(SHERRY, WARD & SIROTKIN, 1999). Para o desenho dos primers alelo especificos
(tanto forward quanto reverse), a sequéncia flanqueadora de cada SNP foi inserida
na ferramenta Primer-Blast do NCBI (YE, 2012) como PCR template e uma sequéncia
de 19-25 pb contendo o alelo especifico terminal foi inserida como “own primer”. No
caso dos primers reverse alelo-especificos, a sequéncia foi transformada em sua

reversa complementar para inser¢céo na ferramenta.

Os 10 primers encontrados para cada forward e reverse alelo-especificos
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 gqPCR.
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Nessa ferramenta, foi analisada a estrutura tridimensional da molécula para verificar
a possibilidade de formacéo 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 pedidos para sintese.

Para confirmar os alelos presentes na populacao brasileira paranaense, foram
desenhados primers flanqueadores de cada regidao dos SNPs candidatos, com o0 SNP
localizado no centro. Os parametros para desenho dos primers forward e reverse
foram os mesmos citados anteriormente, e os amplicons foram sequenciados pelo

método de Sanger.
3.2. CASUISTICA

Para a genotipagem dos SNPs selecionados, serdo analisadas as amostras de
pacientes com leucemia provenientes do Hospital Oncopediatrico Erastinho e
pacientes controles provenientes do banco de amostras negativas de COVID do
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO) da Universidade
Federal do Parana (UFPR) (CAAE: 43945121.4.0000.0102). As amostras de cancer
s&o 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 em 10/04/2019. Todos os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o Termo de Assentimento Livre e

Esclarecido (TALE) para pacientes menores de idade.
3.3.EXPERIMENTOS IN VITRO
3.3.1. EXTRACAO DE DNA

As amostras de leucemia estdo armazenadas a -4 °C no Laboratorio de
Citogenética Humana e Oncogenética (LabCHO). Para seu processamento, elas
foram descongeladas, centrifugadas, e 200 pL do sangue total € recuperado para
extracdo de DNA. O DNA foi extraido seguindo o protocolo 01 (sangue total humano)
do Biopur™ Kit Mini Spin Plus. Ao final da extragao, o pellet na coluna foi eluido em
50 pyL da solucdo de eluicdo. Cada amostra € quantificada em espectrofotébmetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific).
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3.3.2. PCR PARA SEQUENCIAMENTO

A regido flanqueadora dos SNPs candidatos foi amplificada a partir dos primers
desenhados. As PCRs foram montadas a partir de 2 yl do DNA template (20 ng/uL,
0,5 pL da solugédo contendo os primers forward e reverse (100 mmol/100 pL), 17,5 pL
de agua ultrapura e 10uL de Master Mix para PCR convencional (1x) desenvolvido
pelo IBMP, ICC/FioCruz.

3.3.3. SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Para o sequenciamento dos amplicons das regides flanqueadoras dos SNPs,
primeiramente eles foram quantificados em espectrofotometro NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific). Depois, as amostras foram tratadas com exonuclease (exol) e
fosfatase alcalina (SAP). Para cada 9 uL de produto de PCR, foram adicionados 0,33
pL de exol, 0,33 pL de SAP e 0,34 pL de agua ultrapura. Essa solucéo foi colocada

em termociclador a 37°C por 1 hora, e depois a 85°C por 15 minutos.

Apés essa etapa, seguiu-se o protocolo padrédo de marcacao fluorescente pelo
BigDye™ Terminator. Para cada 4 L de produto de PCR tratado com exo/SAP, foram
adicionados 2,0 uL de tampéao BigDye™, 2,6 uL de agua ultrapura e 0,7 pL de solucao
de primer (forward e reverse) a 10 pmol/puL. Essa solucdo foi colocada em um
termociclador seguindo 40 ciclos de 15 segundos a 96°C para desnaturacdo, 15

segundos a 64°C para anelamento e 4 minutos a 60°C para extensao.

A Ultima fase consistiu na purificacdo do DNA marcado por precipitacao, etapa
em que EDTA (125 mM) e etanol (absoluto e 70%) foram utilizados para sessoes de
centrifugacédo e spins invertidos, a fim de precipitar o produto de PCR marcado. Apés
a evaporacédo completa do etanol, as amostras sédo vedadas e enviadas ao laboratorio

sequenciador.
3.3.4. PCR PARA GENOTIPAGEM

A regido flanqueadora do SNP rs2069426 (491 pb) e do SNP rs9290663 (226
pb) foi amplificada a partir dos primers desenhados. As PCRs foram montadas a partir

de 40 ng do DNA template, 0,5 pL da solucéo contendo os primers forward e reverse
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(200 mmol/100 L), 17,5 pL de agua ultrapura e 10uL de Master Mix para PCR

convencional (1x) desenvolvido pelo IBMP, ICC/FioCruz.

O produto da PCR foi genotipado por meio do padrdo eletroforético dos
fragmentos amplificados em gel de agarose 1,5% suplementado com Gel Red
(Biotium). O gel de eletroforese foi interpretado a partir da presenga ou auséncia dos

produtos de PCR no gel.
4. RESULTADOS
4.1. QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO

A quantificacdo das amostras de DNA extraido do sangue periférico dos pacientes
com LLA esta apresentada na tabela I, com o cddigo das amostras, concentracdo em
ng/pL e razdo 260/280 (vide Apéndice I). Ao todo, 82 amostras foram coletadas e
guantificadas, mas 13 delas ndo apresentaram conteudo de acido nucleico nas
leituras, sendo necessario extrai-las novamente em estudos futuros. A média de
pureza das amostras foi de 1,78, com desvio-padréo de 0,19 (Figura 1). Para a
producdo de aliquotas das amostras para uso nos experimentos, as solucdes foram
diluidas a concentracdo de 20 ng/pL (somente aquelas com concentracdo maior que
20 ng/pL).

