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FUJITA, T. C. Analise de polimorfismos genéticos das glutationa-stransferases
GSTM1 e GSTT1 e NAD (P) H quinona oxidoredutase (NQO1) na leucemia
linfoide aguda infantojuvenil: suscetibilidade e prognédstico. 2019. 81 p. Tese
(Doutorado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2019.

RESUMO

A leucemia é a forma mais frequente de cancer em criancas e adolescentes com
menos de 14 anos de idade, representando cerca de 31% das doencas malignas
antes dos 15 anos de idade. A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma neoplasia
hematoldgica caracterizada por um acumulo excessivo de células progenitoras
imaturas linfoides no sangue e na medula 6ssea. Trata-se de doenca heterogénea
em relacdo as alteracdes genéticas, resposta ao tratamento e prognéstico. Embora a
sobrevida global dos pacientes com LLA na infancia apos a quimioterapia tenha
melhorado ao longo dos anos, atingindo taxas de cura de 80%, muitos estudos estéo
sendo desenvolvidos na tentativa de melhorar o diagnéstico e a eficacia dos
protocolos terapéuticos atuais. As glutationas S-transferases (GSTs), como como
GSTM1 e GSTT1 e a NAD (P) H quinona oxidoredutase 1 (NQO1) sdo enzimas
envolvidas na fase Il das reacdes de detoxificacdo. As quinonas sdo uma classe de
compostos organicos derivados de hidrocarbonetos aromaticos, encontrados em
varios sistemas biologicos. Envolvida no metabolismo das quinonas, a enzima NQO1
€ uma redutase que protege contra os efeitos toxicos dos medicamentos anticancer.
O gene NQO1 possui um polimorfismo rs1800566 (C609T), o que leva a uma baixa
atividade enziméatica. Como a enzima codificada por esse gene realiza uma etapa
importante na homeostase celular, fica claro que a auséncia ou diminuicdo de suas
atividades podem levar a um aumento na toxicidade e suscetibilidade ao
desenvolvimento de neoplasias malignas, como a LLA. Os genes GSTM1 e GSTT1
tém um polimorfismo que causa a exclusdo homozigotica do gene e leva a atividade
enzimatica alterada. Assim, o presente estudo avaliou os polimorfismos nos genes
NQO1, GSTT1 e GSTM1 em pacientes com LLA e controles livres de neoplasia e
analisou os niveis plasmaticos de GST no risco de progressdo e resposta ao
tratamento. Amostras de sangue periférico de 74 pacientes com diagndstico
confirmado e 115 controles tiveram seus DNAs gendmicos extraidos e amplificados
por metodologia baseada na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
polimorfismo do NQOL1. O estudo caso-controle ndo indicou associacdo entre a
presenca das variantes polimorficas e a suscetibilidade a LLA ou sobrevida (OR:
0.83, CI95%: 0.50-1.39). No entanto, este polimorfismo foi correlacionado com a
recidiva na LLA (p = 0,03). No outro estudo, 64 pacientes com LLA e 68 controles
foram analisados quanto aos polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTM1 e 0s niveis
plasmaticos de GST. Ambos os polimorfismos ndo foram associados a
suscetibilidade (GSTM1.0R: 0.70, CI95%: 0.35 - 1.43; GSTT1. OR: 1.12, CI95%:
0.47-2.65) ou risco de recidiva de LLA e seus diferentes genoétipos nao alteraram os
niveis plasmaticos de GST. Entretanto, verificou-se aumento da concentracdo de
GST na LLA em relacdo ao grupo controle (p<0,0001), mas nado foi encontrada
associacdo dos niveis plasmaticos de GST com os parametros analisados. Assim,
nas amostras analisadas, o gene NQO1 foi apontado como um possivel candidato a
marcador molecular de prognéstico ou progressao para a oncogénese da LLA, e os



niveis aumentados de GST no plasma de pacientes com LLA sugerem um possivel
envolvimento no tratamento.

Palavras-chave: prognostico; recidiva; polimorfismo genético.



FUJITA, T. C. Analysis of genetic polymorphisms of glutationa-stransferases
GSTM1 and GSTT1 and NAD (P) H quinona oxidoredutase (NQOL1) in children's
acute lymphoside leukemia: susgenicity and prognosis. 2019. 81 f. Thesis (
Doctorate in Experimental Pathology) — Londrina State University, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Leukemia is the most common form of cancer in children and adolescents under 14
years of age, representing about 31% of malignant diseases before 15 years of age.
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematological neoplasia characterized by an
excessive accumulation of immature lymphoid progenitor cells in the blood and bone
marrow. It is a heterogeneous disease in relation to genetic changes, response to
treatment and prognosis. Although the overall survival of ALL patients in childhood
after chemotherapy has improved over the years, reaching cure rates of 80%, many
studies are being developed in an attempt to improve the diagnosis and the
effectiveness of current therapeutic protocols. Glutathione S-transferases (GSTSs),
such as GSTM1 and GSTT1 and NAD (P) H quinone oxidoreductase 1 (NQO1) are
enzymes involved in phase Il of detoxification reactions. Quinones are a class of
organic compounds derived from aromatic hydrocarbons, found in various biological
systems. Involved in the metabolism of quinones, the enzyme NQOL is a reductase
that protects against the toxic effects of anticancer drugs. The NQO1 gene has a
rs1800566 (C609T) polymorphism, which leads to low enzyme activity. As the
enzyme encoded by this gene performs an important step in cell homeostasis, it is
clear that the absence or decrease in its activities can lead to an increase in toxicity
and susceptibility to the development of malignant neoplasms, such as ALL. The
GSTM1 and GSTT1 genes have a polymorphism that causes homozygous gene
exclusion and leads to altered enzyme activity. Thus, the present study evaluated the
polymorphisms in the NQO1, GSTT1 and GSTM1 genes in patients with ALL and
neoplasia-free controls and analyzed the plasma levels of GST in the risk of
progression and response to treatment. Peripheral blood samples from 74 patients
with confirmed diagnosis and 115 controls had their genomic DNA extracted and
amplified by a methodology based on the polymerase chain reaction (PCR) for the
NQOL1 polymorphism. The case-control study did not indicate an association between
the presence of polymorphic variants and susceptibility to ALL or survival (OR: 0.83,
Cl195%: 0.50-1.39). However, this polymorphism was correlated with relapse in ALL
(p = 0.03). In the other study, 64 ALL patients and 68 controls were analyzed for
polymorphisms of the GSTT1 and GSTM1 genes and plasma GST levels. Both
polymorphisms were not associated with susceptibility (GSTM1.0R: 0.70, CI95%:
0.35-1.43; GSTT1. OR: 1.12, CI95%: 0.47-2.65) or risk of ALL recurrence and their
different genotypes did not change plasma levels of GST. However, there was an
increase in the concentration of GST in the ALL compared to the control group (p
<0.0001), but no association was found between plasma GST levels and the
parameters analyzed. Thus, in the samples analyzed, the NQO1 gene was identified
as a possible candidate for a molecular marker of prognosis or progression to ALL
oncogenesis, and the increased levels of GST in the plasma of patients with ALL

suggest a possible involvement in the treatment.



Keywords: prognosis; relapse; genetic polymorphism.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) José Alencar Gomes da
Silva estimou, para o biénio 2018-2019, 420 mil casos novos de cancer, excluindo tumores de
pele ndo melanoma. Sendo que aproximadamente 12.500 casos acometeram criangas e
adolescentes até os 19 anos. Levando em consideragdo as leucemias, foram estimados 5.940
novos casos em homens e 4.860 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 5,75 e
4,56 a cada 100 mil homens e mulheres, respectivamente (INCA, 2015).

O cancer infantojuvenil, que ocorre entre 0 e 19 anos, consiste em um
conjunto de doencas que apresentam caracteristicas proprias em relacdo as células que
compdem os tumores, ou seja, o tipo histolégico, € ao comportamento clinico da doenga (Little,
1999). Na maioria das populacdes, o cancer infantojuvenil corresponde de 1% a 4% de todos
os tumores malignos, sendo que nos paises em desenvolvimento, onde a populagdo de criancas
chega a 50%, essa propor¢ao do cancer infantil, representa de 3% a 10% do total de neoplasias.
J& nos paises desenvolvidos, essa propor¢ao diminui, chegando a cerca de 1% (FERLAY, J. ef
al., 2013; MAGRATH, I et al., 2013; SOCIETY, A. C., 2016). Entre os tipos de cancer
infantojuvenis no mundo todo, a leucemia ¢ o mais comum na maioria das populagdes,
correspondendo de 25% a 35% dos casos (HOWLADER, N., NOONE, A. e KRAPCHO, M.,
2014).

