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PUTINATTI, Paulo de Tarso de Mello Ayres. Polimorfismo genético do receptor
da interleucina-7 (rs6897932): associacdo com marcadores progndésticos na
leucemia linfoide aguda infantojuvenil. 64 paginas. Dissertagcdo de Mestrado do
Programa de Fisiopatologia Clinica e Laboratorial, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

RESUMO

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma desordem maligna que se origina de um unico
precursor hematopoiético acometido para a linhagem de células B, T ou NK. Embora
as variagdes genéticas nas leucemias ocorram em grande parte por mutagdes
somaticas, as alteragcbes na linhagem germinativa podem contribuir para a
predisposi¢cdo dessa neoplasia hematoldgica. A interleucina 7 (IL-7) é uma citocina
pleiotropica e atua como uma das principais citocinas homeostaticas com importante
papel na manutencgéo de células linfoides. A fungéo da IL-7 € mediada pelo receptor
de interleucina 7 (IL-7r). A desregulagdo do eixo IL- 7/IL-7r implica em alteracbes de
sinalizagao celular que, na biologia do cancer e podem contribuir para a progressao
tumoral. Descobertas de modificagcbes do gene IL7RA, como o polimorfismo
rs6897932, tém sido relacionadas com o aumento da susceptibilidade ao cancer. Na
biologia do céncer, este polimorfismo tem sido relacionado com as alteragbes nos
mecanismos das vias de transdugao de sinal e consequente aumento da expressao
dos niveis de IL-7 ou do IL-7r no processo leucémico. Portanto, a proposta do presente
trabalho foi investigar o polimorfismo genético IL7RA na patogénese da leucemia
linfoide aguda (LLA) infanto-juvenil. O polimorfismo foi avaliado através da técnica de
PCR-RFLP em 133 pacientes com LLA e comparado a amostras do projeto ALFA do
Instituto Nacional de Saude dos EUA (NIH). Foram realizadas analises de associagao
do tipo caso-controle usando o teste de qui-quadrado com intervalo de confianga (IC)
de 95%. Também foram realizadas correlagbes entre genoétipo e caracteristicas
clinicas, utilizando o coeficiente de Tau-b. Em nosso estudo foi verificado que os
parametros clinicos em pacientes com LLA apresentaram correlagdes significativas.
O polimorfismo no gene IL7RA demonstrou-se como um possivel fator de protecéo
para pacientes com LLA, visto que a presenga do alelo CT esta relacionada com
tendéncia a melhor prognostico quando comparado entres pacientes de baixo e alto



risco (p=0,07). Houve correlagao positiva entre a classificagdo da LLA e o risco de
recaida (Tau= 0,242; p=0,005), e correlagdo negativa entre risco de recaida e
desfecho de morte (Tau=-0,214; p=0,014) e entre recaida e desfecho de morte (Tau=-
0,242; p=0,004). Mais estudos s&o necessarios, mas pode-se inferir que o
polimorfismo no gene IL7RA seja um provavel marcador prognéstico e de risco para
a LLA.

Palavras-chave: IL-7; IL-7ra, variantes genéticas; citocinas.



PUTINATTI, Paulo de Tarso de Mello Ayres. Genetic polymorphism of interleukin-
7 receptor (rs6897932): association with susceptibility and prognostic markers in
Brazilian childhood acute lymphoid leukemia. 64 pages. Master's Degree Dissertation
of the Clinical and Laboratory Pathophysiology Program - State University of Londrina,
Londrina, 2023.

ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant disorder originating from a single
affected hematopoietic precursor for the B or T cell lineage. Although genetic variations
in leukemias occur largely through somatic mutations, the germ-line alterations may
contribute to this hematologic neoplasm's predisposition. Interleukin 7 (IL-7) is a
pleiotropic cytokine that acts as one of the main homeostatic cytokines with an
important role in maintaining lymphoid cells. IL-7 function is mediated by the interleukin
7 receptor (IL-7r). Its receptor consists of two glycosylated chains anchored in the
membrane by a single helical transmembrane domain, alpha chain or CD127, and a
common gamma chain (yc) or CD132. Deregulation of the IL-7/IL-7r axis implies
changes in cell signaling that, in cancer biology, contribute to tumor progression. The
discovery of modifications in the IL7RA gene, such as the rs6897932 polymorphism,
has been linked to increased susceptibility to cancer. In cancer biology, this
polymorphism has been related to changes in the mechanisms of signal transduction
pathways and consequent increases in the expression of IL-7 or IL-7r levels in the
leukemic process. Therefore, the present work aimed to investigate the genetic
polymorphism of the IL7RA gene in the pathogenesis of childhood acute ALL. PCR-
RFLP evaluated polymorphism in DNA samples from 133 patients with ALL and
compared them to the samples of the NIH ALFA project. Case-control association
analyses were performed using the chi-square test with a 95% confidence interval (Cl).
Correlations between genotype and clinical characteristics were also performed using
the Tau-b coefficient. In our study, it was verified that the clinical parameters in patients
with ALL present significant correlations. The polymorphism in the IL7RA gene proved
to be a possible protective factor for patients with ALL, since the presence of the CT

allele is related to a tendency towards a better prognosis when compared between low-



and high-risk patients (p= 0.07). There was a positive correlation between the ALL
classification and the risk of relapse (Tau= 0.242; p=0.005), and a negative correlation
between the risk of relapse and the outcome of death (Tau=-0.214; p=0.014) and
between relapse and the outcome of death (Tau=-0.242; p=0.004). More studies are
needed, but it can be inferred that the polymorphism in the IL7RA gene is a probable
prognostic and risk marker for ALL.

Keywords: IL-7; IL-7ra,; genetic variant; cytokines.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cancer permanece como um dos maiores desafios de saude a ser
pesquisado, compreendido e combatido atualmente. Para o ano de 2020, a
ocorréncia mundial foi de 19,3 milhdes de novos casos de cancer e 10 milhdes de
mortes causadas pela doenga (SUNG, H. et al., 2021). Ja no Brasil, a estimativa do
Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), para o triénio de
2023-2025, aponta a ocorréncia de cerca de 704 mil novos casos de cancer para cada
ano (INCA, 2023). Para este mesmo triénio, estima-se 7.390 casos de cancer em
criangas e adolescentes (INCA, 2023). Apesar da taxa de incidéncia para todos os
tipos de canceres combinados ser até duas vezes maior em paises desenvolvidos,
comparado a paises menos desenvolvidos, a taxa de mortalidade € de apenas 8 a
15% maior em paises mais ricos. Essa discrepancia € devido a diferenca do tipo de
cancer incidente e a menor disponibilidade de tratamento adequado nas regides mais
carentes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).

A patogénese do cancer ocorre em um complexo contexto de interagdes entre
as células malignas, o estroma circundante e o sistema imune do organismo. Nessas
interagbes, o envolvimento de células, citocinas, quimiocinas e todos o0s outros
componentes, podem atuar tanto no combate quanto no favorecimento da iniciagao,
progressédo, invasdo e, finalmente, metastase das células transformadas.
Adicionalmente, em todo este processo, ocorre a influéncia de fatores genéticos e
fenotipicos de células que participam no inicio e no estabelecimento de células
malignas (YAQUB; AANDAHL, 2009).

Os canceres pediatricos sdo diferentes daqueles que ocorrem em adultos,
sendo associados as alteracées no DNA que podem ocorrer no inicio da vida e, até
mesmo, antes do nascimento e nao estdo fortemente ligados a fatores de riscos
ambientais ou ao estilo de vida. Seguindo este pressuposto, as leucemias sao o tipo
de cancer pediatrico mais frequentemente diagnosticado, seguido por tumor do
sistema nervoso central, neuroblastoma e tumor de Wilms (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021).

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de doengas hematoldgicas que
diferem significativamente quanto as caracteristicas morfolégicas, imunofenotipicas,

citogenéticas e moleculares. Estas caracteristicas especificas refletem no espectro de
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alteragdes bioldgicas envolvidas na transformacdo maligna e/ou na variagdo dos
niveis da hierarquia hematopoiética onde estes eventos ocorrem (GUENOVA,;
BALATZENKO, 2013).