Pureza do DNA extraido de amostras de sangue de pacientes com LLA
pediatrica
25
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Figura 1. Pureza do DNA extraido de amostras de sangue de pacientes com LLA pediatrica.
Linha vermelha: média da razdo 260/280.
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4.2. 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 58 GWAS, 445 associacfes foram
filtradas, sendo 257 delas associadas & LLA e 158 associadas a LLC. Das 257,
apenas 137 eram associadas a LLA pediatrica. Dentre as 137 associagfes a LLA
pediatrica, 33 SNPs foram encontrados mapeados em 32 IncRNAs diferentes. Apds
os filtros de odds-ratio (> 1,2) e MAF (> 0,05), restaram 12 SNPs mapeados em 10
IncRNASs diferentes (Tabela 1).

Nesse sentido, com base nos critérios mencionados, foram selecionados 12
SNPs de IncRNAs associados a LLA pediatrica: rs7156960, rs630663, rs7738636
(ELLINGHAUS, 2011), rs10018622 (ARCHER, 2017), rs11155133, rs9290663
(TREVINO, 2009), rs75777619, rs28665337 (VIJAYAKRISHNAN, 2019), rs4617118,
rs2069426 (WIEMELS, 2018), rs10170236 (YANG, 2012) e rs11978267
(ELLINGHAUS, 2011; TREVINO, 2009; WIEMELS, 2018). O SNP rs11978267 é

citado em trés estudos diferentes (Tabela 1).

Tabela 1. SNPs associados a LLA pediatrica em IncRNAs.

SNP IncRNA OR CI(95%) MAF Alleles GWAS
152069426 CDKN2B-AS1 1.35 [1.26-1.70] 0.06 (G) G|T Wiemels e al. . 2018
1s75777619 CCDC26 1.26 [1.17 - 1.36] 0.1(A) AlG Vijayakrishnan ez al. . 2019
1s28665337 CCDC26 1.34 [1.21-1.47] 0.1 (C) CIA|T Vijayakrishnan et al. . 2019
154617118 CCDC26 1.28 [1.19-1.37] 0.19 (A) A|G Wiemels et al. . 2018

1.69 [1.40-1.90] 0.23 (G) A|G Trevino et al. . 2009
139290663 ~ KCNMB2-A4S1 1.58 [1.20 - 1.90] 0.25(A) A|T|G Trevino et al. . 2009
1511978267 ACI124014.1 1.43 [1.28 - 1.59] 0.23 (G) A|G Ellinghaus et al. . 2011
1.43 [NR] 0.23 (G) A|G Wiemels et al. . 2018
157156960 AC016526.2 12 [1.12-1.33] 0.44 (G) C Ellinghaus et al. . 2011
15630662 AC025508.1 [NR] [NR] 0.2(G) G|A|T Ellinghaus et al. . 2011
1s10018622 AC079921.1 19 [1.45-2.63] 0.49 (G) G|A|C Archer et al. . 2017
rs11155133 AL035446.1 3.62 [2.10 - 6.00] 0.13 (A) Al|lG Trevino et al. . 2009
157738636 AL355612.1 12 [1.15-1.41] 0.28 (A) AlC Ellinghaus et al. . 2011
1510170236 ~ MMADHC-DT 1.45 [1.24 - 1.69] 0.33 (A) AlG Yang et al. . 2012

A maior parte dos SNPs selecionados estdo mapeados em IncRNAs de fungao
desconhecida (AC124014.1, AC016526.1, AC025508.1, AC079921.1, AL035446.1,
AL355612.1, MMADHC-DT). Os demais SNPs estdo mapeados em IncRNAs com
registros na literatura de estudos funcionais com linhagens de diversos canceres,
como cancer de pancreas (PENG et al., 2016), de tireoide (MA et al., 2021) e
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glioblastoma (WEI et al. 2014) para o IncRNA CCDC26, que apresentou 3 SNPs

diferentes associados a LLA pediatrica em sua sequéncia.

Pela importancia bioldgica ja registrada na literatura, neste trabalho, serédo
apresentados os resultados referentes aos SNPs rs2069426 (CDKN2B-AS1 / ANRIL)
e rs9290663 (KCNMB2-AS1), pois os mesmos foram selecionados para andlise na
populacdo de Curitiba. O contexto gendmico de cada uma dessas regibes esta

descrito nas sessdes seguintes.
4.3. CONTEXTO GENOMICO DE rs2069426

A variante rs2069426 esta localizada no IncRNA antissenso CDKN2B-AS1,
também conhecido por ANRIL ou p15AS (Figura 2). Ele esta localizado no braco
pequeno do cromossomo 9 humano (9p21.3) e possui 133.964 pb. Ao longo de sua
sequéncia, existem sequéncias Alu, SINEs (short interspersed nuclear elemento) e
LINEs (long interspersed nuclear elements). Além disso, essa é a regido do cluster
génico pl6/pl5/p1l4 (INKb-ARF-INKa), a montante do ANRIL. Inclusive, o gene da
proteina pl4-ARF compartilha um promotor bidirecional com o IncRNA, que é
reconhecido por E2F1 (ENSEMBL, 2021).