No Brasil, o percentual mediano de neoplasias nos Registros de Cancer de
Base Populacional (RCBP) na populagado infantojuvenil foi de 3%. Assim como na maioria das
populacdes, as leucemias foram as mais frequentes, com 26%. Em 2015, no pais, ocorreram
2.704 obitos por cancer infantojuvenil, o que corresponde a 7,9% entre todas as causas e a
segunda maior causa de morte em todas regides (INCA, 2017).

As leucemias sao grupos de doengas hematologicas com conceito bioldgico,
apresentacdo clinica, progndstico e resposta ao tratamento diferentes, caracterizada pela
presenga de uma populagdo de células anormais suprimindo a produ¢do normal dos
componentes celulares do sistema hematopoiético (POLYCHRONAKIS, 1. ef al., 2013).

A origem das leucemias provém das células tronco hematopoiéticas (HSCs)
e precursoras na medula 6ssea (MO), promovendo proliferacdo e infiltracdo das células
leucémicas (AZIZIDOOST, S. et al., 2014; KONOPLEVA, M. Y. e JORDAN, C. T., 2011).
De uma forma generalizada, as neoplasias hematologicas sdo classificadas de acordo com a
linhagem, grau de maturagdo e forma de acometimento celular na MO. As neoplasias da

linhagem mieloide podem incluir granulécitos (neutréfilos, eosindfilos, basofilos), monodcitos,
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eritrocitos, plaquetas (derivados dos megacaridcitos) e mastocitos. Em contrapartida, da
linhagem linfoide corresponde as leucemias de linfocitos B ou T e células natural killer (NK)

(VARDIMAN, J. W. et al., 2009).

1.1 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

A leucemia linfoide aguda (LLA) ¢ uma desordem maligna das células
progenitoras da linhagem linfoide que afeta as faixas etarias da pediatrica a adulta
(ARMSTRONG, S. A. ¢ LOOK, A. T., 2005; PUI, C.-H., ROBISON, L. L. e LOOK, A. T.,
2008), porém as criancas e adolescentes sdo os mais acometidos por esta neoplasia (ACS,
2016a).

Em 2016, de acordo com a Sociedade Americana de Cancer foram observados
6.590 novos casos de LLA em adultos, sendo 3.590 em homens e 3.000 em mulheres, e 1.430
mortes, sendo 800 homens e 630 mulheres (ACS, 2016b). No Brasil, a incidéncia de leucemia
infantil, entre 1999 e 2010, registrou 74,52 casos por milhdo de habitantes, com pico de
incidéncia entre 4 e 5 anos em ambos o0s sexos, dos quais 67,77 dos casos registrados foram de
LLA (DE SOUZA REIS, R. et al., 2016).

Acredita-se que a LLA pode ser originada de interagdes entre exposi¢des
exdgena e endogena, suscetibilidade genética (herdada) ou ao acaso (GREAVES, M. F. e
WIEMELS, J., 2003; INABA, H., GREAVES, M. e MULLIGHAN, C. G., 2013).

Poucos fatores foram identificados como associados a um risco aumentado
para LLA, dos quais pode-se incluir a exposi¢do pré-natal a raios-x; a exposi¢ao pds-natal a
altas doses de radiagdo; e condi¢des genéticas bem especificas, como a Sindrome de Down,
entre outras sindromes (INCA, 2015).

Além da exposi¢ao a radiacao ionizante, outros fatores ambientais incluem os
hidrocarbonetos, em especial o benzeno, os pesticidas, € o consumo de alcool, cigarro e drogas
ilicitas durante a gestag¢do, os quais tém sido descritos como fatores predisponentes a LLA
infantil (HASHIBE, M. et al., 2005; INFANTE-RIVARD, C. et al., 1999; METAYER, C. et
al., 2013). Alguns agentes bioldgicos, como os virus — virus Epstein Barr (EBV) e virus
linfotropico da célula T humana 1 (HTLV-1) — também permanecem como fatores de risco para
LLA, no sentido de que podem desregular a resposta imunoldgica, ou ainda a auséncia de
contato com microorganismos durante a infancia (GREAVES, M., 2006; INABA, H.,
GREAVES, M. e MULLIGHAN, C. G., 2013).
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1.1.1 Classifica¢ao da LLA

A LLA se caracteriza pela proliferacao de células imaturas derivadas da MO,
chamada de blastos, que podem envolver o sangue periférico ou os 6rgaos solidos, bem como
o sistema nervoso central (SNC) e os testiculos. A porcentagem de blastos necessarios na MO
para o diagnodstico das leucemias agudas foi ajustada para pelo menos 20%. Quando as
caracteristicas citogenéticas e morfologicas estdo presentes, ndo ha exigéncia de uma
porcentagem minima de blastos (ABDUL-HAMID, G., 2011).

Trés modelos sdo utilizados para subclassificacdo da LLA: (1) modelo criado
pelo grupo Franco-Américo-Britanico (FAB), que leva em consideragdo a analise morfologica
e citoquimica (BENNETT, J. M. ef al., 1976); (2) modelo da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) em 1976 e atualizada em 2016, que classifica pela citogenética (ARBER, D. A. et al.,
2016; MATHE, G. ¢ RAPPAPORT, H., 1976) (3) ¢ o Grupo Europeu de Classificagdo
Imunolégica das Leucemias (EGIL), que caracteriza pela imunofenotipagem (BENE, M. et al.,
1995).

A avaliacao morfologica da MO representa o primeiro critério do diagndstico
na diferenciacdo da LLA e LMA, sendo qtil para distinguir mieloblastos de linfoblastos (LAI,
R., HIRSCH-GINSBERG, C. F. e BUESO-RAMOS, C., 2000). No entanto, vale ressaltar que
a citometria de fluxo ¢ considerada o padrdo ouro para diagnodstico, com finalidade de
identificar as diferentes linhagens celulares (CHIARETTI, S., ZINI, G. e BASSAN, R., 2014).

A auséncia de um critério padronizado para classificagdo de subgrupos
imunofenotipicos, de estudos prospectivos controlados no tratamento e de estratégias
terapéuticas diferentes comprometeram a avaliacdo do impacto progndstico dos estudos
imunofenotipicos na LLA (LUDWIG, W. D., HAFERLACH, C. e SCHOCH, C., 2003). Para
este problema o grupo EGIL propds uma classificagdo para estratificar as leucemias agudas
somente com base na imunofenotipagem pela citometria de fluxo (Tabela 1) (BENE, M. et al.,
1995), confirmando a quantificacdo citomorfoldgica de blastos e fornecendo informacgdes sobre
determinado subtipo e linhagem envolvidos (CRAIG, F. E. e FOON, K. A., 2008; MCKENNA,
R. W., 2001).