1.1 Leucemia linfoide aguda (LLA)

A leucemia linfoide aguda (LLA) € uma desordem maligna que se origina de um
unico precursor hematopoiético acometido para a linhagem de células B, T ou natural
killer (NK). A aquisicdo de uma série de alteragdes genéticas em genes envolvidos
com a diferenciacao de linfocitos interrompe os processos de maturagao, levando ao
bloqueio da diferenciagéo e a proliferagdo da célula transformada (GRAUX, 2011; PUI
etal., 2011).

Nos Estados Unidos da América (EUA), para o ano de 2023, a Sociedade
Americana do Cancer estimou cerca de 59.610 novos casos (14,1 casos/100.000
habitantes) de LLA e 23.710 oObitos (6 6bitos/100.000 habitantes) entre homens e
mulheres de todas as idades (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023). Contudo, cerca
de 60% dos casos ocorrem em individuos abaixo dos 20 anos de idade, sendo
criangas a maioria acometida pela LLA (PUI et al., 2008; HUNGER et al., 2012). Os
registros da incidéncia do cancer em 16 cidades de diferentes regides brasileiras,
demonstraram uma estimativa média de 24,8 casos por milhdo de habitantes e pico

de incidéncia aos 3 anos de idade, para ambos os sexos (DESOUZA et al., 2011).

As leucemias e os outros tipos de neoplasias compartiham uma mesma
caracteristica biologica: a clonalidade. As alteragdes moleculares requeridas para o
desenvolvimento do cancer constituem um fenémeno raro, considerando o vasto
numero de células-alvo suscetiveis a esta condicdo e os mecanismos imunoldgicos
préprios do organismo para evitar esta proliferacdo de células alteradas.
Normalmente, uma unica alteragdo genética raramente € suficiente para o
desenvolvimento do tumor maligno (GALLEGOS-ARREOLA et al., 2013). Deste
modo, o grande desafio tem sido identificar elementos de exposi¢cdo, como infecgdes
e inflamagdes, e variantes genéticas herdadas relevantes, de modo a decifrar como e
quando estes fatores contribuem para a histéria natural da LLA (GREAVES;
WIEMELS, 2003).

A fisiopatologia da LLA envolve mecanismos complexos, em que alteragbes



15

genéticas e fatores ambientais podem estar relacionados. Entretanto, pontos-chave
na fisiopatologia da LLA é sua origem monoclonal, a proliferagao celular descontrolada
por estimulacédo dos receptores para fatores de crescimento, a auséncia de resposta
aos sinais inibitérios e a longevidade celular condicionada pela diminuigdo da
apoptose (GALLEGOS- ARREOLA et al., 2013).

Existe heterogeneidade na apresentagdo das leucemias, principalmente em
relagdo a morfologia celular, taxa de proliferacdo, alteragdes genéticas e, como
resultado, resposta ao tratamento. Os mecanismos moleculares que compreendem a
heterogeneidade da neoplasia maligna, sdo aspectos importantes no estudo da
biologia do cancer (VISVADER, 2011). Embora as alteragcdes genéticas nas leucemias
ocorram em grande parte por mutagdes somaticas, as alteragbes na linhagem
germinativa podem contribuir para a predisposi¢gao ao cancer espontaneo ou familiar
(hereditario) (CROCE, 2008).

As anormalidades cromossomais numericas, bem como rearranjos estruturais,
(translocagdes) ocorrem na LLA. Como por exemplo, podemos citar as anormalidades
citogenéticas importantes em precursores de células B estdo associadas com LLA de
pior prognostico, incluindo translocagdo (9;22), conhecido como cromossomo
Filadélfia, com frequéncia diretamente proporcional com a idade do paciente (RIX et
al., 2013); a translocacéo (4;11), relacionada ao gene da leucemiade linhagem mista
(MLL), comum na infancia e que também esta associada aleucemia mieloide
(ARMSTRONG et al., 2002; ARMSTRONG et al., 2003) e a hipodiploidia (NACHMAN
et al., 2007).

1.1.1 Manifestacdes clinicas

A maioria das manifestagdes clinicas em pacientes leucémicos deve-se ao
acometimento da medula éssea. Como a medula éssea € o 6rgéo responsavel pela
hematopoiese, na LLA, as células leucémicas comprometem a proliferacdo e
maturagao celular normal. As consequéncias deste comprometimento desencadeiam
sinais e sintomas como anemia (palidez, letargia), trombocitopenia (hematomas,
petéquias, sangramento da mucosa) e leucopenia (febre, infecgdo). Existe uma triade
classica de sinais e sintoma (febre, letargia e petéquias) que auxilia os médicos a
suspeitarem de LLA, mas esta presente em apenas 23% dos casos (BRIX;
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ROSTHOJ, 2014; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

Além destes sinais, o envolvimento de locais extramedulares leva a
hepatoesplenomegalia e linfadenopatia em 20% dos pacientes (ALVARNAS et al.,
2015). O comprometimento do sistema nervoso central (SNC) & apresentado em 8 a
10% dos pacientes quando ha detecgao de blastos no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(PUI; HOWARD, 2008; SIRVENT et al., 2011; JABBOUR et al., 2015).

1.1.2 Diagnésticos das leucemias e classificagdo de risco segundo o GBTLI

O diagndstico de um paciente com leucemia é realizado a partir da analise
detalhada quanto ao numero e morfologia das células do sangue periférico.
Inicialmente, a analise quantitativa com a contagem absoluta e relativa dos eritrocitos,
dos leucdcitos e das plaquetas, revela informagdes importantes acerca das condi¢coes
da hematopoese. Entretanto, a caracterizagdo dos leucécitos em uma extensao do
sangue periférico, o esfregago sanguineo, e o contexto clinico do paciente s&o
indispensaveis no diagnostico inicial adequado (MCPHERSON; PINCUS, 2011).

Os avangos recentes nas técnicas de diagnostico das leucemias promoveram
um incremento significativo na sobrevida dos pacientes, principalmente em relagdo a
LLA e aos linfomas linfoblasticos, através da intensificacdo das modalidades
terapéuticas existentes, o transplante de medula éssea e o escalonamento da dose
das drogas quimioterapicas (SCHRAPPE, 2002; REDDY; PERKINS, 2004).

Dessa forma, além do leucograma, a analise da medula por imunofenotipagem
tornou-se uma ferramenta essencial no diagnédstico e na classificagao das leucemias,
permitindo a distingdo da origem e dos estagios de diferenciacdo das células
leucémicas, provendo um ponto de referéncia para o tratamento clinico (QIU et al.,
2009). Ainda, as analises do perfil de expresséo génica tém permitido a identificagéo
de novos subtipos leucémicos, como a LLA de precursores de células T jovens
(MULLIGHAN et al., 2007; COUSTAN-SMITH et al., 2009; MULLIGHAN et al., 2009).

No contexto clinico, a contagem elevada de leucécitos e a idade no diagnéstico
sdo considerados indicadores confiaveis de prognostico em pacientes leucémicos
tratados com quimioterapia convencional (PULLEN et al., 1999; PUI; EVANS, 2006).

No Brasil, o Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia na Infancia(GBTLI),



17

atualizado em 2009, estratifica os pacientes em dois grandes grupos de risco, baixo
risco (BR) e alto risco (AR), e leva em consideragdo os parametros hematologicos
como a leucometria ao diagnostico e no 7° dia de tratamento, linhagens celulares
como a presencga de blastos no sangue periférico e a resposta terapéutica, que pode
ser verificada, por exemplo, pela contagem de células leucémicas na medula (Tabela
1).

Esse protocolo também ressalta que pacientes classificados como BR podem
ser reclassificados se durante o tratamento apresentarem caracteristicas do AR
(CAZE; BUENO; SANTOS, 2010).

Tabela 1. Classificagdo de risco da LLA segundo o GBTLI.

Baixo Risco(BR) Alto Risco(AR)
Idade 21 ano a <9 anos <1 ano e >9 anos
Leucometria ao <50.000/mm? >50.000/mm?
diagnostico
Leucometria no 7° dia <5.000/mm? >5.000/mm?3
detratamento
Blasto no sangue Auséncia de blastos e Presenca de blastos e/ou
periférico e baixo comprometimento comprometimento medular
comprometimento medular extenso
medular no 14°dia de
tratamento
Medula no 28° dia de Baixa contagem de células Evidéncia de acometimento
indugao leucémicas extramedular ao final da

inducao

Comprometimento do Auséncia de blastos no Persisténcia de blastos
SNC liquor no14° dia de leucémicos

tratamento

SNC: Sistema Nervoso Central. BR: Baixo risco. AR: Alto risco.