Os transcritos de ANRIL sdo RNAs funcionais — incluindo variantes de splicing
circulares — de cerca de 3800 pb que interagem com PRC1 e PRC2 na cromatina. O
recrutamento dessas proteinas pelo IncRNA favorecem o silenciamento de INKb-
ARF-INKa por marcas epigenéticas repressivas. PRC2 induz a tripla metilagcdo da
lisina 27 na histona H3 (H3K27met3) através da atividade enzimatica de EZH2. Por
sua vez, PRC1 reconhece essa marca e ativa a monoubiquitinacdo de histonas H2A
(YAP et al., 2010).

Nesse sentido, o cluster INKb-ARF-INKa tem sua expressao reprimida pela
acdo do ANRIL em condigdes celulares normais. Isso porque INKb (p16), INKa (p14)
e pl4 (ARF) atuam como supressores tumorais, ou seja, Seu mecanismo de acao
deve ser desencadeado apenas quando necessario. Esse mecanismo se da pela
interacdo de pl5 e pl6, quando ativas, com as ciclinas CDK4 e CDKG63, prevenindo
a fosforilagdo de RB. Isso é um sinal para a fase G1 do ciclo celular ser abortada.
Concomitantemente, ainda, p14, quando ativa, sequestra mdm2 no nucléolo e induz

apoptose mediada por p53.
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Sabe-se que esse INcCRNA antissenso tem sua expresséao desregulada em uma
série de doencas humanas, incluindo cancer (SONG et al., 2020). Por exemplo, em
células de cancer de mama triplo-negativo, esse transcrito foi encontrado com
expressédo hiper-regulada (IRANPOUR et al., 2015). Em leucemia linfoide aguda de
células T (LLA-T), mais de 70% dos pacientes apresentam delecdo do cluster INKb-
ARF-INKa, incluso ANRIL. Além disso, estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS — genome-wide association study) tém achado variantes genéticas no ANRIL
associadas a suscetibilidade a diferentes tipos de leucemia (WIEMELS et al., 2018).

A figura 2 mostra diversas alcas de interacdo entre elementos regulatérios da
regido gendbmica do ANRIL, incluindo a regido especifica do rs2069426. Wang et al.
(2020) identificaram que o microRNA miR-34a é um alvo downstream do ANRIL. Os
autores mostraram que o ANRIL é regulado positivamente em células de LMA,
sequestrando o miR-34a e aumentando a capacidade de proliferacdo, migracéo e
invasdo das células. Além disso, também é sabido de um mecanismo similar em
células de LLA de células T. Por meio de experimentos com linhagens celulares de
LLA (Jurkat E6-1 e CCRF-CEM), foi mostrado que o silenciamento do ANRIL atenua
a carcinogénese de LLA-T pediétrica. Isso porque o IncRNA regula a expresséo de
TRAF5 também através do sequestro de outro microRNA (miR-335-3p). O gene
TRAF5 esta associado a tumorigénese de LLA-T por atuar nas vias de sinalizacéo do
NF-kB e MAPK (CHEN et al., 2023).

Além disso, o ANRIL é considerado um hotspot de GWAS inesperado, ou seja,
essa regido aparece associacao a diversos fenétipos complexos nos estudos ao redor
do mundo, mas cabe-se agora entender os motivos funcionais por tras desse fato
(PASMANT et al., 2011).



23

Scals B3 Thase

chre: | 21,980,000 21,990,000 22,000000 2201p.000| 22,020,000/ 22030,000] 22,040,000/ 22050,000] 22,060,000/ 22,070,000 22,080,000 22,090,000 22,100,000 22,110,000/ 22,120,000|

GENCODE V43 (26 items filtered out)
El 4055 |

ENSG00000277653 |
CDKN2A-DT CDKN2B-AS1
CDKN2A  Heedpees} CDKNZB-AST Bomsssrsss
CDKN2A e COKNZE Mkl
CDKN2A
CDKN2A
CDKN2A
CDKN2A
CDKNeA
GDKNA 1
CDKN2A 5 CDKN2B-AS1
CDKN2A CDKN2B-AS1
CDKN2B-AS1
ENSG00000266448 1

i

CDKN2B-AS1
CDKN2B-AS1

CDKN2B-AS1

TITTITT

CDKN2B et

INEEPY'Y I\

HaK27Ac Mark (Often Found Near Regulatory Elements) on 7 cel lines from ENCODE
Layered H3K27Ac

L] de all a
HaK4Me3 Mark (Often Found Near Promoters) on 7 cell lines from ENCODE
Layered H3K4Me3

" HaKaMe1 Mark (Often Found Near Regulatory Elements) on 7 cell lines from ENGODE

Layered HaK4Me1
W VN N P TR . S e ke b ]

ke By k.. L.
Transcription Levels Assayed by RNA-seq on  Cell Lines from ENCODE

bt oo, ot vt o0 £ N g L1 NN
CDKN2B-AS:

1
CDKNzA |

Transcription

e i kot B i i
GeneCards genes TSS (Double Elite)

Enhancers and promoters from GeneHancer (Double Elite)

|
B
u
|
[ |
|
|
regulatory elements and genes (Double Elite) -
| =SERAN
ENCODE cCREs | n | |
MTAP
CDKN2A —H
CDKN2B
CDKN2B-AS1 } 1
UBAS2P6 | le====ee==—-o-——-- & |

Figura 2. Regido genémica do IncRNA ANRIL (CDKN2B-AS1). Regido azul: ANRIL. Regido
laranja: Picos de marcas epigenéticas (H3K27Ac, H3K4Me3; H3K4Mel). Regido vermelha:
rs2069426.