Tabela 1. Classificacdo imunofenotipica das LLA segundo o EGIL.
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Classificacio Imunofendtipo Frequéncia

LLA de linhagem B HLADR, CDI19*, e/ou CD79a’, e/ou Adultos Criangas
CD22", e/ou CD24", e/ou CD34"*

BI (Pro-B) CDI19", CD22%, CD34", TdT',cCD79a", 11% 5-9%
CD10"

BII (B comum) CDI10" (CALLA), TdT" 49% 53-65%

BIII (Pré-B) CD19", CD22*, CD34",TdT", cIgM" 12% 14-20%

BIV (B madura) Ig (citoplasma ou superficie), TdT", 2-4% 2-3%
CD34

LLA de linhagem T CDla, CD2, CD3" 25% 11-16%
(citoplasma/superficie), CD4, CD5,
CD7, CDS, CD34

TI (Pro-T) cCD3", CD7"* 7%

TII (Pré-T) cCD3*, CD7", CD2" e/ou CD5" e/ou
CD8"

THI (T cortical ou CDIla*, cCD3", sCD3"" 17%

timica)

TIV (T madura) cCD3*, sCD3", CDla 1%

CD: marcadores de diferenciagdo (cluster of differentiation); c: citoplasmatico; s: superficie; CALLA:
antigeno comum da LLA; HLA-DR: Antigeno Leucocitario Humano do tipo DR da classe II; Ig:
Imunoglobulina. Fonte: Adaptado de ABDUL-HAMID, G., 2011 ¢ CHIARETTI, S., ZINI, G. ¢
BASSAN, R., 2014)

De acordo com os critérios do EGIL, para caracterizar as leucemias a
marcagdo imunofenotipica com anticorpo monoclonal deve atingir um limite minimo de 20%
para definir uma reacao positiva de blastos, exceto para mieloperoxidase (MPO), CD3, CD79a
e enzima nuclear deoxinucleotidil transferase terminal (TdT), as quais sdo considerados
positivos no nivel de expressao de 10% (BENE, M. et al., 1995; BENE, M. C. et al., 2011). Por
meio disto, foi possivel identificar que aproximadamente 75-80% dos casos de LLA em adultos
pertencem a linhagem de células B e 20-25% a linhagem de células T (CHIARETTIL, S., ZINI,
G. e BASSAN, R., 2014).

No ano de 2016, a OMS apresentou uma revisao da classifica¢do prévia das
leucemias da edicdo de 2008 (Quadro 2), com objetivo de incorporar novos dados clinicos,
prognoésticos, morfologicos, imunofenotipicos e genéticos que surgiram desde a tltima edi¢ao

(ARBER, D. A. et al., 2016).
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Tabela 2. Classificacio das leucemias agudas/linfomas linfoblastica B e T segundo a OMS
2016.

Leucemia/linfoma linfoblastica B

Leucemia/linfoma linfoblastica B sem anormalidade genética especificada

Leucemia/linfoma linfobléastica B com anormalidades genéticas recorrentes

Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABLI

Leucemia/linfoma linfobléstica B com t(v;11q23.3); rearranjo KMT2A

Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1

Leucemia/linfoma linfobléstica B com hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastica B com hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfobléstica B com t(5;14)(q31.1;q32.3); IL3-IGH

Leucemia/linfoma linfoblastica B com t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Entidade provisoria: Leucemia/linfoma linfoblastica B, BCR-ABL 1-like

Entidade proviséria: Leucemia/linfoma linfobléstica B com iAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastica T

Entidade proviséria: Leucemia/linfoma linfobléstica T precoce

Entidade provisoria: Leucemia/linfoma linfoblastica de célula Natural Killer (NK)
KMT24: gene da leucemia de linhagem mista ou linfoide/mieloide; ETV6: gene da variante 6 do fator
de transcri¢ao transformacao especifica do eritroblasto (erythroblast transformation-specific) (ETS);
RUNXI: fator de transcrigdo relacionada ao runt-1 ou gene leucemia mieloide aguda-1 (AMLI1); IL3:
gene da interleucina-3; /GH: gene da imunoglobulina de cadeia pesada; TCF3: gene do fator de
transcri¢do 3 (também conhecido como E2A); PBXI: gene homeobox 1 da leucemia de célula pré-B;

iAMP21: gene da amplificagdo intracromossomal do cromossomo 21; t: translocagédo; v: variavel. Fonte:
Adaptado de ARBER, D. A. et al. (2016).

Na LLA do tipo B, sdo descritas anormalidades genéticas as quais estdao
associadas a caracteristicas clinicas, imunofenotipicas e de prognoéstico (BLOOMFIELD, C. D.
etal., 1986; HARBOTT, J. et al., 1997, JOHANSSON, B., MERTENS, F. e MITELMAN, F.,
2004; MITTELMAN, F., 1981; PUI, C.-H., ROBISON, L. L. e LOOK, A. T., 2008). Além
disso, dois novos tipos de anormalidades genéticas foram incorporadas na classificagao — (1)
LLA tipo B com amplificacdo intracromossomal do cromossomo 21, associada com
prognostico adverso, o que pode resultar na necessidade de terapia mais agressiva (HARRISON,
C.J. et al., 2014) e (2) translocacdes envolvendo tirosina quinases ou receptores de citocinas
(“BCR-ABLI1-like ALL”), associada a caracteristicas clinicas adversas e pior prognéstico (DEN
BOER, M. L. et al., 2009; MULLIGHAN, C. G. et al., 2009).

Para LLA do tipo T, o perfil das anormalidades genéticas ndo sdo
notoriamente associados a uma Unica caracteristica biologica, e portanto, sem subdivisdo
conforme as alteragdes genéticas (VARDIMAN, J. W. et al., 2009). No entanto, existe um
subconjunto que ¢ reconhecido como uma nova entidade provisoria, que ¢ a LLA do tipo célula
T precoce (ETP), unica subdivisdo genética e imunofenotipica aceita, indicando somente a

diferenciagdo de célula T precoce, com retencdo de algumas caracteristicas da célula-tronco e
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da linhagem mieloide (COUSTAN-SMITH, E. et al., 2009; NEUMANN, M., COSKUN, E., et
al., 2013; NEUMANN, M., HEESCH, S., et al., 2013; ZHANG, J. et al., 2012).

1.1.2 Fisiopatologia da LLA

Os diferentes tipos de cancer, de modo geral, compartilham uma caracteristica
biologica semelhante: a clonalidade. As alteragcdes moleculares que sdo necessarias para o
desenvolvimento de uma doenga maligna sdo um fendémeno raro, considerando-se o niimero
vasto de células-alvo suscetiveis a esta condi¢do. Isto ¢, uma pequena alteracdo genética
raramente ¢ suficiente para o desenvolvimento do tumor maligno (GALLEGOS-ARREOLA,
M. P. et al., 2013).

Entdo, sabe-se que a LLA ¢ derivada de lesdes genéticas nas células
progenitoras sanguineas que sao destinadas a sofrer diferenciag@o na linhagem celular T ou B.
Alteragdes genéticas incluem mutagdes que transmitem a capacidade autoproliferativa, seguida
de parada do desenvolvimento em um estagio especifico (ARMSTRONG, S. A. e LOOK, A.
T., 2005; PUIL C. H., RELLING, M. V. e DOWNING, J. R., 2004). Muitas alteracdes genéticas
ocorrem na LLA, sendo que, na maioria dos casos infantis sdo alteracdes cromossdmicas
(Tabela 3) (HARRISON, C. J., 2009).

Aproximadamente 75% dos casos de LLA infantil com alteracdes
cromossomicas sdo detectaveis pela analise de caridtipo, hibridizagcdo fluorescente in situ
(FISH) e outras técnicas moleculares. A LLA de célula B inclui hiperdiploidia, hipodiploidia e
pseudodiploidia, e da célula T ¢ caracterizada pelas mutagdes ativadoras do gene da proteina
homologa 1 a Notch loco neurogénico (Notchl) e rearranjos dos fatores de transcri¢ao, como
proteina da leucemia de linhagem mista ou linfoide/mieloide (MLL). Apesar de os rearranjos
genéticos demonstrarem importancia nos eventos precoces da leucemogénese e serem
amplamente usados no diagndstico e estratifica¢do de risco, ainda sdo insuficiente para explicar
completamente o desenvolvimento da leucemia (MULLIGHAN, C. G., 2012; MULLIGHAN,
C. G. e DOWNING, J. R., 2009).
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Tabela 3. Anormalidades moleculares e citogenéticas na LLA.