Fonte: Adaptado de BRANDALISE et al., 2016; CAZE; BUENO; SANTOS, 2010.
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1.1.3 A interleucina 7 e seu receptor

A interleucina 7 (IL-7) desempenha um papel crucial no fortalecimento do
sistema imunoldgico apos o transplante de medula éssea ou a realizagdo de
quimioterapia (Mackall; Fry; Gress, 2011). Isso a torna uma citocina de grande
importancia na manutencgéo das células linfoides, ja que os agentes quimioterapicos
induzem a linfopenia, afetando a contagem e o repertério desses tipos celulares
(Mackall et al., 1997).

Embora IL-7/receptor de interleucina 7 (IL-7r) exergcam fungdes fisioldgicas no
contexto imunologico, esse complexo tem sido objeto de estudos em doencgas
inflamatorias (Gracey et al., 2016), doengas autoimunes (Lee et al., 2012) e até mesmo
em certos tipos de cancer, como a LLA-B e LLA-T. Na LLA-T, mais de 70% dos
individuos desse subtipo apresentam blastos positivos para IL-7r, com uma correlagéo
especifica com cadeia a (IL-7ra) (Karawajew et al., 2000; Maude et al., 2015).

A IL-7 foi inicialmente descrita como um fator de desenvolvimento das células
B e, mais recentemente, tem sido reconhecida como uma das principais citocinas
homeostaticas, desempenhando um papel essencial na sobrevivéncia de varias
populagdes de células T maduras, incluindo as células T reguladoras (Tregs) (Carrette
et al., 2012; Mazzucchelli et al., 2012). A IL-7 é considerada uma citocina pleiotropica,
ou seja, ndo se liga exclusivamente a um unico receptor, (Ma; Koka; Burkett, 2006)
que, em conjunto com o IL-7r, ativa as proteinas Janus quinase 1 e 3 (JAK1 e JAKS,
respectivamente), resultando na fosforilagao e transdugao de sinal de moléculas como
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 5 (STATS) e fosfatil-inosil-3-quinase
(PI3K) (Jiang et al., 2005).

A funcédo da IL-7 é mediada pelo seu receptor de membrana, conhecido como
IL-7r. A delegdo deste receptor em seres humanos foi identificada como uma causa
primaria de imunodeficiéncia severa combinada (Bazdar; Kalinowska; Sieg, 2009). O
receptor IL-7r (Figura 1) € composto por duas cadeias glicosiladas ancoradas na
membrana, sendo uma a cadeia alfa (IL-7ra ou CD127) (Goodwin et al., 1989) e a
outra a cadeia gama comum (yc ou CD132) (Noguchi, 1993; Kondo et al., 1994). A
cadeia a é compartilhada pelo receptor da linfopoietina do estroma (TSLPR), enquanto
a cadeia yc é compartilhada pelos receptores da interleucinas 2, 4, 9, 15 e 21
(respectivamente, IL-2, IL-4, IL-9, IL-15 e IL-21, e se associa com as quinases JAK1 e
JAKS3, respectivamente (Pandey et al., 2000; Park et al., 2000).
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A sinalizagdo fisiolégica da IL-7 depende da formagcdo do complexo
heterodimérico entre as subunidades CD127 e CD132, ativando as quinases JAK1 e
JAKS e resultando na fosforilagcdo de residuos de tirosina da subunidade IL-7ra. Isso
permite a ligacado de moléculas efetoras, como a PI3K e STAT5 (McElroy et al., 2012).
A fosforilagdo de STAT5 pelas quinases JAKs promove sua translocagdo para o
nucleo, onde induz a transcri¢do de genes relacionados a sobrevivéncia e proliferagcao
celular (Figura 1) (Mazzucchelli; Durum, 2007; McElroy et al., 2012).

Figura 1: Via de sinalizagdo do receptor da Interleucina 7 (IL-7r)

JAK: Janus kinase; PI3K: fosfatidil-inositol 3-quinase; IL-7: interleucina 7; STAT: transdutor de sinal e

ativador de transcricéo

Fonte: LIN, J., et al., 2017

A sinalizag&o IL-7r através das vias PI3K/ proteinoquinase B (Akt) e JAK/STAT
esta envolvida na sobrevivéncia das células pro-B. No entanto, € conhecido que a
deficiéncia de IL-7r ou JAKS esta associada a niveis elevados de proteina apoptética
Bax (Bax) (Lu; Chaudhury; Osmond, 1999; Wen et al., 2001).

Por outro lado, a disfuncédo do eixo IL-7/IL-7r tem sido implicada em doencas
autoimunes, como diabetes e esclerose multipla (Lee et al., 2012; Mazzucchelli; Riva;
Durum, 2012; Monti; Bonifacio, 2014). Além disso, a sinalizagdo mediada por IL-7/IL-

7r também desempenha um papel potencial em neoplasias linfoides, como a leucemia
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linfoblastica aguda (Sasson et al., 2010).

A IL-7 e o IL-7r também tém sido associados ao crescimento de células
tumorais. No entanto, os mecanismos exatos pelos quais o eixo IL-7/IL-7r contribui
para a progressao do cancer ainda ndo estdao completamente esclarecidos, uma vez
que tém sido pouco explorados na literatura. E importante ressaltar que efeitos
indiretos no sistema imunologico, células no microambiente tumoral ou até mesmo nas
proprias células podem abrir caminho para futuros estudos sobre essa molécula
crucial.

A sinalizacdo mediada pelo eixo IL-7/IL-7r pode desempenhar um papel pro-
tumorigénico em cénceres soélidos, como mama, pulmé&o, melanoma e colon (Al-Rawi;
Mansel; Jiang, 2003), além de malignidades linfoides, como o linfoma de Hodgkin e a
leucemia linfocitica cronica (Brown et al., 2003; Cattaruzza et al., 2009; Sasson et al.,
2010).

Foi observado que mutagdes no gene do receptor de IL-7 (IL7RA) podem alterar
a conformacao do receptor, levando a sua homodimerizacéo. Isso pode resultar na
ativacdo de JAK1 associado a regidao citoplasmatica de IL-7ra, tornando
desnecessaria a ligacao de IL-7 para iniciar a sinalizagdo (Zenatti et al., 2011).

Estudos em modelos de camundongos investigando o tratamento com IL-7
ap6s quimioterapia ou transplante de medula 6ssea demonstraram um aumento e
recuperacéo das células B e T, com um aumento na frequéncia de linfocitos virgens
com fung&o normal (Komschlies et al., 1994; Morrissey et al., 1991).

Mutagdes no IL7RA desencadeiam n&o apenas a ativagao da via JAK/STATS,
mas também da via PI3K/Akt/alvo da rifampicina em mamiferos (mTOR) em células
de pacientes com leucemia linfoblastica aguda de linhagem T (Shochat et al., 2011;
Zenatti et al., 2011). A IL-7 e seu receptor desempenham um papel importante no
desenvolvimento de células B, promovendo a sobrevivéncia celular ao regular a
localizacdo e interagado entre moléculas antiapoptéticas, como Bcl-2, Bel-xL e Mcl-1, e
fatores pré-apoptoticos, como Bax e Bad.

Células de pacientes com LLA-T apresentam uma expressdo aumentada de IL-
7ra, contribuindo para a proliferagdo das células leucémicas induzida pela IL-7 (Barata
et al., 2001; Silva et al., 2011). Esse aumento na proliferagdo pode ser resultado de
mutac¢des somaticas em /L7RA. Além disso, Shochat et al. (2011) observaram que
mutagbes em [L7RA levam a ativagdo constitutiva do receptor, promovendo

transformacgao celular in vitro e formagao tumoral in vivo. A maioria das mutagdes
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encontradas em leucemias € adquirida e ocorre em uma célula progenitora linfoide,
enquanto apenas 1 a 5% das leucemias apresentam mutagdes genéticas hereditarias
(Seewald, 2012).