4.4. CONTEXTO GENOMICO DE rs9290663

A variante rs9290663 estd localizada no IncRNA KCNMB2-AS1, no
cromossomo 3, na posicdo 178.711.787 da fita forward (Figura 3). Esse INncCRNA é
estudado em diversos outros tipos de cancer, como carcinoma de pulmao de células
nao pequenas (NSCLC) (YANG & WANG, 2020), de bexiga (ZHU et al., 2021; CHEN
et al., 2021), cervical (ZHANG et al., 2020) e de endométrio (TANG et al., 2019).
Nesses estudos, observou-se a regulagdo positiva de processos moleculares

carcinogénicos e o IncRNA.

Especificamente em relacdo ao polimorfismo, o0 rs9290663 foi avaliado por Cao
et al. (2016) em uma coorte da China. Nesse trabalho, foi mostrado que o alelo T
dessa variante pode ter relacdo com o aumento da susceptibilidade a leucemia
mieloide aguda, a partir do estudo de seu impacto funcional no intron do IncRNA. Por
ser antissenso do gene KCNMB2, o intron do IncRNA estad sobreposto a regiao
codificante da subunidade 32 de um canal de potassio calcio-dependente. Nesse
sentido, é possivel que essas duas moléculas interajam, com base no modelo

genético usado pelos autores.
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De fato, é destacavel a regido gendmica KCNMB2/KCNMB2-AS1 em GWAS,
como mostrado na revisdo de Marrero e Lamba (2023). O gene KCNMB2 codifica um
canal proteico essencial para controlar o fluxo de ions de potassio entre membranas,
desempenhando fun¢gdes em processos fisioldgicos diversos, como a excitabilidade
neuronal, a contragdo suave dos musculos e a secre¢do hormonal. O porqué de essa
regido aparecer frequentemente associada a leucemia pediatrica ainda € uma lacuna

na literatura.
4.5.PRIMERS PARA A REGIAO DE rs2069426

Foram encontrados primers alelo-especificos adequados (vide Metodologia)
para o SNP rs2069426. Ele é bialélico (G/T, Ensembl) e tem MAF de 0,06 (T) com
base no conjunto de dados da fase 3 do 1000 Genomes Project (FAIRLEY et al.,
2020) (Tabela 2). Porém, no trabalho de Wiemels et al. (2018), o alelo A/C dessa
variante é que esté associado a LLA (p = 3,7 x 10°). Em vista disso, o sequenciamento
da regiéo flanqueadora do SNP foi realizado para confirmar os alelos presentes nas

amostras do estudo.
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Figura 3. Regido gendmica do IncRNA KCNMB2-AS1. Regido azul: KCNMB2-AS1. Regiédo
laranja: Picos de marcas epigenéticas (H3K27Ac, H3K4Me3; H3K4Mel). Regido vermelha:
rs9290663.

No Ensembl, o Unico conjunto de dados que apresentou o alelo A/C
genotipado, foi o genomAD exomes r2.1.1 da Genome Aggregation Database
(genomAD), em que dentre 113.642 individuos genotipados (227.284 alelos), apenas
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1 alelo A e 1 alelo C foram encontrados, ambos em uma populacéo do Leste Asiatico,

com frequéncia de 0,0000044 cada.

No estudo de Wiemels et al. (2018), os autores realizaram um GWAS de caso-
controle estratificado em 3 grupos étnicos (latinos, brancos ndo-latinos e afro-
americanos). A coorte de estudo foi composta de 3263 casos do California Childhood
Cancer Records Linkage Project (CCRLP) — 1949 latinos, 1184 brancos nao-latinos e
130 afro-americanos — e 15.977 controles, sendo 3.506 do CCRLP — 2.120 latinos,
1.241 brancos n&o-latinos e 145 afro-americanos — e 12.421 do Kaiser Genetic
Epidemiology Research on Aging (GERA) — 6.464 latinos, 2.310 brancos nao-latinos
e 3697 afro-americanos. Os resultados foram replicados em dois datasets: uma
replicacdo em uma coorte de brancos nao-latinos do Children's Oncology Group
(COG, protocolos 9904 e 9905) com 959 casos fundida com uma coorte também de
brancos nao-latinos do Welcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) com 2.624
controles, e outra replicagdo em uma coorte de latinos do California Childhood

Leukemia Study (CCLS) com 530 casos e 511 controles.

No material suplementar do estudo de Wiemels et al. (2018), sdo mostrados
os dados da coorte do CCRLP relativos aos SNPs mais relatados na literatura prévia,
e entre eles esta o alelo A/C do rs2069426. Sobre ele, séo relatados o p-valor, o odds
ratio (OD) com intervalo de confianca de 95% e o RAF (risk allele frequency). Para o
alelo A/C, o RAF dos latinos do CCRLP é de 0,045, o dos brancos néo-latinos é de
0,081 e o dos afro-americanos é de 0,099, todos maiores que o valor mostrado no
Ensembl (0,0000044).

Tabela 2. Parametros utilizados para desenho dos primers para PCR alelo-especifica
(fragmento de 189 pb) e PCR para sequenciamento da regido flanqueadora do SNP (491 pb)
rs2069426.

152069426 (CDKN2B-AS1) Forward (G) Forward (T) Forward (flanker) Reverse

Primer sequence CAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAG CAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAT AAAATAAAGTCGTTGTGGGCGG TGAAGGTGGGGTGGGAAAGT
GC (%) 56.5 52.2 455 55
Tm (°C) 64.9 648 638 65.6
Hairpin (AG) -2.27 -2.27 -1.42 3.49
Self-dimer 3' (AG) -3.14 -3.14 -3.61 0

4.6. PRIMERS PARA A REGIAO DE rs9290663

Foram encontrados primers alelo-especificos adequados (vide Metodologia)
para o SNP rs9290663 (Tabela 3). Existem 3 alelos do SNP (A/G/T, Ensembl) e ele
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tem MAF de 0,25 (T) com base no conjunto de dados da fase 3 do 1000 Genomes
Project (FAIRLEY et al., 2020). Em vista disso, 0 sequenciamento da regido
flanqueadora do SNP também foi feito para verificar os alelos presentes nas amostras

de estudo.