Categoria Citogenética Genes Frequéncia
envolvidos Adultos (%) Criangas (%)
Hiperdiploidia 2-15 10-26
Hipodiploidia 5-10 5-10
Pseudodiploidia  t(9;22)(q34;q11) BCR-ABLI1 15-25 2-6
del(9)(q21-22) pl5pl6 6-30 20
t(4;11); t(9;11); MLL 5-10 <5
t(11;19); t(3;11)
del(11)(q22-23) ATM 25-30 15
t(12;21)(p12;q922) TEL-AMLI <1 20-25
t(1;19) E24-PBX1 <5 <5
t(17;19) E2A-HLF <5 <5
t(1;14)(p32;ql1) TALI 10-15 5-10
t(7;9)(q34;932) TAL2 <1 <1
t(10;14)(q24;q11) HOX11 5-10 <5
t(5;14)(q35;932) HOXI11L2 1 2-3
t(1;14)(p32;ql1) TCR 20-25 20-25
del(13)(q14) miR15/miR16 <5 <5
t(8;14); t(8;22); C-MYC 5 2-5
t(2;8)
+8 ? 10-12 2
del(7p) ? 5-10 <5
del(5q) ? <2 <2
del(6q); t(6;12) ? 5 <5

MLL: também conhecido como KMT2A4; ATM: gene da ataxia telangiectasia mutada; TEL: também
conhecido como ETV6; AMLI: também conhecido como RUNXI; HLF: fator hepatico da leucemia;
TAL: gene da leucemia linfoblastica aguda de célula T 2; HOX: gene homeobox; TCR: gene do receptor
de célula T; miR: gene do microRNA; C-MYC: gene da mielocitomatose celular; del: delegdo; +8:
trissomia no cromossomo 8; p: braco curto do cromossomo; q: braco longo do cromossomo. Fonte:
Adaptado de JABBOUR, E. ef al. (2015).

As modificagdes epigenéticas t€ém demonstrado um papel fundamental na
influéncia da expressao génica (DEATON, A. M. e BIRD, A., 2011; EASWARAN, H., TSAI,
H. C. e BAYLIN, S. B., 2014). A analise de perfis de metilagdo de DNA em pacientes
pediatricos LLA de célula B mostraram hipermetilacdo da regido promotora como uma
caracteristica proeminente, afetando genes previamente implicados na leucemia e em outras
doencas hematologicas (WONG, N. C. et al., 2012).

Outro mecanismo epigenético importante ¢ a atuagdo dos miRNAs, que sdo
reguladores epigenéticos, tendo o RNA mensageiro (mRNA) como alvo especifico para
modular os padroes da expressdo génica e vias de sinalizacao celular. O perfil de expressao dos
miRNAs no cancer pode predizer o progndstico do paciente e a resposta ao tratamento
(BOUCHIE, A., 2013; HAYES, J., PERUZZI, P. P. e LAWLER, S., 2014; STAHLHUT, C. e
SLACK, F.J., 2013). Além disso, os miRNAs estao sendo usados para diferenciar as linhagens
de células B e T (YEH, C. H., MOLES, R. e NICOT, C., 2016). Por conseguinte, pode-se
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deduzir que a fisiopatologia da LLA envolve mecanismos genéticos e epigenéticos, como a
regulagdo por miRNAs.
O estudo destes fatores pode identificar marcadores na progressao da doenga

e um direcionamento ao tratamento.

1.1.3 Aspectos Clinicos da Doenca

Os blastos leucémicos primeiramente infiltram a MO, ocupando mais de 20%
(pela OMS) ou mais de 30% (pelos critérios da FAB) do total de células nucleadas, chegando
a 80-100% de ocupagdo. A primeira consequéncia € a supressao da hematopoiese normal, sendo
que a expansao destes blastos ocupa o espago necessario a produgdo fisioldgica das células
hematolégicas na medula, acarretando deficiéncia das outras linhagens celulares como
hemacias, plaquetas e neutrofilos, causando anemia, trombocitopenia e/ou leucocitose com
presenca de blastos. Os blastos anormais também secretam fatores inibitorios e indutores de
fibrose, tornando a disfun¢do medular mais grave do que o esperado apenas pela simples
ocupacao de espago (LORENZI, T. F., 2006). Os blastos neoplasicos sao langados na corrente
sanguinea, justificando o termo leucemia (leucocitos), e eventualmente atingem um numero
suficiente para determinar uma leucocitose. Uma vez na corrente sanguinea, os blastos podem
entdo infiltrar os 6rgaos, com uma preferéncia para os linfonodos, baco, figado, gengiva, orbita,
sistema nervoso central e testiculos (LORENZI, T. F., 2006).

A apresentacdo clinica na LLA acontece de forma subita. Geralmente, os
pacientes apresentam dispneia, fadiga ou sangramento espontaneo, indisposicao, letargia, perda
de peso, febre e sudorese noturna de uma forma mais frequente. Além disso, podem aparecer
linfadenopatia, esplenomegalia e/ou hepatomegalia. As neuropatias cranianas ¢ infiltracao
testicular (aproximadamente 2% do género masculino) podem ocorrer devido as recidivas ou
recaidas extramedulares, enquanto ndusea, vomito, cefaleia ou papiledema sdo resultantes de
infiltragdo meningea e/ou obstru¢do do fluido do liquor (BORIM, L. N. B. et al., 2000;
CORNACCHIONI, A. L. B. et al., 2004; FARHI, D. C. ¢ ROSENTHAL, N. S., 2000;
HAMERSCHLAK, N., 2008; LARSON, R. A. e ANASTASI, J., 2008; LOCATELLLF. et al.,
2012; MEDEIROS, G. E. B. et al., 2004).

Os pacientes podem apresentar dores O0sseas em 25% dos casos, com lesoes
Osseas, osteopenia difusa, dores lombares ou artrite assimétrica e hemorragia dssea, como
consequéncia da infiltragdo leucémica pelos blastos (GUR, H. et al., 1999; IKEUTI, P. S.,
BORIM, L. N. B. e LUPORINI, R. L., 2006).
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1.1.4 Diagnéstico Laboratorial

Quanto ao diagnostico inicial das leucemias, ¢ realizado um exame fisico do
paciente, seguido de andlise quantitativa e qualitativa do sangue total por meio do hemograma
e confeccdo da extensdo (esfregaco) sanguinea. Para confirmacao do diagnostico sdo realizados
puncgdo e biopsia de MO, por imunofenotipagem e andlise citogenética (MANISHA, P., 2012;
PUL C. H. et al., 2004).

No hemograma de pacientes suspeitos, em especial de LLA, ¢ observado
anemia normocitica e normocromica, contagem diminuida de reticulédcitos, trombocitopenia e
comumente leucocitose associada a presenca significativa de blastos (ALMEIDA, T. J. B.,
2009; FARIAS, M. G. e CASTRO, S. M. D., 2004; FERRIL F. F., 2012; VERAS, G., ARAGAO,
V.M. D. F. e SANTOS, A. M. D., 2012).

Apo6s andlise do hemograma, ¢ solicitado o mielograma para estimar a
porcentagem de blastos na microscopia pela puncdo aspirativa da MO na regido lombar. A
caracterizacdo de mais de 20% de blastos, megacaridcitos diminuidos ou ausentes e células
precursoras mieloides e eritroides com aspectos normais sdo confirmatérios para a LLA
(ALMEIDA, T. J. B., 2009; FARIAS, M. G. e CASTRO, S. M. D., 2004; REGO, E. M. e
SANTOS, G. A. S., 2009).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢ um método utilizado como
ferramenta padrao e indispensavel na clinica para diagnostico diferencial, classificagdo,
estadiamento e monitoramento da doenga residual minima (DRM) das leucemias agudas e
sindromes mielodisplasicas. Com o uso de anticorpos monoclonais ¢ possivel identificar
diferentes linhagens celulares e determinar o grau de maturagao celular (CRAIG, F. E. e FOON,
K. A., 2008; ORFAO, A. et al., 2004). Por meio desses recursos, o direcionamento para o

tratamento acaba sendo mais eficaz evitando a falha terapéutica.

1.1.5 Fases Clinicas e Classificacao de Risco da LLA

O tratamento da LLA normalmente ¢ dividido em trés fases — a fase de
inducdo, intensificacdo (ou consolidacdo) e manutencdo. A fase de indug¢do da remissdo
completa ¢ definida como restabelecimento da hematopoiese normal em que, espera-se
conduzir a um estado com menos de 5% de blastos na MO e auséncia de qualquer sinal ou
sintoma da doenga. Quando esta fase ¢ concluida, os pacientes ainda podem apresentar graus

variados de leucemia residual e alguns podem portar até¢ 10 bilhdes de células leucémicas
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(CAMPANA, D. e PUIL C. H., 1995; CAZE, M. O., BUENO, D. e SANTOS, M. E. F. D., 2010;
PUIL C. H. e CAMPANA, D., 2000).