Estudos experimentais também sugeriram que a IL-7 contribui para o
desenvolvimento de leucemia in vivo (Rich et al., 1993; Abraham et al., 2005). Além
disso, foram identificados alguns mecanismos que levam a ativagdo da transcricdo do
gene IL7RA, incluindo modificagbes na transducéo de sinal do eixo IL-7/IL-7r, como
os oncogenes NOTCH1 (Gonzalez-Garcia et al., 2009), ZEBZ2 (Goossens et al., 2015)
e mutagdes na proteina chamada Dinamina 2 (DNM2), que interfere na via JAK-STAT
desse complexo (Sharma et al., 2019).

A elevada expressdo do gene IL7RA tem sido correlacionada com
comprometimento do sistema nervoso central e recorréncia em pacientes pediatricos
com LLA-B (ALSADEQ et al., 2018). A relagcdo entre IL-7 e LLA-B também esta
associada a proteinas ou fatores de transcrigdo que interferem na via de sinalizagao
JAK-STAT, como o supressor tumoral lkaros e gene adaptador da proteina SH2B 3
(SH2B3), contribuindo para a leucemogénese das células B (NAKAYAMA et al., 2009;
HEIZMANN et al., 2013; CHENG et al., 2016).

1.2 Polimorfismo genético

Dentro de uma espécie, os cromossomos homologos sao bastante similares
entre si, mas em determinadas localizagbes do cromossomo (loci) pode haver
variabilidade na sequéncia do DNA. Se a variagao € encontrada em uma frequéncia
superior a 1% da populagédo, denomina-se polimorfismo (BALASUBRAMANIAN et al.,
2004).

Algumas variagdes ocorrem em sequéncias codificadoras, o que leva a
producdo de proteinas defeituosas. Deste modo, em alguns casos o polimorfismo
genético pode aumentar a suscetibilidade ao cancer (LODISH et al., 2002).

As variantes de genes relacionados com o sistema imunologico apresentam
variabilidades que conferem diferencas nas respostas imunologicas inata e
adaptativa. Nos ultimos anos, muitos polimorfismos tém sido reportados indicando
importancia nas consequéncias funcionais para a estrutura e a expressao de
moléculas do sistema imune (KUBISTOVA et al. 2009).

Estudos envolvidos na busca de marcadores relacionados com a
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susceptibilidade a doenca ou na resposta a quimioterapia vém sendo cada vez mais
evidentes no contexto da LLA (LU et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Por exemplo, a
investigacéo de polimorfismos de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphism,
SNPs) em genes candidatos apontam que o risco de leucemias, incluindo a LLA, pode
ser atribuido a SNPs que afetam o metabolismo de xenobidticos, reparo de DNA e,

até mesmo, o funcionamento normal do sistema imunologico (SCHIFFMAN, 2015).

Um polimorfismo no gene IL7RA, denominado rs6897932, é conhecido por uma
substituicdo do alelo C pelo alelo T no cédon 244 (éxon 6), resultando em uma
mudanca de treonina para isoleucina na cadeia de aminoacidos. Essa alteragao afeta
o equilibrio entre IL-7ra ligado a membrana e IL-7ra soluvel, levando ao aumento da
sintese de IL-7ra ligado a membrana no alelo T (GREGORY et al., 2007). Essa
variagdo na forma soluvel e ligada a membrana do receptor afeta a intensidade do
sinal de IL-7 e, consequentemente, sua meia-vida (LUNDSTROM et al., 2013).

Esse polimorfismo tem sido associado a um fator de risco em varias doengas
que envolvem autoimunidade ou uma resposta imunologica e inflamatoria excessiva,
como lupus eritematoso (WANG et al., 2014), diabetes mellitus tipo 1 (SANTIAGO et
al., 2008) e artrite reumatoide (O'DOHERTY et al., 2009).

SHAMIN et al. (2013) conduziram um estudo para investigar a associagéo entre
o prognostico de pacientes com malignidades hematologicas submetidos a transplante
de células hematopoiéticas. Os resultados deste estudo revelaram que os pacientes
que receberam células de doadores portadores do alelo polimorfico T (rs6897932)
apresentaram um maior risco de recidiva. Esses achados sugerem um possivel papel
deste polimorfismo na regulagéo das células hematopoiéticas.

E importante ressaltar que as alteragdes nos mecanismos de transdugdo de
sinal, que levam ao aumento da expressao de IL-7 ou do IL-7r no contexto leucémico
ou em outras doengas, podem ser desencadeadas por alteragcdes moleculares ou por
fatores regulatorios relacionados a essa citocina. Portanto, estudos que investiguem
as alteragdes genéticas podem fornecer insights importantes para a compreensao das

modificagdes nas vias de transdugao de sinal e ajudar a elucidar a patogénese da LLA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
1. Investigar o polimorfismo rs6897932 do gene IL7RA na progressao da LLA

infantojuvenil.

2.2 Objetivos especificos

1. Analisar a o polimorfismo 6897932 do gene IL7RA em pacientes com LLA de
diferentes subtipos e em criancgas livres de neoplasia, em um estudo de associagao
do tipo caso-controle.

2. Avaliar a associagéo genotipica entre os grupos de LLA geral, LLA-B e LLA-T.
3. Avaliar a correlagdo dos genotipos da variante rs6897932 com dados clinico-

patoldgicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecéao e caracterizacdo das amostras

O projeto realizado 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). Somente foram utilizadas amostras de pacientes autorizados
por seus responsaveis, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

O grupo caso ou LLA geral foi composto por 133 pacientes atendidos e
diagnosticados no Hospital do Céncer de Londrina (HCL). Os dados clinicos dos
pacientes foram obtidos por meio da consulta autorizada de seus respectivos
prontuarios no banco de dados do HCL.

O grupo controle foi proveniente de um banco publico de dados genéticos,
denominado ALFA (do inglés Allele Frequency Aggregator), desenvolvido e mantido
pela Biblioteca Nacional de Medicina (do inglés National Library of Medicine), um
orgéo associado ao Centro Nacional de Informagcbes em Biotecnologia (National
Center for Biotechnology Information) dos Estados Unidos da América. Através deste
banco, as frequéncias alélicas da variante rs6897932 foram obtidas de uma amostra
da populagdo Latino-Americana 2 (Accession: SAMN10492700; ID: 10492700),
composta por 9404 individuos latino-americanos de ascendéncia predominantemente

européia e nativo americana, sem indicagao de faixa etaria ou sexo.

O ALFA agrega informacdes geradas a partir de analise de variantes genéticas
em estudos irrestritos e aprovados de genoma amplo no banco de acesso publico
dbSNP, promovendo a classificagdo de variagdes genéticas de nucleotideos,
mantendo informagdes da sequéncia na regido genética da variante, as condigdes
utilizadas para desenvolver o experimento, as descricdes das populacdes que contém
a variante, e as informagdes da frequéncia por populacéo e por gendtipos individuais.
(L. Phan 2020).

Os gendtipos do grupo controle foram determinados por sequenciamento de
nova geragcdo. O ALFA é responsavel pela curadoria e garante acesso aberto aos
dados para facilitar descobertas e interpretacdes de variantes comuns e raras com
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impactos biolégicos ou causadores de doengas (L. Phan 2020).

Como o banco de dados apresenta a frequéncia alélica, a frequéncia do
genotipo CC foi determinada pelo quadrado da frequéncia do alelo C. A frequéncia do
genotipo CT foi determinada pela multiplicagdo de 2 vezes a frequéncia do alelo C
vezes a frequéncia do alelo T. E a frequéncia do gendtipo TT foi determinada pelo
quadrado da frequéncia do alelo T.

3.2 Diagnostico e classificagao da LLA

O diagnostico da LLA foi realizado por meio de exames hematologicos,
mielograma, imunofenotipagem e analise citogenética realizada por bioquimicos,
hematologistas, oncopediatras e patologistas do HCL. Apos a confirmagéo, foram
classificados pelo hematologista responsavel, de acordo com os critérios do (GBTLI)
- LLA/2009.

3.3 Extracdo de DNA genbmico

O DNA gendmico foi obtido a partir dos leucdcitos do sangue periférico atraves
do kit Biopur Mini Spin Plus (Biometrix diagnéstica, Curitiba, PR, Brasil)), de acordo
com as instru¢cées do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas por
espectrofotometria no aparelho NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific, EUA) a
260nm.