Tabela 3. Parametros utilizados para desenho dos primers para PCR alelo-especifica
(fragmento de 154 pb) e PCR para sequenciamento da regido flanqueadora do SNP (226 pb)
rs2069426.

rs9290663 (KCNMB2-AS1) Forward Reverse (A) Reverse (T) Reverse (flanker)

Primer sequence GCCGTTGTCACTGTGAGTAG CGGAGCTACCAGTACACTAA CGGAGCTACCAGTACACTAT ATGGCACGTAGGTGGTTAGG
GC (%) 55.0 50.0 50.0 55
Tm (°C) 62.3 60.4 60.2 63.6
Hairpin (AG) -0.14 -1.28 -1.28 -2.03
Self-dimer 3' (AG) -4.87 -6.34 -6.34 -6.3
4.7. SEQUENCIAMENTO REGIAO FLANQUEADORA DE rs2069426

O gel de eletroforese do amplicon da regido flanqueadora (491 pb) do SNP
rs2069426 mostrou bandas do tamanho esperado em relagéo ao que foi desenhado
in silico (Figura 4). As condicdes da reagédo estdo mostradas na tabela 4. Os
cromatogramas do sequenciamento desses amplicons revelaram dois picos de
fluorescéncia na posicdo do SNP para algumas amostras testadas, indicando
genotipo heterozigoto (G/T) (Figuras 5-6). Ao todo, 7 amostras de LLA foram
sequenciadas para esse teste (Figura 7). Com isso, a incongruéncia dos dados do
GWAS e do Ensembl foi resolvida, mostrando que, pelo menos nos individuos do
estudo, os alelos presentes sao G/T (Tabela 5).

Tabela 4. Condi¢des para PCR da regido flanqueadora (491 pb) do SNP rs2069426.

Etapa do ciclo Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacgao inicial 95,0 10 min
Desnaturacao 96,0 30s
Anelamento dos primers 64,0 30s ] 40x
Extenséo 72,0 30s
Extenséo final 72,0 10 min
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Figura 4. Gel de eletroforese da PCR da regido flanqueadora (491 pb) do SNP rs2069426.
Legenda: O — ladder; 1 — branco; 2 — Al; 3 — A2.
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Figura 5. Cromatograma do amplicon da regi&o flanqueadora (491 pb) do SNP rs2069426.
Legenda: faixa azul — alelo G do rs2069426 (fita -).
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Figura 6. Cromatograma do amplicon da regido flanqueadora (491 pb) do SNP rs2069426.
Legenda: faixa azul — alelos T/G do rs2069426 (fita -), pico duplo, heterozigoto.

AGGAGCAGCAGCTCOECEACBE6ECECT CCCATCATCAT Allr CCAAAACAAT TCAACCA 7066660 Th

220 230 240 250 270 300

» NC_000009.12 'GGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAGCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» A1_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAGCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» A2_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAGCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» A3_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGATCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» A4_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAGCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» AS5_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAGCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» A6_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGATCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314
» A7_R_ANRIL TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACGCGGGCGCTGCCCATCATCATGACCTGCCAGAGAGAGCAGAGTGGTCAGAGCCAGGGTGGGGGCAGGTATGGG 314

f

Figura 7. Alinhamento da sequéncia da regido flanqueadora (491 pb) do SNP rs2069426
mapeada no genoma referéncia GRCh38. Legenda: seta vermelha — alelos T/G do
rs2069426 (fita +).

Tabela 5. Genotipos das amostras LLA01-07 a partir do sequenciamento de Sanger.

Cdédigo Sequenciamento Codigo Amostra Genoétipo

Al LLAO1 GG
A2 LLAO2 GG
A3 LLAO3 GT
Ad LLAO4 GG
A5 LLAOS GG
A6 LLAO6 GT
A7 LLAO7 GG
4.8. SEQUENCIAMENTO REGIAO FLANQUEADORA DE rs9290663

O gel de eletroforese do amplicon da regido flanqueadora (226 pb) do SNP

rs9290663 também mostrou bandas do tamanho esperado em relacdo ao que foi
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desenhado in silico (Figura 8). As condi¢cdes da reacdo estdo mostradas na tabela 5.
Assim como para o outro SNP, os cromatogramas do sequenciamento desses
amplicons revelaram dois picos de fluorescéncia na posicdo do SNP para algumas
amostras testadas, indicando gendtipo heterozigoto (A/T) (Figuras 9-10). Ao todo, 3

amostras foram sequenciadas para esse teste (Figura 11) (Tabela 7).

Tabela 6. Condi¢des para PCR da regido flanqueadora (226 pb) do SNP rs9290663.