Apo6s o restabelecimento da hematopoiese normal, os pacientes se tornam
candidatos para terapia de intensificacdo, a qual se refere a readministragdo do regime
terapéutico da inducdo ou administracdo de altas doses de agentes quimioterapicos que nao
foram usadas na fase de indugdo, com objetivo de diminuir o nlimero de células tumorais a
niveis muito baixos ou elimina-las (KAUSHANSKY, K. et al., 2016).

A fase final do tratamento pode durar 2 anos. Os actimulos de altas
concentragdes intracelulares de metabolitos ativos dos medicamentos e a administracao
combinada aos limites de tolerancia t€ém sido associados com melhora no desfecho clinico
(CHESSELLS, J. M. et al., 1997; SCHMIEGELOW, K. et al., 1995). Na fase de manutencao,
0 objetivo ¢ eliminar residuos de células leucémicas, pois estas t€ém o potencial de recidivar a
doenga, porém nao interferem no desenvolvimento das células sanguineas normais (INABA,
H., GREAVES, M. e MULLIGHAN, C. G., 2013).

O Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia na Infancia (GBTLI),
atualizado em 2009, classifica os pacientes em dois grandes grupos de risco, de acordo com
parametros hematoldgicos e a resposta terapéutica (Tabela 4). Assim, a determinagdo de um
protocolo de tratamento diferenciado para cada grupo de risco acaba se tornando viavel. De
acordo com o protocolo do GBTLI, os pacientes classificados como baixo risco durante o
tratamento e que apresentem requisitos para inclusdo do grupo de alto risco, devem ser

reclassificados (CAZE, M. O., BUENO, D. e SANTOS, M. E. F. D., 2010; INCA, 2001).

Tabela 4. Classificacao de risco na LLA.

Baixo Risco Alto Risco
Idade >1 ano a <9 anos <1 ano e >9 anos
Leucometria ao diagndstico <50.000/mm’ >50.000/mm>
Leucometria no 7° dia de <5.000/mm? >5.000/mm? *

tratamento

Blasto no sangue periférico e

comprometimento medular
no 14° dia de tratamento
Medula no 28° dia de
indugdo

Comprometimento do SNC

Auséncia de blastos e baixo
comprometimento medular

Baixa contagem de células
leucémicas

Auséncia de blastos no
liquor no 14° dia de
tratamento

Presenca de blastos e/ou
comprometimento medular
extenso
Evidéncia de acometimento
extramedular ao final da
inducao
Persisténcia de blastos
leucémicos

*Respondedores lentos ao tratamento; SNC: Sistema Nervoso Central. Fonte: CAZE, M. O., BUENO,
D. e SANTOS, M. E. F. D., 2010 ¢ INCA, 2001.
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Variagdes interindividuais na resposta ao tratamento de pacientes com cancer
constituem um sério problema e, at¢ o momento, ndo existem biomarcadores que possam
predizer qual grupo respondera positivamente e quais individuos nao irdo responder ou sofrerao
os efeitos adversos da presenca das drogas no organismo, o que torna o estudo de genes
metabolizadores de grande valia para a oncologia. Na LLA, muitos estudos tém sido realizados
na busca por marcadores que possam estar relacionados a suscetibilidade ou influenciar na
resposta a quimioterapia (MROZEK, K., HARPER, D. P. e APLAN, P. D., 2009; ZHANG, C.
etal.,2015).

Dentro de uma espécie, os cromossomos homdlogos sdo bastante similares
entre si, mas em determinadas localiza¢des do cromossomo (/oci) pode haver variabilidade na
sequéncia do DNA. Se a variacdo ¢ encontrada em uma frequéncia superior a 1% da populacao,
denomina-se polimorfismo (BALASUBRAMANIAN, S. P. et al., 2004). Essas alteracoes
podem ocorrer tanto nas sequéncias codificadoras do gene, quanto nas sequéncias nao
codificadoras, sendo que ambas podem levar a produgdo deficitaria e/ou de proteinas
defeituosas (LODISH, H. et al., 2000). Por exemplo, a investiga¢ao de polimorfismos de base
unica (SNPs) em genes candidatos aponta que o risco de leucemias, inclusive LLA, pode ser
atribuido a polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo de xenobioticos e reparo de
DNA (CHOKKALINGAM, A. P. e BUFFLER, P. A., 2008; URAYAMA, K. Y. et al., 2013).

Estudos epidemiologicos evidenciam que mais de 90% das neoplasias estao
relacionadas a fatores ambientais, como alimentagdo e tabaco, e que diversos componentes
quimicos podem interagir com as c¢lulas, modificando macromoléculas e iniciando o processo
de tumorigénese. Durante o processo evolutivo foram desenvolvidos varios mecanismos
biologicos de protegdo a estes componentes toxicos. A biotransformagao de drogas ¢ um deles,
onde o figado realiza um processo enzimatico que intercepta xenobioticos, transformando-os
em substancias mais hidrossoluveis e facilmente excretadas pelo organismo, impedindo
possiveis danos ao material genético (LOSI-GUEMBAROVSKI e COLUS, 2001).

Os xenobidticos sdo substancias quimicas alheias ao sistema bioldgico com
as quais o homem tem contato, tais como medicamentos, produtos industriais, alimentos,
pesticidas, cosméticos, poluentes, entre outros. Dentre as variantes genéticas do metabolismo
de xenobidticos que tém sido associadas de forma mais consistente com o aumento do risco de
cancer incluem-se a familia das Glutationa S-transferases (GSTs) ¢ da NAD(P)H oxiredutases
(NQO1) (SHASTRY, B. S., 2006).

Em suma, a LLA ¢ um tipo de cancer que demonstra uma complexidade desde

a patogénese até o estabelecimento do diagndstico e tratamento. Além disso, varios fatores
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intrinsecos podem influenciar no curso da doenca. Desta maneira, ha necessidade de investigar
genes envolvidos na metabolizagdo de drogas utilizadas nestes pacientes e que podem estar

envolvidos na resposta terapéutica.

1.2 GLUTATIONAS GSTT1 E GSTM1

As GSTs desempenham um papel importante no sistema de protecao celular.
A super familia das GSTs sao codificadas por cinco classes de genes p, 0, 7, a, 6 € sdo enzimas
envolvidas na fase II da biotransformagao, qualificada para converter compostos enddégenos
lipossoliiveis em substratos hidrossoluveis. Essas enzimas sdo implicadas na detoxifica¢do de
uma ampla gama de compostos, incluindo xenobidticos, pesticidas, carcindgenos ambientais,
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (PAHs) e alguns quimioterapicos (incluindo agentes
alquilantes, doxorrubicina e vincristina). Polimorfismos funcionais foram relatados em pelo
menos trés dos genes que codificam GSTs, incluindo GSTM 1, GSTT1 e GSTP. Os genes GSTT1
e GSTM1 exibiram um maior grau de polimorfismo, sendo um deles a delegao completa do
gene que leva a perda da atividade enziméatica (ALVES, S. et al., 2002).

As enzimas GSTs, principalmente a codificada pelo gene GSTM 1, metaboliza
o benzopireno e outros produtos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. A enzima
codificada pelo gene GSTT1 parece ser a principal envolvida na biotransformacao de toxinas
de baixo peso molecular, como 6xido de etileno e outros substratos considerados carcindgenos
(LINHARES et al., 2006; LOSI-GUEMBAROVSKI et al., 2008).

A familia GSTs pode modular o risco de leucemia por meio de dois
mecanismos potenciais: mediando o metabolismo especifico de leucemogénese ou afetando
diretamente o potencial redox na célula, protegendo o DNA contra danos induzidos por radicais
livres (DUNNA, N. R. et al., 2013).

Além disso, as enzimas dessa familia sdo capazes de regular a citotoxicidade
de uma variedade de drogas quimioterapicas (HOBAN, P. R. ef al., 1992), e essas enzimas
catalisam a conjugag¢do de moléculas eletrofilicas toxicas e cancerigenas com a glutationa
protegendo as macromoléculas dos danos celulares (BOYER, T. D., 1989).