3.4 Analise do polimorfismo genético IL7ra

Para avaliagao do polimorfismo no gene IL7RA, foi utilizado aproximadamente
100ng de DNA para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida de analise do
polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (RFLP), utilizando primers
(forward: 5' CAC CCA AGT CAATGC CTT TT 3'e reverse: 5 TTA CTT TGG GGA
CAG CGT TT 3'), como descrito por CIERNY et al. (2015).

As reacgdes de amplificacdo foram realizadas com cerca de 0,1mM de dNTP,
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0,2uM de cada iniciador, 1,5mM de MgCI2, 1X Buffer PCR, 1,25U de Taq polimerase
para um volume final de reagéo de 25uL. De modo geral, uma etapa de desnaturagao
foi constituida por 10 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto,
55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensao final de 5 minutos a 72°C. Todos
os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
(10%) e corados com nitrato de prata (AgNO3).

Em seguida, o produto de PCR (500 pb) foi submetido a uma restrigao
enzimatica com a enzima Bccl (New England BioLabs, Ipswich, MA, EUA), conforme
instrugdes do fabricante. Os gendtipos deste polimorfismo foram caracterizados como
CC (280pb, 186pb, 34pb, homozigoto selvagem), CT (314pb, 280pb, 186pb, 34pb,
heterozigoto) e TT (314pb, 186pb, variante) (Figura 2).

Figura 2: Genotipagem do polimorfismo no gene IL7RA

314pb

186pb

L 1 2 3 45 6 7 8 9 10
CT ‘€E CC CE.€E: €T €€ CC CcC ce

L: marcador. 1-10: pacientes da amostra pb: pares de bases. CT: gendtipo heterozigoto CT. CC:

genadtipo homozigoto CC

Fonte: Proprio autor

3.5 Analise estatistica

As frequéncias genotipicas dos pacientes com LLA foram comparadas no

estudo de associacdo com resultados de frequéncias do banco de dados publico
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dbSNP através do Projeto ALFA, da Biblioteca Nacional de Medicina, do Centro
Nacional de Informagbes em Biotecnologia, do inglés National Center for
Biotechnology Information (NCBI)

Os gendtipos foram testados para possiveis desvios do equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW) utilizando um software online (Binkowski e Miks, 2018). O teste de qui-
quadrado (x?) foi utilizado para verificar a distribuicdo dos genotipos.

As analises de associagao do tipo caso-controle foram realizadas usando o
teste de qui-quadrado com intervalo de confianga (IC) de 95%. Do polimorfismo
estudado, foram testados modelos genotipicos dominante (CT e TT vs CC) e recessivo
(TTvs CCe CT).

Teste de correlagdo Tau-b de Kendall foi empregado nas analises para
evidenciar possiveis interagdes entre variaveis clinicas e os genoétipos da variante
rs6897932 do IL7RA.

Para as analises estatisticas foram utilizados os softwares SPSS® Statistics 20
(IBM®, Armonk, Nova York, EUA) e GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA). Os testes foram bicaudais e o nivel de significancia adotado foi de
5%.
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4 ARTIGO

IL7RA rs6897932 variant implications and recurrence/relapse correlations in
childhood acute lymphoid leukemia: a case-control association study

Abstract

Background: Acute lymphoid leukemia is a malignant hematological neoplasia that
affects B or T lymphocytes. As an important cause of cancer in children, considerable
efforts have been made to establish a relationship between genetic variances and ALL
susceptibility. In this, genes associated with interleukin 7 (IL7) and its cognate receptor
IL7R are under inquiry since this homeostatic cytokine plays a mainstream role in
promoting B cell development and T cell proliferation. Thus, it is reasonable that
genetic variants affecting IL7 or IL7R genes could have critical implications. Methods:
A case-control study of the rs6897932 variant of the IL7RA gene was conducted,
including 133 patients with ALL from south Brazil. DNA was extracted and purified from
peripheral blood leukocytes, then submitted to PCR RFLP reactions to evaluate
genotypes. Genotypic distributions were compared to control samples from the NIH
ALFA project. In addition, correlations between clinical parameters and genotypes of
rs6897932 were evaluated. Results: A hundred thirteen patients presented B-cell
leukemia, and 20 were diagnosed with T-cell disease. A high risk of recurrence initial
classification was observed in 70,8% of B-ALL, with 66,4% of survivors. Genotype
distributions were consistent with Hardy-Weinberd's law (p>0.05), and frequencies did
not differ from patients with ALL and controls (p>0.05). The IL7RA rs6897932 was not
associated with recurrence risk in these patients, although a tendency has been seen
in B-cell ALL considering the heterozygous genotype CT (p=0.07). Patients with T-ALL
were positively correlated with an increased risk of relapse. Noteworthy, the absence
of relapse was correlated with an increased death rate among patients. Conclusion:
Gene variants implicated in ALL susceptibility are commonly evaluated and may vary
depending on the genetic background. We showed that genotypic frequencies of
rs6897932 from the IL7RA gene were roughly equally split between patients with ALL
and controls. Future research is needed to better understand the /L7RA functional
genetic variants in ALL susceptibility and knowledge of other related pathways that



effectively alter disease prognosis.
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Introduction

Acute lymphoblastic leukemia is a malignant neoplasia of lymphoid cells,
blocked at an early stage of differentiation, that can invade the bone marrow, blood,
and extramedullary sites (1). The male-to-female ratio is about 2:1, and this disease is
more frequently reported in children, commonly aged 1—4 years (2).

Altered lymphocyte proliferation may occur by several loss or gain pathways
involved in cell maintenance and/or differentiation steps (3). In this regard, growth
factor and cytokine-mediated routes are constantly affected in leukemic cells,
considering both ligand and receptor modifications (4-9).

Interleukin 7 (IL7) and its cognate receptor IL7R play essential roles in the
homeostatic functioning of lymphopoiesis, regulating thymic T cell proliferation (10, 11)
and B cell development in bone marrow environment (12). Once they are implicated in
the immune status of various cells, recently, it was evidenced a bidirectional function
in neoplasia (13). Although the expression of IL7R showed a positive prognostic effect
in lung adenocarcinoma (14), in T-ALL, it can promote leukemic transformation, cell
survival, and proliferation (15, 16).

IL7R is a heterodimeric receptor, consisting of the IL-7Ra chain (CD127),
codified by /IL7RA gene, and a common y chain (CD132, IL-2Ry) (13). While this one
is shared with several other cytokines, the a chain can occur both membrane-bound in
immune cells (IL7Ra) or be secreted as a soluble protein (sIL7Ra), displaying different
biological functions (17, 18).

A functional genetic variant of IL7RA, named rs6897932, causes an amino acid
change at position 244 (isoleucine to threonine), influencing the balance of the two
isoforms (membrane-bound and soluble) of the receptor and fostering underlying ILRA
malfunctions (19-21). Thus, a case-control study was developed to determine the
implications of rs6897932 IL7RA in ALL susceptibility and examine possible functional

consequences in clinical profile.

Methods

Study subjects
This study was approved by Human Ethics Committee from the State University of
Londrina and by the institutional review board of Londrina Cancer Hospital (LCH). A
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total of 133 cases with ALL were included from LCH. The demographic characteristics
of all participants are displayed in Table 1. ALL progression, including objective
progression and relapse from complete remission, and death due to any cause were
determined for 10 years follow-up. Written informed consent was obtained for each
participant from their parents or directly from those up to 18 years old.

Polymorphism genotyping

For genotyping, the genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes by the Biopur Mini Spin Plus (Biometrix Diagndstica, Curitiba, PR, Brasil).
The DNA samples were quantified using Nanodrop Spectrophotometer and diluted to
100 ng/pL.