Etapa do ciclo Temperatura (2C) Tempo
Deshaturacdo inicial 95,0 10 min
Desnaturacdo inicial 96,0 30s

Anelamento dos primers 61,0 30s :I 40x
Extensao 72,0 30s
Extens3o final 72,0 10 min

1 1 J 226pb

Figura 8. Gel de eletroforese da PCR da regido flanqueadora (226 pb) do SNP rs9290663
(KCNMB2-AS1). Legenda: 0 — ladder; 1 — branco; 2 — Al; 3 - A2; 4 — A5.
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Figura 9. Cromatograma do amplicon da egiéo flanueadora 226 pb) o SNP rs9290663.
Legenda: faixa azul — alelo T do rs9290663 (fita -).
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Figura 10. Cromatograma do amplicon da regido flanqueadora (226 pb) do SNP rs9290663.
Legenda: faixa azul — alelo A/T do rs9290663 (fita -), pico duplo, heterozigoto.
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GITTGAAAAGO GOATO 66AG GTGTACTGOTAGCTCCG 6 6AG

Consensu: S ACCTAAGTTTGAAAAGGTCTCTACCTTAGCATGCCTATTCAAACCAGGAGATTANTAGTGTACTGGTAGCTCCGTATCACTTTTTTCCCAACAGAAAATAACAAGAGTAACATATTTA

KCNMB2-AS1_F1

CCTAAGTTTGAAAAGGTCTCTACCTTAGCATGCCTATTCAAACCAGGAGATTAATAGTGTACTGGTAGCTCCGTATCACTTTTTTCCCAACAGAAAATAACAAGAGTAACATATTTA
KCNMB2-AS1_F2

CCTAAGTTTGAAAAGGTCTCTACCTTAGCATGCCTATTCAAACCAGGAGATTATTAGTGTACTGGTAGCTCCGTATCACTTTTTTCCCAACAGAAAATAACAAGAGTAACATATTTA
RCCTAAGTTTGAAAAGGTCTCTACCTTAGCATGCCTATTCAAACCAGGAGATTATTAGTGTACTGGTAGCTCCGTATCACTTTTTTCCCAACAGAAAATAACAAGAGTAACATATTTA
M\ CCTAAGTTTGAAAAGGTCTCTACCTTAGCATGCCTATTCAAACCAGGAGATTAATAGTGTACTGGTAGCTCCGTATCACTTTTTTCCCAACAGAAAATAACAAGAGTAACATATTTA

t
Figura 11. Alinhamento da sequéncia da regido flanqueadora (226 pb) do SNP rs9290663
mapeada no genoma referéncia GRCh38. Legenda: seta vermelha — alelos A/T do
rs9290663 (fita +).

Tabela 7. Genétipos das amostras LLA29-31 a partir do sequenciamento de Sanger.

Cdédigo Sequenciamento Codigo Amostra Genétipo

Al LLA29 AA
A2 LLA30 AT
A3 LLA31 AT
4.9. PADRONIZACAO DA PCR ALELO-ESPECIFICA DE rs2069426

A tabela 8 apresenta as condi¢cdes encontradas para a padronizacdo da PCR
alelo-especifica do rs2069426. A temperatura de anelamento mais especifica para a

reacao foi de 69°C, como mostrado no gel de agarose da figura 12.

Tabela 8. Condi¢6es para PCR alelo-especifica (189 pb) do SNP rs2069426.

Etapa do ciclo Temperatura (2C) Tempo
Desnaturacdo inicial 95,0 10 min
Desnaturacdo inicial 96,0 30s

Anelamento dos primers 69,0 30s ] 40x
Extensdo 72,0 30s
Extensdo final 72,0 10 min
61°C 63°C 65°C

S B G H B HEdEEBSBSBSEHEYD EEHEHNRBE Y EEHE
DRITEGHENT I G TG T G T G TG TG TGN TG TG

67°C 69°C

8 B! B MM EE B BHEdO HE
NN E U EUE U EUE Uug

Figura 12. Gel de eletroforese da padronizacdo da PCR alelo-especifica do SNP rs2069426
(GIT).
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4.10. PADRONIZACAO DA PCR ALELO-ESPECIFICA DE rs9290663

A padronizacdo da PCR alelo-especifica do SNP rs9290663 foi feita pela aluna
Ana Laura Beal, em colaboragdo com o autor. A temperatura mais especifica
encontrada para a reagéao foi de 63°C (Tabela 9).

Tabela 9. Condicdes para PCR alelo-especifica (154 pb) do SNP rs9290663.

Etapa do ciclo Temperatura (2C) Tempo
Desnaturacdo inicial 95,0 10 min
Desnaturagdo inicial 96,0 30s
Anelamento dos primers 63,0 30s :l 40x
Extensdo 72,0 30s
Extensao final 72,0 10 min
4.11. GENOTIPAGEM DE rs2069426

A figura 13 mostra o gel de agarose referente a PCR alelo-especifica das
amostras sequenciadas (mostradas nos cromatogramas das figuras 5 e 6). Como
pode ser visto, os dois gendtipos GG e GT foram identificados por meio da PCR.
Porém, quando a PCR foi realizada exaustivamente nas amostras de LLA pediatrica,
nao foram obtidos os mesmos resultados. A figura 6 mostra o gel de agarose referente
a PCR alelo-especifica tendo como template o DNA das amostras de LLA pediétrica.
Nenhuma banda com o tamanho esperado apareceu nos géis.