As enzimas codificadas por esses genes desempenham um passo importante
na desintoxica¢do de xenobioticos € a auséncia de sua atividade pode levar ao aumento da
toxicidade e suscetibilidade ao desenvolvimento de tumores malignos. Estudos detectaram uma
alta frequéncia de geno6tipo nulo para esses dois genes em individuos com canceres diferentes,

principalmente cancer de pulmdo, bexiga e cavidade oral. Também demonstraram um risco



25

aumentado de desenvolver cancer de cabega e pescoco em individuos com dele¢des no gene
GSTT1I. A delegao do gene GSTM I também foi correlacionada com outras doengas relacionadas
ao tabagismo, como arteriosclerose e enfisema pulmonar (CASCORBI, 1., 2006; OLSHAN, A.
F. et al., 2000)

Suspeita-se que pacientes com um gendtipo nulo de GST exibem
desintoxicacdo prejudicada de agentes genotdxicos ambientais e drogas quimioterdpicas,
levando a um risco aumentado de desenvolver canceres primdrio e secundario e complicacdes
relacionadas ao tratamento (KRAJINOVIC, M. ef al., 1999; SAADAT, 1. e SAADAT, M.,
2000).

1.3 Familia das NAD(P)H oxiredutases — gene NQOI

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do biolégica na qual acontece um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a sua remog¢ao ou
eliminagdo. O sistema de remog¢ao ou eliminagdo de EROs podem ou ndo envolver mecanismos
enzimaticos que conseguem remover ou reparar os danos causados por essas espécies reativas.
Essa condigdo bioldgica muitas vezes pode desempenhar um papel importante na etiologia do
cancer (HONG, C. C. et al., 2007). Portanto, um balango entre os oxidantes e antioxidantes
endogenos ¢ comumente afetado pela variacao nos genes envolvidos com a geracdo e a remogao
das espécies reativas (CAI Q. et al., 2004; TAMIMI, R. M. et al., 2004).

As quinonas sao uma classe de compostos organicos derivados de
hidrocarbonetos aromaticos, encontradas em varios sistemas bioldgicos, sendo componentes da
cadeia transportadora de elétrons (MONKS, T. J. et al., 1992; MONKS, T. J. e JONES, D. C.,
2002). Envolvida no metabolismo das quinonas, a enzima NAD(P)H: quinona oxidorredutase
1 (NQO1) é uma redutase obrigatoria de dois elétrons que participa na prote¢ao contra efeitos
toxicos de drogas anticancerigenas. Além disso, essa enzima realiza a ativacdo de certas
quinonas antitumorais (ROSS, D. et al., 2000) e estd envolvida na defesa contra formas reativas
de oxigénio (NIOI, P. e HAYES, J. D., 2004).

A NQOI1 esta envolvida na protecdo contra o estresse oxidativo e a
carcinogénese por catalisar reagdes bioredutoras e bioativadoras (SIEGEL, D. et al., 2004;
TSENG, L. M. et al., 2009), incluindo a estabilizacao do supressor tumoral 7P53 (ANWAR,
A. et al., 2003; ASHER, G., LOTEM, J., KAMA, R., ef al., 2002; ASHER, G., LOTEM, J.,
SACHS, L., et al., 2002).
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Foi descoberto que o gene que codifica para esta enzima, o gene NQOI,
possui um polimorfismo genético de base tinica (C609T) (rs1800566) localizado no éxon 6, o
qual origina uma mudanca na sequéncia de aminoacidos (Pro187Ser) (ROSS, D. et al., 1996;
TRAVER, R. D. et al., 1992; TRAVER, R. D. et al., 1997). Esta mutacao ocasiona a perda de
sua fun¢do, onde individuos homozigotos recessivos (TT) ndo demonstram seus efeitos
citoprotetores, enquanto heterozigotos (CT) apresentam baixa atividade da enzima
(LANCIOTTI, M. et al., 2005).

Este polimorfismo tem sido associado ao risco de desenvolvimento de
diversos tipos de cancer (MALIK, M. A., ZARGAR, S. A. e MITTAL, B., 2011; YUAN, W.
et al., 2011; ZHANG, J. et al., 2003), incluindo também LLA (KRACHT, T. et al., 2004;
ZHOU, Y. et al., 2014). Isso sugere que a enzima NQO1 esta relacionada ao metabolismo de
drogas antitumorais ¢ a variante alélica modifica sua atividade. Também foi verificado em um
estudo relacionando as alteragdes na resposta a terapia adjuvante com doxorrubicina e
ciclofosfamida, com ou sem tamoxifeno, que o genotipo polimorfico TT estava associado com
pior evolugdo clinica e baixa probabilidade de sucesso no tratamento, demonstrando um
possivel efeito modulador desse polimorfismo na eficacia da terapia adjuvante do cancer de
mama (JAMIESON, D. et al., 2011).

De um modo geral, existe a necessidade de se ampliar os estudos envolvendo
marcadores moleculares responsaveis por diferentes etapas do metabolismo de xenobidticos,
drogas e compostos endogenos, e, sobretudo, avaliar a presenga destas mutagdes em relagdo a

parametros de progndstico, progressao e resposta terapéutica na LLA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os polimorfismos GSTs e NOO! e os niveis plasmaticos da glutationa

em pacientes infantojuvenis com leucemia linfoide aguda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos GSTs e NOOI em
pacientes com LLA e em individuos controle livre de neoplasias;

e Avaliar possiveis associagdes entre a presenca das variantes genéticas propostas entre
os dois grupos e o risco de suscetibilidade a doenca num estudo do tipo caso-controle;

e Correlacionar a presenca dos polimorfismos propostos em pacientes com LLA
infantojuvenis com o risco de recidiva e 6bito;

e Determinar os niveis plasmaticos de GST em pacientes com LLA e grupo controle;

e Comparar a presenca dos polimorfismos estudados com os niveis plasmaticos de

glutationa nos grupos caso e controle.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DE AMOSTRAS

O presente trabalho foi cadastrado na Plataforma Brasil e todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL 189/2013 — CAAE N° 17123113400005231).
Todos os participantes e responsaveis legais pelas criancas foram orientados e somente foram
utilizadas amostras de pacientes autorizados por seus responsaveis, mediante a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Neste trabalho foram coletados SmL do sangue periférico de 74 pacientes de
0 a 19 anos diagnosticados com LLA atendidos no Servigo de Oncopediatria do Hospital do
Cancer de Londrina (HCL), sendo classificados em alto e baixo risco de acordo com o GBLT-
LLA 2009, e 115 controles com faixa etaria similar, os quais nao possuiam historico de
neoplasia, processos inflamatorios e infecciosos, coletados no Hospital Universitario da

Universidade Estadual de Londrina.

3.2 EXTRACAO DE DNA

A partir do sangue periférico coletado em tubo EDTA (4cido etilenodiamino
tetra-acético), foi extraido o DNA utilizando o kit comercial Biopur Mini Spin Plus Kit
(Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brasil) segundo as especificacdes do fabricante. O DNA
extraido foi eluido em 50 pL de tampao de eluicdo e quantificado por espectrofotometria no
aparelho NanoDrop 2000c® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). A absorbancia
no comprimento de onda de 260 nm foi utilizada para determinar a concentragdo de 4cidos
nucleicos, e a razao para determinar o grau de pureza em relagdo a proteinas foi obtida entre as

absorbancias 260 e 280nm.

3.2.1 Anailise de presenca/auséncia em homozigose dos genes GSTM1 e GSTT1

A reacdo de co-amplificagao em cadeia pela polimerase foi realizada baseada
no protocolo de PCR Multiplex de ABDEL-RAHMAN et al. (1996), modificado, nas seguintes
condi¢des: tampao da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCl); 2 mM de MgCly;
10 pmol de cada iniciador; 1,25 U de Tag DNA polimerase; 2 mM de dNTPs; 100ng de DNA

gendOmico total e dgua ultrapura estéril para completar o volume final.
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Os fragmentos foram amplificados em termociclador PTC-100 (MJ Research,
Inc) e submetidos a eletroforese (3V/mL). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida 10% e visualizados através da técnica de coloracdo por nitrato de prata.

Os iniciadores para o gene CYPIAI amplificam um fragmento nao
polimérfico de 312 pb, usado como controle interno da reagdo. Os fragmentos de 215 e 480 pb
foram observados, respectivamente, nos individuos GSTM1 e GSTTI positivos. A auséncia de
amplificacdo GSTM1 (215 pb) ou GSTT1 (480 pb), na presenca de controle interno, indicou os

respectivos genotipos nulos para cada gene, ou para ambos.