Genotyping for the SNP was carried out using forward (5' CAC CCA AGT CAA

TGC CTT TT 3') and reverse (5' TTA CTT TGG GGA CAG CGT TT 3') primers,
previously described by Cierny, HanySova (22). Amplification reactions were
developed using 0.2mM primers, 0.1mm dNTP, 1.2mM MgCl,, 1X PCR buffer, and 1U
Taq DNA polymerase, in 25uL final volume. Thermal cycling conditions were adjusted
to 95°C for 10 minutes, 35 cycles of 95°C for 1 min, 55°C for 1min, and 72°C for 1min,
with a 5min final extension at 72°C. PCR products were analyzed using 10%
acrylamide gel electrophoresis and silver nitrate coloring (AgNO3).
Products were then submitted to enzyme restriction with Bec | (New England BiolLabs,
Ipswich, MA, EUA). Genotypes were identified as wild-type CC when 280, 186, and
314 base pair fragments, CT when 314, 280, 186, and 314bp, and TT when 314 and
186bp were detected. Twenty percent of the samples were chosen randomly and re-
genotyped with 100% concordance.

The control group was obtained from a public genetic database called ALFA
(Allele Frequency Aggregator), developed, and maintained by the National Library of
Medicine, associated with the National Center for Biotechnology Information. ALFA is
responsible for curating and ensuring open access to data to facilitate discovering and
interpreting common and rare variants with biological or disease-causing impacts (23).

The allele frequencies of the rs6897932 variant were obtained from a sample of
the Latin American population 2 (Accession: SAMN10492700; ID: 10492700),
composed of 9,404 Latin American individuals of predominantly European and Native
American descent, without indication of age group or sex. Control group genotypes
were determined by next-generation sequencing (GWAS), obtained from multiple
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validated sources and unrestricted access to genetic information.

The frequency of genotype CC was determined by squaring the allele frequency
C. The frequency of genotype CT was determined by multiplying 2 times the frequency
of C times the frequency of T. The frequency of TT was determined by squaring T.

Statistical analyses

Qualitative data were represented as frequency and percentage, and
quantitative data as mean + standard deviation. Deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) were evaluated by the goodness-of-fit x? test using an online
calculator (24). x?> test was used to assess the differences in demographic
characteristics and the frequency distributions of genotypes between patients with ALL
and controls.

Differences in genotype and allele distributions between groups were
determined by Chi-square (x2) and Fisher's exact tests. Binary logistic regression was
used to obtain odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (95% Cl) in case-control
association studies. Dominant and recessive genetic models were tested for possible
associations with ALL susceptibility and prognosis.

Kendall's Tau correlation tests were applied to test the correlation between
genotypes and clinical features. The Tau-b coefficient was adopted for contingency
analyzes of categorical or binary variables (2x2, 3x3 square matrices). Statistical
analyzes were performed using SPSS® Statistics 20 (IBM®, Armonk, New York, USA)
and GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) software. The tests

were two-tailed, and the significance level adopted was 5%.

Results

In this case-control study, 133 patients with ALL were included as the case
group, with 113 patients diagnosed with B-derived ALL (B-ALL) and 20 patients with T-
derived ALL (T-ALL). Clinical parameters of general ALL and classified patients are
described in Table 1.



Table 1: Distribution of clinical parameters of ALL patients.
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Parameters General ALL B-ALL T-ALL
Age
Median (1Q) 6.0 (9.0) 6.0 (9.0) 10.0 (6.0)
Mean (SD) 7.8 (5.4) 7.5(5.4) 9.8 (5.1)
=1 and <9[n (%)] 80 (60.2) 71 (62.8) 9 (45.0)
<1and 29 [n (%)] 53 (39.8) 42 (37.2) 11 (55.0)
Sex
Female [n (%)] 66 (49.6) 56 (49.6) 10 (50.0)
Male [n (%)] 67 (50.4) 57 (50.4) 10 (50.0)
Risk of relapse initial classification
Low risk (LR) [n (%)] 33 (24.8) 33 (29.2) 0 (0.0)
High risk (HR) [n (%)] 100 (75.2) 80 (70.8) 20 (100.0)
Relapse
Positive [n (%)] 31(23.3) 27 (23.9) 4 (20.0)
Negative [n (%)] 102 (76.7) 86 (76.1) 16 (80.0)
Outcome
Death [n (%)] 48 (36.1) 38 (33.6) 10 (50.0)
Survival [n (%)] 85 (63.9) 75 (66.4) 10 (50.0)

IQ: interquartil interval, SD: standard deviation.

Genotypic distribution is consistent with Hardy-Weinberg’s law at a significance
level of 0.05 (control x?= 0.0003, p=0.99; ALL x°= 0.33, p=0.85), demonstrating that
the observed genotype frequencies match the expected frequencies and that no

outside forces are affecting the allele frequencies in this sample.

Table 2 shows genotypic and allelic frequencies of IL7RA variants between

case and control groups. For both control and ALL groups, CC genotype frequency

was superior to CT and TT, respectively.
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Table 2: Genotypic and allelic frequencies of rs6897932 of IL7RA gene variant.

ALL [n(%)]

Control®
[n (%)]
Genotypes
CcC 6091 (64.77)
CT 2955 (31.42)
1T 358 (3.81)
Alleles
C 15137 (80.48)
T 3671 (19.52)

General B-ALL
ALL

81 (60.90) 69 (61.06)
47 (35.34) 39 (34.51)
5 (3.76) 5 (4.42)

209 (78.57) 177 (78.32)
57 (21.43) 49 (21.68)

T-ALL

12 (60.0)
8 (40.0)
0 (0.0)

32 (80.0)
8 (20.0)

@Data obtained from ALFA database relative to Latin American 2 sample.

Table 3 shows a case-control association study to evaluate general ALL and B-

ALL groups with IL7RA variant. This study did not observe a significant difference in

genotype distribution comparing controls and ALL groups (p>0.05).

Table 3: Case-control association study comparing general ALL and B-ALL groups with

controls.
Model OR 95% ClI p?

General ALL CT 1.20 0.83-1.72 0.34
TT 1.05 0.45-2.51 0.81
Dominant 1.18 0.83-1.66 0.36
Recessive 0.99 0.43-2.30 0.99

B-ALL CT 1.66 0.79-1.72 0.47
TT 1.23 0.53-2.99 0.61
Dominant 1.17 0.80-1.72 0.43
Recessive 1.17 0.51-2.75 0.62

OR: Odds Ratio, Cl: Confidence interval. 2 Fisher’s exact test.

Association analysis was conducted to evidence a possible role of rs6897932
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IL7RA genotypes in risk of relapse classification (Table 4). There was a tendency for a
protective effect of CT genotype in the B-ALL group (p=0.07). There were no significant
associations for dominant and recessive genetic models in risk of relapse, in general
ALL, nor B-ALL groups (p>0.05).

Table 4: Association analysis between rs6897932 IL7RA variant and risk of relapse

initial classification

Model OR 95% CI p?
General ALL HRx LR CT 0.48 0.22-1.05 0.09
TT 0.98 0.14-12.73 0.99
Dominant 0.51 0.24-1.17 0.10
Recessive 1.33 0.21-16.78 0.99
B-ALL HR x LR CT 0.43 0.18-1.01 0.07 ¢
TT 1.21 0.17-15.61 0.99
Dominant 0.48 0.21-1.07 0.09
Recessive 1.68 0.26-21.19 0.99

OR: Odds Ratio, Cl: confidence interval, LR: low risk, HR: high risk. “Tendency of association. 2Fisher’s

exact test.

To evaluate possible correlations between clinical variables and genotypes of
rs6897932, data were analyzed using the Kendall Tau-B correlation test. A weak and
positive correlation was found between ALL classification and risk of relapse
classification (Tau= 0.242; p=0.005). A weak and negative correlation was found
between the risk of relapse and death outcome (Tau= -0.214; p=0.014) and the
presence of relapse and death outcome (Tau= -0.252; p= 0.004). These results
indicate that risk of relapse was higher in patients with T-ALL, death outcome was lower
in patients with higher relapse risk, and relapse presence was lower in patients with
death outcome.

Correlation analysis between other variants did not reveal significant results,
even in the evaluations of genotypes considering the dominant genetic model (CT+TT
vs CC) (p>0.05).

Discussion
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In ALL prognosis can be influenced by clinical variables, which play a significant
role in determining treatment outcomes and long-term survival rates. In fact, age at
diagnosis, white blood cell count, cytogenetic abnormalities, response to initial
treatment, presence of minimal residual disease, and specific genetic mutations will
enable assessing the risk level and tailor appropriate treatment strategies for patients
with ALL (25-27).