Algumas estratégias foram adotadas para driblar esse obstaculo.
Primeiramente, o mix de PCR foi feito manualmente, componente por componente,
para verificar se o0 problema estava no Mastermix do IBMP-ICC. Depois disso,
verificou-se se a questao se tratava da quantidade de amostra aplicada no gel. Para
isso, apds a diluicdo das amostras (a 20 ng/uL), aquelas que nado atingiram a
concentracdo de diluicdo apds a extracdo, foram divididas em duas faixas: 10-20
ng/pL e 0-10 ng/pL. As amostras da faixa 10-20 ng/pL foram ajustadas para uma
guantidade de DNA 2 vezes maior na aplicacdo do gel, enquanto as amostras da faixa
0-10 ng/pL foram aplicadas a uma quantidade 3 vezes maior. Apesar das tentativas,

nenhuma das estratégias obteve éxito.
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189 pb

Figura 13. Gel de eletroforese da PCR alelo-especifica do SNP rs2069426 (G/T) em amostras
controle (amostras Al, A2, A3 e A4). Legenda: Poco 0 — marcador de peso molecular; Poco
1 — Branco G; Pogo 2 — Branco T; Pogo 3 — LLAO3/G; Poco 4 — LLAO3/T; Pogo 5 — LLAO4/G,;
Poco 6 — LLAO4/T; Poco 7 — LLAOS/G; Poco 8 — LLAOS/T; Poco 9 — LLAO6/G; Pogo 10 —
LLAOG/T.

Figura 14. Gel de eletroforese da genotipagem do SNP rs2069426 (G/T) em amostras de
DNA de LLA pediatrica (amostras LLAOL, LLAO2). Legenda: Poco 1 — Branco G; Poco 2 —
Branco T; Po¢o 3 — LLAO1/G; Pogo 4 — LLAO1/T; Poco 5 — LLAO2/G; Poco 6 — LLAO2/T, Poco
7 — marcador de peso molecular.

4.12. GENOTIPAGEM DE rs9290663

As figuras 15, 16 e 17 mostram os géis de agarose referentes a genotipagem
do SNP rs9290663 nas amostras de DNA extraidas de sangue de paciente com LLA
pediatrica. E possivel perceber as bandas do tamanho esperado (154 pb), indicando
0s gendtipos de cada individuo: considerando um individuo a cada duas bandas, uma
banda a esquerda indica homozigotos AA, uma banda a direita indica homozigotos
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TT e duas bandas indicam heterozigoto AT. Ao todo, 39 amostras foram genotipadas
por PCR alelo-especificas para essa regiao (vide Apéndice).

O mesmo problema que ocorreu com a PCR alelo-especifica do SNP do
ANRIL, aconteceu com a PCR do SNP do KCNMB2-AS1, apesar de menos frequente.

As mesmas estratégias foram adotadas, e da mesma forma, sem éxito.
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Figura 15. Gel de eletroforese da genotipagem do SNP rs9092663 (A/T) em amostras de
DNA de LLA pediatrica (da esquerda para direita: ladder, branco A, branco T, amostras
LLAOla, LLAO2, LLAO4, LLAO5, LLAO6, LLAO7, LLAOS8, LLAQ9, LLA10).
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Figura 16. Gel de eletroforese da genotipagem do SNP rs9092663 (A/T) em amostras de
DNA de LLA pediatrica (da esquerda para direita: ladder, branco A, branco T, amostras
LLA11, LLA12, LLA13, LLA20, LLA21, LLA22, LLA26, LLA27, LLA28, LLA29, LLA30, LLA31,
LLA32, LLAS33, LLA34, LLA37, LLA39, LLA40).
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Figura 17. Gel de eletroforese da genotipagem do SNP rs9092663 (A/T) em amostras de

DNA de LLA pediatrica (da esquerda para direita: ladder, amostras LLA41, LLA43, LLA44,
LLA46, LLA48, LLAS0, LLAS51, LLA52, LLA53, LLA5S4, LLAS5, LLA57).

5. DISCUSSAO

Os resultados das analises computacionais mostraram regiées gendmicas
interessantes para validacdo funcional da associacdo estatistica registrada na
literatura (ANRIL, KCNMB2-AS1, CCDC26). Este trabalho evidencia regides de
IncRNAs com fungéo biolégica ainda ndo conhecida como potenciais marcadores de
susceptibilidade a LLA pediatrica (AC124014.1, ACO016526.1, AC025508.1,
AC079921.1, AL035446.1, AL355612.1, MMADHC-DT) a partir da analise dos dados
de 58 GWAS.

Portanto, a partir de dados publicos, o presente trabalho identificou de forma
criteriosa 12 SNPs de IncRNAs associados a LLA pediatrica e selecionou os SNPs
rs2069426 (no INcRNA ANRIL) e rs9290663 (no INcRNA KCNMB2-AS1) para analise
detalhada. Apesar dos inumeros desafios enfrentados durante a pesquisa, as etapas
de controle de qualidade ndo foram negligenciadas. A quantificacdo das amostras de
DNA extraido do sangue periférico forneceu uma base sdlida para as técnicas
subsequentes, a partir da exclusdo de 13 amostras devido a baixa qualidade. A média
de pureza das amostras (1,78) indicou uma qualidade aceitavel, enquanto a diluicdo
para 20 ng/uL e o ajuste de quantidade de DNA na aplicacdo do gel visou

uniformidade nos experimentos.
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Todo esse esforco foi necessario na tentativa de avaliar a associacao desses
polimorfismos em uma populacéo brasileira, visto que tal representatividade néo é
predominante nos estudos atuais (MILLS & RAHAL, 2020). As duas regides
escolhidas para andlise detalhada sao fortes candidatas para estudos funcionais,
visto que, além dos critérios usados no workflow metodolégico, ja se tem indicios de
validacao biolégica de alguns mecanismos moleculares em que essas regides estao
envolvidas no cancer, especificamente em leucemia.