3.2.2 Analise do polimorfismo rs1800566 do gene NQOI

Para a andlise do polimorfismo rs1800566 do gene NQO! foi realizada a
amplificagdo por PCR e subsequente andlise do fragmento de restricao (RFLP).

O PCR foi realizado em volume final de 12,5ul. contendo 100ng de DNA
como template, 1,25uL de buffer 10X, 1 unidade de Tag-DNApolimerase (Invitrogen™,
Carlsbad, USA), 100 umol de dNTP e 10pmol de cada iniciador.

A amplificagdo foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
(174pb). Em seguida, os produtos foram submetidos a digestdo enzimatica com 1 unidade da
enzima Hinfl (Boehringer, Mannheim, Germany) e visualizados apoés a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata.

O alelo prevalente demonstrou um produto de 174pb resistente a digestao
enzimatica, enquanto o alelo raro T (polimérfico) revelou um fragmento de 119pb e outro de

55pb.

3.2.3 Quantificacao da glutationa plasmatica

Aliquotas de 100 pL de plasma foram desproteinizadas com 100 pL de acido
tricloroacético a 50% e centrifugadas por 5 minutos a 4000 rotagdes por minuto. Um volume
de 50 uL deste sobrenadante foi adicionado a microplaca e misturado com 200 pL de solugao
tampao Tris-HCI (0,4 molar; pH 8,9). Para controlar a reagdo, uma curva padrao com dilui¢ao
em série da solucdo 0,03 M de GSH (Sigma) foi realizada. Finalmente, 50 uL de 4cido 5,5°-
ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) 0,01 M (preparado em metanol) foram adicionados a todas
na curva padrdo e nas amostras, ¢ a detec¢ao foi realizada por espectrofotometria com

comprimento de onda de 405nm.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias dos gendtipos dos polimorfismos foram submetidas ao teste
qui-quadrado para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg. Os estudos de associagdo do tipo
caso-controle foram analisados pelo calculo da Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca
(IC) a95% e por teste de Fisher. Toda a analise estatistica foi realizada usando o software Prism
6 (GraphPad Software, San Diego, EUA). Os testes Tau b de Kendall foram utilizados na
comparac¢do entre os parametros analisados em relagdo aos diferentes genotipos, através do

programa estatistico SPSS (versdo 20). Valores de p< 0.05 foram considerados significantes.
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4 PRODUCAO CIENTIFICA

4.1 Artigo 1 - Review

ACUTE LYMPHOID LEUKEMIA ETIOPATHOGENESIS

Abstract

Acute lymphoid leukemia (ALL) is a type of hematological neoplasm that affects the
precursor cells of strains B and T, with a higher incidence in the pediatric range. Its
pathophysiology involves the blockade of differentiation and the high proliferation of
precursor cells, called leukemic blasts. Despite the lack of information in the literature, it
is believed that leukemogenesis originates from a complex interaction between
environmental and genetic factors, which combined lead to cellular modifications. The
pathophysiology of ALL involves genetic and environmental mechanisms at different
levels, and also there must be a complex relationship between these factors. Environmental
factors have been evaluated as possible predisposing factors in the development of ALL
but there are still conflicting results in the world literature. In this context, the aim of the

present review is to discuss the major exogenous factors regarding ALL.

Keywords. Leukemia, Childhood, Infection, Environment

Introduction

Childhood and juvenile cancer, which affects individuals between 0 and 19 years old,
consists of a set of diseases that have their own characteristics in relation to the cells that make
up the tumors (histological type) and clinical behavior of the disease (Little 1999). In most
populations, childhood and juvenile cancer accounts for 1% to 4% of all malignant tumors, and
in developing countries, where the child population reaches 50%, this proportion of childhood
cancer accounts for 3% to 10% of all cancers. In developed countries, this proportion decreases
to around 1% (ACS 2016). Among childhood cancer types worldwide, leukemia is common in
most populations, corresponding to 25% to 35% of cases (Howlader, Noone et al. 2014).

Leukemias are different groups of hematologic diseases with a different biological

concept, clinical presentation, prognosis and treatment response, characterized by the presence
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of an abnormal cell population suppressing the normal production of cellular components of
the hematopoietic system (Polychronakis, Dounias et al. 2013).

The origin of leukemias comes from hematopoietic stem cells (HSCs) and precursors in
the bone marrow (BM), promoting proliferation and infiltration of leukemic cells (Konopleva
and Jordan 2011, Azizidoost, Babashah et al. 2014). In general, hematological malignancies are
classified according to lineage, degree of maturation and form of cellular involvement in the
BM. Myeloid lineage neoplasms may include granulocytes (neutrophils, eosinophils, basophils),
monocytes, erythrocytes, platelets (megakaryocyte derivatives) and mast cells. In contrast, the
lymphoid lineage corresponds to B or T lymphocyte and natural killer (NK) cells (Vardiman,
Thiele et al. 2009).

The pathophysiology of acute lymphoid leukemia (ALL) involves complex genetic and
environmental mechanisms at different levels, and also there must be a complex relationship
between these factors. It is believed that ALL may originate from interactions between
exogenous factors. Therefore, this review proposes to clarify the understanding of ALL

regarding environmental factors.

Acute lymphoid leukemia

ALL is a malignant disorder that originates from a single haematopoietic precursor
affecting the B or T cell line. These cells can acquiring a series of genetic alterations that could
disrupts normal maturation processes, leading to blockade of differentiation and to transformed
cell proliferation (Graux 2011).

The incidence of this disease varies worldwide. However, there is a higher frequency in
countries with high socioeconomic development, except for some cases of ALL reported in
some Hispanic cities, Costa Rica and Mexico City, that also shows high frequency of these
malignancy (Mejia-Arangure, Bonilla et al. 2005, Mejia-Arangure, Perez-Saldivar et al. 2011).

In the United States, have been estimated approximately 6000 new ALL cases, at a ratio
of 1.3 men to 1 woman (Siegel, Naishadham et al. 2012). Most patients are children, with 60%
of cases occurring in individuals under 20 years old (Pui, Robison et al. 2008, Stanulla and
Schrappe 2009, Hunger, Lu et al. 2012).

ALL, like cancer in general, probably originates from interactions between exogenous
and endogenous exposure and genetic susceptibility (Inaba, Greaves et al. 2013). ALL
pathogenesis occurs from important genetic lesions in genes involved with T or B lymphocyte

differentiation (Pui, Robison et al. 2008). The challenge is to identify exposure elements and
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relevant inherited genetic variants, and decipher how and when these factors contribute to the
multi-stage natural history of ALL from initiation (usually in the womb) to disease
manifestation (Greaves and Wiemels 2003).

The classification for ALL B-cells precursor is based of cell surface expression
molecules related to normal cell maturation. The markers that allow this definition are identified
through immunophenotypic assay by flow cytometry and the recommend criteria of
identification consist at least two specific antigens from each lineage.

The European Group for the Immunological Characterization of Leukemia (EGIL)
simplified the characterization of ALL, standardizing the different nomenclatures used by
different researchers in the field of cellular immunophenotyping (Bene, Castoldi et al. 1995).

In all ALL B-cell precursors, the cells are generally positive for CD79, TdT, HLA-DR,
CD19 and CD22. This group is subdivided into pro-B ALL (CD10-/ clgu-), common ALL
(CD10 +/ clgu-) and pre-B ALL (CD10 +/ clgp +/ sIgu +/-). In the pre-B subtype, the cells are
positive for CD19, CD24, HLA-DR, c¢CD22 and CD10. TdT and CD20 antigens present
variable expression. Its characteristic is the presence of cytoplasmic p heavy chain (Szczepanski,
van der Velden et al. 2006). Mature B-cell ALL represents 2 to 5% of ALL. The cells have the
CD19, CD20, CD22, CD24 and slgp antigens. Many cases are CD10 + (Szczepanski, van der
Velden et al. 2006). Flow cytometry can also be used to classify ALL according to with its
DNA content where ALL are classified as hyperdiploid, implying a good prognosis, and
hypodiploids, with an unfavorable prognosis (Jennings and Foon 1997, Szczepanski, van der

Velden et al. 2006).