Noteworthy, clinical parameters in patients with ALL showed significant
correlations in the present study. For instance, increased death rate was correlated
with the absence of relapse in patients with leukemia. It is important to note that
mortality rates are influenced by risk level, genetic mutations and ethnic/region
disparities (28-32).

A rationale may indicate that the patient did not respond well to treatment, or it
was not aggressive enough to eliminate the leukemic cells (33-35). In some cases, the
absence of relapse may be a sign that the ALL has become resistant to treatment and
is no longer responding to it (36). As a result, the patient may be at a higher risk of
death from the disease or its complications.

In addition, for children with ALL, the non-relapse related mortality (NRM) is
critical to be determined, once the difficulty in distinguishing deaths due to treatment
and disease prior to achievement or remission (37). Also, clinical parameters at
diagnosis and presence of comorbidities may impact death risk in some patients (38).
In our study we were not able to identify differences in death rate between treatment
phases and clinical parameters at presentation. This may represent a limitation to be
overcome in future prospective studies.

Furthermore, the higher risk of relapse in T-ALL can be attributed to the genetic
complexity of the disease, the aggressive and resistant nature of the T-derived
leukemic cells, and the potential immune escape that can allow these cells to persist
(39-42). In this particular, prognosis factors for higher relapse in T-ALL are related to
age, central nervous system (CNS) involvement, initial white blood cell count higher
than 100.000 leukocytes, increased cytogenetic abnormalities, and CD1a- negativity,
among others (43-45). In fact, it is known that most T-ALL disease recurrences will
occur within 2 years of diagnosis (46, 47).

On the other hand, it is not typical for death outcomes to be lower in ALL patients
with higher relapse risk. A higher risk of relapse is generally associated with a poorer
prognosis and a higher risk of death (48, 49). A relapse can occur when the initial
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treatment fails to eliminate all the leukemic cells or when secondary ALL develops
resistance to the initial treatment (50).

There may be some rare or exceptional cases where the leukemia relapse does
not lead to a worse outcome, such as if the relapse is detected early and treated
aggressively (39-41). However, as an atypical scenario, the general expectation is that
a higher risk of relapse is associated with a poorer prognosis and a higher risk of death
(51, 52). Relapsed ALL remains a significant contributor to cancer-related mortality
across all age groups (53-55).

Targeting the functions of IL7RA is proposed to represent an important
therapeutic target for managing hematological neoplasias, such as ALL (56-58). This
study investigated the association of IL7RA gene polymorphism with the susceptibility
to ALL among a Brazilian sample. These results indicate that rs6897932 of IL7RA gene
do not seem to increase the risk of ALL. We also found that no increase in the risk of
ALL was observed under any model of inheritance, and there were no statistically
significant associations between any genotypes and clinical characteristics.

In refractory patients with ALL, Rozovski, Li (59) did not found any mutation in
exon 6 of ILRA in an adult sample. Similarly, the functional polymorphism rs6398972
studied here is a variant located in the alternatively spliced exon 6 of the IL7RA gene,
which were associated with the expression level of the soluble or membrane-bound
receptor forms (22).

Conversely, in an attempt to determine a prognostic significance of IL7RA gene
variants, Shamim, Spellman (60) conducted a study on north american recipient/donor
pairs and unrelated matched donors of hematopoietic stem cells and found a significant
association between rs6897932 variant and frequency of relapse in univariate and
multivariate analysis. However, this study included different hematological
malignancies, and ALL represented approximately 13% of cases. Also, they did not
estimate the risk of each type of hematological malignancy separately.

Here, genotypes of rs6897932 IL7RA variant were not associated with
prognostic nor susceptibility. The inconsistency between our study and the mentioned
study may be due to the genetic heterogeneity of hematological malignancies, resulting
in different leukemogenesis mechanisms. In addition, differences in genotype
frequencies can be expected according to the genetic background of the studied
population. In our study, samples were obtained from a southern Brazilian population
of Londrina Cancer Hospital.
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Considering ethnic disparities, an association study was performed considering
other control populations, with different ancestries as African, American, Asian and
European (Supplementary table 1). In this, these results evidenced that genetic
background may influence results of association studies.

The results of this previous study concerning the association of IL7RA
polymorphism and other types of leukemia among different populations were
inconsistent with the result of the current study. It was already described that some
IL7RA mutations lead to IL7R gain of function, leading to T-ALL (Zenatti, 2011). In
murine models, il7ra mutants were associated with early T cell precursors of ALL
(Treanor, 2014). More recently, it was described that mutation in IL7RA can initiate
ALL-B (Almeida, 2021).

Some limitations need to be considered when interpreting our results. One of
them is the study power — although a sample size of 80 patients with ALL would be
needed to have statistical significance with over 80% power, it is difficult to set up the
influence of the genetic variant, mainly considering the rare homozygous genotype.

A second limitation is that we only included one gene variant of IL7RA in these
case control association study. It is possible that other IL7RA functional variants may
impact gene expression, as well as haplotype structures that may impair IL7RA
structure and function.

A major issue is the lack of individual patient data. There have been missing
data related to clinical parameters during ALL diagnosis of many patients. This can be
attributed of renovations that were carried out in the hospital, and the medical records
management process was modified during patient follow-up, resulting in the loss of
some initial clinical information as immunophenotyping, white blood cell count at
diagnosis, and others. Consequently, we were only able to examine some risk factors
at a patient level.

Overall, these results indicate that IL7RA rs6897932 did not alter the
susceptibility or prognosis of ALL in this population. Although significant correlations
evidenced that, a higher risk of relapse is associated with a poorer prognosis in T-ALL,
but a lower risk of death in overall patients. However, this finding will need to be
confirmed in a large cohort of patients with ALL.
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Supplementary Table S1: Case-control association study comparing general ALL with
different ancestry controls.

Ancestry Model OR 95% ClI p?
CT 2.32 1.61 -3.33 <0.0001

African TT 3.95 1.58 — 9.88 0.01
Dominant 2.41 1.70 - 3.43 <0.0001

Recessive 3.12 1.26-7.74 0.01

CT 1.33 0.92-1.90 0.13

American TT 1.29 0.52-3.18 0.59

Dominant 1.32 0.93-1.87 0.12

Recessive 1.17 0.48 — 2.87 0.73

CT 1.41 0.98 -2.03 0.07

Asiatic TT 1.46 0.58 - 3.67 0.40

Dominant 1.42 0.99-1.25 0.06

Recessive 1.17 0.48 — 2.87 0.62

CT 0.83 0.57-1.18 0.32

European TT 0.50 0.20-1.24 0.17

Dominant 0.78 0.55-1.10 0.16

Recessive 0.54 0.22-1.32 0.22

OR: Odds Ratio, Cl: Confidence interval. 2 Fisher’s exact test. Statistical differences are shown in bold.
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5 CONCLUSAO

o O polimorfismo no gene IL7RA demonstrou-se como um possivel fator de
protecao para pacientes com LLA, visto que a presenca do alelo CT esta relacionada
com tendéncia a melhor prognostico quando comparado pacientes de baixo e alto

risco.

o Embora mais estudos sejam necessarios, pode-se inferir que o
polimorfismo no gene IL7RA seja um provavel marcador progndéstico e de risco para
a LLA, pois pacientes com o polimorfismo foram correlacionados com maior recaida,

mas com menor risco de obito.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste trabalho diferem da literatura, pois avaliamos
polimorfismos genéticos em vez de mutagées. Embora exista um estudo que tenha
avaliado alguns polimorfismos como fatores de risco para LLA, n&o incluiu a variante
rs6897932 (CHANG et al., 2010). Acreditamos que essa seja a raz&o pela qual os
parametros clinicos dos pacientes com LLA apresentaram correlagdes significativas

em nosso estudo, mesmo com 0 uso de apenas uma variante.

Um dos pontos positivos do nosso estudo foi incluir pacientes acompanhados
durante todo o seu seguimento, o que possibilitou uma avaliagao precisa do desfecho
de cada um deles (cura ou Obito), além das recaidas durante o tratamento. Outro
aspecto positivo € o tamanho da nossa amostra de pacientes, o que reforca os
achados estatisticos.