Respectivamente para os INcCRNAs ANRIL e KCNMB2-AS1, os trabalhos de
Chen et al. (2020) e Cao et al. (2016) conectam a lacuna entre uma associacao
estatistica encontrada em GWAS e a funcéo bioldgica da regido associada. Estudos
como esses sdo de extrema importancia para a validacdo da associacédo e para o
levantamento de informacfes relevantes para a pesquisa translacional. Afinal, o
conhecimento revelado nesses trabalhos contribui para uma pratica clinica mais
assertiva, personalizada e menos invasiva, seja a nivel de progndstico, diagnéstico
ou tratamento. Nao sO isso, mas esses estudos corroboram para a elucidacéo de
mecanismos moleculares antes ndo explicados, como o papel regulatorio de IncRNAs
e como variantes nessas moléculas afetam um fendtipo tdo complexo como o cancer.

As tentativas de genotipagem das duas regibes estudadas no trabalho
continuardo. Assim, almeja-se a validacdo da associacdo estatistica em uma coorte
brasileira, para que futuramente pesquisas funcionais sejam realizadas a fim de se

entender o papel dessas variantes na susceptibilidade a LLA pediétrica.
6. CONSIDERACOES FINAIS

A lista de SNPs de IncRNAs associados a LLA pediatrica candidatos para
validacdo funcional compilada aqui nesse trabalho contribui para o avanco das
pesquisas oncogenéticas com 0s RNAs longos néo codificantes. Espera-se que mais
trabalhos como esse surjam, para que seja incentivada a tentativa de validacéo
funcional das inUmeras associagdes estatisticas que o volume exponencial de GWAS
tém depositado em bancos publicos hoje em dia.

Almeja-se, também, que esse estudo seja continuado no laboratorio, pois foi
mostrado aqui que essas regides tém potencial para revelar informacdes importantes
sobre a diversidade genética brasileira, e, futuramente, os mecanismos de agéo tanto
do ANRIL quanto do KCNMB2-AS1 em LLA pediatrica.
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Apesar de muitos desafios e obstaculos enfrentados no trabalho, é necessario
destacar a importancia desse estudo para minha formacao académica. Fazer ciéncia
no Brasil ndo é facil, e ter a oportunidade de contribuir para um trabalho desse porte
foi definitivamente uma experiéncia valiosa. Desde as conversas com o0s pais dos
pacientes no Hospital Oncopediéatrico Erastinho, até as varias reacdes de PCR sem
éxito. No fim, meus sinceros agradecimentos a todas as pessoas envolvidas no

processo.
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Quadro 1. Quantificacdo e genotipagem das amostras de DNA extraido do sangue periférico
de pacientes com LLA pediatrica (amostras LLAQ01-48).

Genotipo Genotipo
Amostra  [ng/uL] 2607280 o>90663  rs2069426
LLAOL 72,60 1,83 AA -
LLAO2 4,20 1,28 AA -
LLAO4 35,30 1,81 AA -
LLAOS 61,40 1,85 AA -
LLAOG 2,50 1,09 AA -
LLAO? 3,10 1,11 AT -
LLAOS 14,80 1,6 AA -
LLAO9 21,80 1,88 AA -
LLAL0 68,30 1,93 AA -
LLALL 41,40 1,87 AA -
LLAL2 9,10 1,77 AA -
LLA13 75,20 1,03 T -
LLAL4 48,10 1,01 ; ;
LLA18 5,80 2,08 ; ;
LLA20 7,60 1,06 T -
LLA21 5,00 1,73 T -
LLA22 25,40 1,84 T -
LLA26 15,70 1,85 AA -
LLA27 40,80 1,87 ; ;
LLA28 8,90 1,67 AA -
LLA29 48,10 1,88 AA -
LLA30 20,80 1,8 AT -
LLA3L 10,10 1,08 AT -
LLA32 22,90 1,83 AA -
LLA33 35,30 1,86 AA -
LLA34 9,90 1,8 AT -
LLA37 23,40 1,84 AA -
LLA39 23,90 1,85 AA -
LLA4O 5,00 1,78 AT -
LLA4L 4,90 1,81 AA -
LLA43 9,20 1,84 AT -
LLA44 24,80 1,85 AT -
LLA46 8,00 1,85 T -
LLA4S 66,30 1,79 AT -
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Quadro 2. Quantificacdo e genotipagem das amostras de DNA extraido do sangue periférico
de pacientes com LLA pediéatrica (amostras LLA48-101).

Genotipo Genotipo

Amostra [ ng/pL ] 260/280 rs9290663  rs2069426

LLA48 66,30 1,79 AT -
LLAS50 118,70 1,82 AA -
LLAS1 58,50 1,8 AT -
LLA52 101,70 181 AT -
LLAS53 44,60 1,79 AA -
LLA5S4 9,50 1,81 AT -
LLA55 280,40 1,84 AT -
LLAS7 81,20 1,79 AT -
LLAG3 24,50 1,81 - -
LLAG5 23,10 1,87 - -
LLAGG 3,40 1,3 - -
LLAG7 9,00 1,85 - -
LLAGS 12,80 1,85 - -
LLA70 59,60 1,89 - -
LLA72 34,70 1,82 - -
LLA74 143,90 1,99 - -
LLA78 21,30 1,82 - -
LLA79 13,10 18 - -
LLA8O 11,00 1,81 - -
LLAS1 7,80 1,85 - -
LLA82 6,90 1,79 - -
LLAS83 3,70 1,8 - -
LLAS86 92,00 1,89 - -
LLA87 78,50 1,9 - -
LLA89 53,20 1,87 - -
LLA9O 67,80 1,48 - -
LLA92 35,60 1,89 - -
LLA95 38,40 18 - -
LLA96 29,80 1,85 - -
LLA97 15,80 1,83 - -
LLA98 19,80 1,81 - -
LLA99 9,00 1,86 - -
LLA100 22,70 1,88 - -

LLA101 18,90 1,82 - -