Pathophysiology of ALL

Leukemia and other cancers share the same biological characteristic which is clonality.
Molecular changes required for cancer development are a rare phenomenon, given the large
number of target cells susceptible to this condition. Normally, a single genetic change is rarely
enough for malignant tumor development (Gallegos-Arreola, Borjas-Gutiérrez et al. 2013).

The development of a malignant hematological disease probably involves a mutation in
a critical gene of cell proliferation, differentiation and/or survival in a hematopoietic progenitor
(Greaves 2002). Most leukemia mutations are acquired and occur in a lymphoid cell progenitor;
mutated genes are less often inherited (1 to 5% of leukemias), and this involves a numerical

chromosomal abnormality, such as 21 trisomy (Seewald, Taub et al. 2012).
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When an oncogene is activated by mutation, the encoded protein is structurally modified
and generally has increased transformative activity, remaining in its active state, and
continuously transmitting its signals through the interaction of tyrosines and/or threonine
kinases. These signals induce incessantly continued cell proliferation (Gallegos-Arreola,
Borjas-Gutiérrez et al. 2013).

There are mutations that suppress gene function and occur in tumor suppressor genes,
such as TP53. However, less than 3% of childhood patients and an average of 9% of adult ALL
patients have mutations in 7P53 (Chiaretti, Zini et al. 2014).

Numeric chromosomal abnormalities as well as structural rearrangements
(translocations) commonly occur in ALL. Significant cytogenetic abnormalities in B-cell
precursors are associated with poor prognosis ALL, including t(9; 22) or Philadelphia
chromosome, with frequency directly proportional to age (Rix, Colinge et al. 2013); t (4; 11),
related to the mixed lineage leukemia (MLL) gene, common in childhood and also associated
with myeloid leukemia (Armstrong, Staunton et al. 2002, Armstrong, Kung et al. 2003);
hypodiploidy (Nachman, Heerema et al. 2007); and chromosome 8 trisomy in adults diagnosed
with ALL (Bakshi, Brahmbhatt et al. 2012).

In addition, the genetic alterations associated with ALL are mainly localized to sites
where oncogenes exist, for example: chromosome 9 GLA oncogene, which is affected by
certain translocations in ALL (Cazzaniga, van Delft et al. 2011); the MLL oncogene MLL
related to ALL in children (Ayton and Cleary 2001); t (8; 14) translocation associated with gene
dysregulation of the C-MYC oncogene (Palomero, Lim et al. 2006); TP53 tumor suppressor
gene mutations (Vilas-Zornoza, Agirre et al. 2011); and deletions and inversions, such as the
transcription factor PAX5 deletions, present in at least 30% of B-cell precursor ALL (Heltemes-
Harris, Willette et al. 2011).

Aberrant methylation of CpG islands in gene promoter regions has been identified in
ALL cell lines and is considered important since methylation of CpG dinucleotides near
transcription initiation sites may silence gene expression (Feinberg and Tycko 2004). Thus,
hypermethylation of tumor suppressor genes and hypomethylation of oncogenes can trigger
leukemias.

Another important mechanisms of ALL development are the modification of
angiogenesis (Schneider, Dubus et al. 2011), signal transduction in interaction with tyrosine
kinase receptors and, finally, apoptosis regulatory molecules (Sanda, Tyner et al. 2013), as is
the case of the BCL2 gene, which encodes a cytoplasmic protein located in mitochondria and

increases cell survival by inhibiting apoptosis.
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There are cases of secondary hematologic malignancies, developed from complications
of cancer treatment. They usually manifest as acute leukemias or myelodysplastic syndromes
and are frequently high, possibly due to increased use of genotoxic agents in antitumor therapies
and increased survival in other cancers (Smith, McCaffrey et al. 1996).

Increasing of evidence support a multi-step process in leukemogenesis, with sequential
steps and a series of changes in oncogenes, tumor suppressor genes and microRNA genes in
tumor cells (Greaves 2002, Croce 2008). Unlike genes involved in cancer development, genes
for microRNAs do not encode proteins; its products are small RNA molecules (single stranded
21-23 nucleotides) that recognize and bind to messenger RNA (mRNA) nucleotide sequences,
blocking the translation of the protein, thereby regulating gene expression (Calin, Dumitru et
al. 2002, Croce 2008).

Several microRNAs have been implicated in the pathogenesis of ALL (Akbari
Mogadam, Lange-Turenhout et al. 2013, Benetatos and Vartholomatos 2013, Dou, Li et al.
2013). In this context, Li, Li et al. (2013) have identified an increase in miR-708, miR210 and
miR-181b microRNA expression in B-line precursor ALL cells (common ALL). Moreover,
they demonstrated that miR708 expression is related to the high-risk ALL group, when
compared to low-risk groups, by regulating the expression of the ciliary neurotropic factor
receptor (CNFTR), neuronatin (NNAT) and guanine nucleotide-binding protein subunit gamma
(GNG12) genes.

Molecular changes required for leukemia development are rare phenomena when
considering the large number of target cells susceptible to genetic modification (Greaves 2002).
It is important to mention that when referring to the origin of cancer, in the case of ALL, two

terms must be referenced: the original cell and the leukemic stem cell.

Environmental factors

It is believed that ALL may originate from interactions between exogenous and
endogenous exposures, genetic (inherited) or random susceptibility (Greaves and Wiemels
2003, Inaba, Greaves et al. 2013).

Although little is known about the etiology of ALL, the multifactorial behavior of the
disease suggests that risk factors contribute to its development, whether by ionizing radiation,
chemotherapy and/or chromosomal abnormalities (Han, Lan et al. 2010). On the other hand,

there are three highlighted hypotheses: population mix (Strachan 1989), late infection (Kinlen



36

1995) and hygienic-sanitary (Greaves 2006), suggesting the involvement of the immune system
in the etiology of ALL.

Some factors associated with an increased risk for ALL were identified. One of the
most related environmental factors is the involvement of ionizing radiation, which is more
prevalent in pediatric leukemias, especially in ALL and acute myeloid leukemia (AML) (Belson,
Kingsley et al. 2007, Jin, Xu et al. 2016). Potential exposure of children to ionizing radiation
may occur during the gestational phase or in the postnatal period (Belson, Kingsley et al. 2007).
Other risk factors already accepted includes prenatal x-ray exposure; postnatal exposure to high
doses of radiation and very specific genetic conditions, such as Down Syndrome, among other
syndromes (INCA 2018).

In a study associating haplotypes with patients that were exposure to radiation,
Chokkalingam, Bartley et al. (2011) observed that, when analyzing 32 genes responsible for
cell cycle repair pathways, 4 haplotypes from APEXI, BRCA2, RAD51 and ERCC2 genes
demonstrated a risk association. Also, they showed that 3 genes (NBN, XRCC4 and CDKN2A)
were associated with structural and numerical genetic alterations in ALL patients, showing
genetic susceptibility regarding to ionizing radiation.

The hypotheses of population mixture and late infection suggest that a poor immune
system in the early stages of human development may cause abnormal immune responses
against infections, allowing an altered cell to develop. Both hypotheses are similar to the
sanitary hygienic hypothesis, which explains the emergence of the original cell by the increased
frequency of allergies during the first years of life. Many studies support the hypothesis of
infections and the immune system as etiological factors of ALL (Greaves 2006, Chang,
Wiemels et al. 2010, Han, Lan et al. 2010, Chang, Tsai et al. 2012, Wiemels 2012). However,
little is known about the role of genes in this etiology.

Environmental factors have been evaluated as possible predisposing factors in the
development of ALL but studies have produced conflicting results. Quiroz, Aldoss et al. (2019)
describes chromosomal abnormalities and specific genomic landscape in Latinos with ALL and
their association with unfavorable prognosis, focusing on the higher frequency of Philadelphia
chromosome-like ALL. These authors compared the distribution of ALL throughout the various
countries in Latin America in an attempt to shed some epidemiological light on the genetic
ancestry of ALL.

Other environmental factor include hydrocarbons, especially benzene, pesticides, and
the consumption of alcohol, cigarettes, and illicit drugs during pregnancy, which have been

described as predisposing factors for childhood ALL (Infante-Rivard, Labuda et al. 1999,
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Hashibe, Straif et al. 2005, Metayer, Zhang et al. 2013, Chunxia, Meifang et al. 2019). Some