Chama a atencéao o indice de mortalidade dos pacientes estudados, que foi de
36,1%, similar a média nacional de 36%, mas superior a média na regiao sul do Brasil,
a qual, de acordo com dados do INCA, estda em 25%. Ao compararmos com a
mortalidade de pacientes nos Estados Unidos da América, que € de aproximadamente
15%, observa-se uma grande discrepancia em relagdo a nossa populagdo. Nao foi
possivel avaliar neste estudo se essa diferenga esta relacionada ao protocolo de
tratamento utilizado, ao tempo de inicio do tratamento ou ao tempo até o diagnéstico.

O presente estudo pode contribuir para que, no futuro, terapias direcionadas
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sejam estudadas e para que o gendtipo do paciente seja utilizado como um indicador

para determinar o prognostico e o risco de recidivas.
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diagnosticadas com cancer de mama, cancer de laringe, cancer colorretal, meduloblastoma, neuroblastoma
e tumor adrenocortical. A realizagdo do ensaio de imuno-histoquimica. Essas analises serdo realizadas no
Laboratério de Polimorfismos DNA e Imunologia da
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CCL5, das proteinas SMAD, IGF1, CTLA4, dos receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR7 e CCR5 e
receptores de citocinas TRII, TRIIl, GIPR, IL1RN e IL7R, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das
enzimas de metabolizagao NQOI, GSTT1 e GSTM1, no tecido tumoral e normal, e no sangue periférico dos
pacientes com cancer de mama, laringe e colorretal e nos tumores pediatricos.

Objetivos Secundarios:

» Detectar a presenca dos polimorfismos genéticos do FOXP3, TGF, IL10, IL12A, IL35 IL1B, TNFa e INF
gama, das quimiocinas CXCL12 e CCL5 dos receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR7 e CCR5 e
receptores de citocinas TRII, TRIII, GIPR, IL1RN e IL7R, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das
enzimas de metabolizagdo NQOI, GSTT1 e GSTM1 nos DNAs extraidos do cancer de mama, cancer
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de célon, tumores de laringe e cancer colorretal e para os tumores pediatricos (tumor de Wilms,
meduloblastoma, neuroblastoma, leucemias agudas, linfomas e tumor adrenocortical).

» Avaliar a expressdo génica dos genes acima citados por PCR quantitativo.

. Realizar imunohistoquimica para FOXP3, TGFb1, IL10, IL12A, IL35 [L1B, CXCL12 CCLS5,
SMAD,CXCR4,CCRS5, p53 nos tecidos tumoral e saudavel fixados em formalina tamponada e embebido em
parafina, para avaliar a expressdo proteica.

* Avaliar a expressao proteica por ELISA dos genes CXCL12, TGF-, FOXP3, CCL5 e INF gama.

+ Avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos na expressao génica e proteica desses genes.

» Comparar a frequéncia alélica dos polimorfismos dos genes supracitados e compara-los com os dados
clinicopatoldgicos dos pacientes com os diferentes tipos de cancer

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora o risco que os participantes da pesquisa podem ter neste projeto é quanto ao
desconforto na hora da coleta de sangue periférico, porém a coleta sera efetuada por profissional habilitado
seguindo-se todas as normas de biosseguranca, e caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera
prontamente atendido e amparado pelos coletores responsaveis. O estudo néo trara beneficios diretos aos
participantes, mas pretende-se obter marcadores que possam fornecer subsidios adicionais de auxilio
prognoéstico e delineamento terapéutico de pacientes com cancer de mama, cancer laringe e cancer
colorretal e tumores pediatricos. Espera-se também obter uma integracao maior entre as instituicoes
colaboradoras, Universidade Estadual de Londrina e Hospital do Cancer de Londrina. O envolvimento de
pesquisadores colaboradores permitira a formacéo de profissionais qualificados para atuarem nas areas de
Imunologia e Genética do cancer, disseminando o conhecimento. Pretende-se contribuir com um maior
conhecimento dos mecanismos envolvidos com a patogénese das doengas acima referidas e futuramente
com a melhoria na qualidade de vida dos pacientes, através da inclusdo de marcadores que, de alguma
forma, possam ser aplicados futuramente na pratica clinica

Comentarios e Consideracées sobre a Pesquisa:

O estudo é relevante.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

A pesquisadora apresentou folha de rosto devidamente assinada pelo Coordenador do Programa de Pos
Graduagdo em Patologia Experimental, cronograma adequado e orcamento detalhado. Apresentou 04
modelos de TCLE adequados em forma de convite (adultos e criangas caso e adulto
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e criangas controle saudaveis). Apresentou ainda termo de autorizag@o do hospital e declaragdo de 02

bioquimicas responsaveis pelas coletas das amostras.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Trata se de emenda de projeto ja aprovado. Justificativa da Emenda: Inclusdo de metodologia: Sera

realizado questionario aos pacientes e participantes saudaveis do projeto intitulado “Implicagées
Prognoésticas e Terapéuticas de Marcadores Genéticos e Imunologicos Cancer”. O TCLE foi readequado

com a incluséo do questionario.

Consideracées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_111024| 25/04/2018 Aceito
do Projeto 2_E4.pdt 10:46:20
TCLE /Termos de [2_TCLE_controles_saudaveis_criancas.| 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / pdf 10:45:28 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de [3_TCLE_criancas.pdf 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / 10:44:43 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de [4_TCLE_pacientes_adultos.pdf 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / 10:43:35 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de [1_TCLE_controles_saudaveis_adultos.p| 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / df 10:42:37 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
Outros adendo_anamnese.doc 09/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
14:04:18 |Watanabe

Outros anamnese.doc 09/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
14:00:50 | Watanabe

Outros adendo_APOBEC.pdf 08/03/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
22:07:23 |Watanabe

Outros Emenda.docx 29/11/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
16:03:16 | Watanabe

Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 24/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
16:01:36 | Watanabe
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Cronograma 9_cronograma.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
15:57:58 |Watanabe

Projeto Detalhado / |8_Projeto_Cancer_2017.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Brochura 15:30:16 |Watanabe

Investigador

Outros 6_Declaracao_HCL.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
15:29:65 |Watanabe

Declaracéo de 7_Termo_responsabilidade_coleta.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Pesquisadores 15:24:58 | Watanabe

Declaragdo de 5_Termo_de_Confidencialidade_e_Sigil | 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Pesquisadores o.pdf 15:22:23 | Watanabe

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego: LABESC - Sal
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8.2 Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

()

= Universidade Estadual de Londrina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informaco r i

Vocé esta sendo convidada (o a participar, como voluntaria (0), da pesquisa intitulada
“Estudo de marcadores genéticos, epigenéticos, moleculares e imunolégicos em
cancer”, que tem por objetivo analisar determinados tipos de moléculas que podem
influenciar na imunidade da paciente. Vocé sera esclarecida (0) sobre a pesquisa em
qualquer aspecto que desejar. Sua participagao nao é obrigatéria e, a qualquer momento,
vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete

qualquer penalidade.

Pr imen E
Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtengcdo de 5mL de sangue periférico

para analise das células e moléculas do sistema imunologico.

Confidencialidade da Pesquisa

As informacgdes obtidas através desta pesquisa serédo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participagdo. Os dados nao serao divulgados de forma a possibilitar
sua identificacéo.

A amostra de sangue obtidos sera utilizada para obtencdo de DNA e RNA para a
realizag&o deste projeto. A participagdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e
nao havera nehuma compensacao financeira adicional. A coordenadora do projeto &
a Prof?. Dr® Maria Angelica Ehara Watanabe, que pode ser encontrada no enderecgo:
Rod. Celso Garcia Cid, 445, Departamento de Ciéncias Patologicas, Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86051-970, Tel / Fax:

(43) 3371-5629, comotambém procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
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Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, n°
60, ou no telefone 3371 — 2490.
Pesquisador Responsavel

Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, RG_,

declaro que estou de acordo com as informagdes contidas neste documento, fui

devidamente esclarecido pelo pesquisador (es) dos objetivos e procedimentos da
pesquisa de maneira clarae detalhada, e esclareci minhas duvidas. Concordo em
participar voluntariamente desse estudopermitindo a coleta do sangue do meu filho
(a), sendo que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos no meuatendimento neste projeto.
Londrina, __de_ ,20___

Assinatura do responsavel (ou representante legal):



