UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

PABLO FERREIRA DAS CHAGAS

ANALISE DAS REGIOES UC.112, UC.122, UC.160 E UC.252 NA LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA

Alfenas/MG
2017



PABLO FERREIRA DAS CHAGAS

ANALISE AS REGIOES UC.112, UC.122, UC.160 E UC.252 NA LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Alfenas-MG como
parte dos requisitos para obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias Bioldgicas. Area de
concentracao: Biologia Molecular

Orientadora:  Profa. Dra. Jaqueline
Carvalho de Oliveira

Co-orientador: Prof. Dr. Nelson José
Freitas da Silveira

Alfenas/MG

2017



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacdo (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Chagas, Pablo Ferreira das
Analise das Regides uc.112, uc.122, uc.160 e uc.252 na Leucemia
Linfoide Aguda / Pablo Ferreira das Chagas. -- Alfenas/MG, 2017.
821

Orientadora: Jaqueline Carvalho de Oliveira.

Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal
de Alfenas. 2017.

Bibliografia.

1. Leucemia-Linfoma Linfoblastico de Células Precursoras. I. Oliveira.
Jaqueline Carvalho de. IL. Titulo.

CDD-571.6




Universidade Federal de Alfenas. UNIFAL-MG
Pré-reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao £ )
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700. Alfenas, MG. Unlfalx

CEP: 37130-001 bl

MINISTERIO DA EDUCAGAO %

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO

No dia 24 de abril de 2017, com inicio as 14horas, prédio R102 — Sede, foi realizada a sessdo
de Defesa de Dissertagdo do discente Pablo Ferreira das Chagas que apresentou o trabalho
intitulado “ANALISE DAS REGIOES UC.112, UC.122, UC.160 E UC.252 NA LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA”. De acordo com os requisitos legais, a Banca Examinadora designada para
proceder ao Exame, foi presidida pela orientadora Profa. Dra. Jaqueline Carvalho de Oliveira e
composta pelas professoras: Profa. Dra. Maria Sol Brassesco (USP- Ribeirdo Preto) e Profa. Dra.
Livia Maris Ribeiro Paranaiba (UNIFAL). Para constar, foi lavrada a presente ata, que segue
assinada pelos membros da Banca Examinadora.

Examinadora fez a apreciagdo da dissertagdo e considerou o (a) candidato (a):

M Aprovado () Aprovado condicionalmente ( ) Reprovado

Profa. Dra. Jaqueline Carvalho de Oliveira (Preside C. .ot Lo—

Profa. Dra. Maria Sol Brassesco //1
=T
Profa. Dra. Livia Maris Ribeiro Paranaiba / / m/\ﬂwm&(_, | '

Parecer final dos examinadores: (opcional)

f UOVACID o »a/gf/ag,ai% |

Defesa de dissertagdo no. homologada na do Colegiado do

Programa de Pos-graduag¢@o em Ciéncias Bioldgicas, realizadaem  /  /

[/
Coordenador do PPGCB
Assinatura e carimbo
Esse documento nio tem validade como homologagio do titulo académico
""" . s il e
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Biologicas - PPGCB p pGC B Contatos:
www.unifal-mg.edu.br/ppgcb/ UNIFAL - MG Secretaria: (35) 3299-1121

Prédio D - Sala 304-C E-mail: ppgcb@unifal-mg.edu.br



Dedico este trabalho as criancas e adolescentes diagnosticadas com Leucemia

Linfoide Aguda que corroboraram para realizagdo do mesmo, e aos seus familiares.



AGRADECIMENTOS

Em especial & minha orientadora Prof2. Dra. Jaqueline Carvalho de
Oliveira, por todo carinho, compreensao, paciéncia e credibilidade depositado
tanto ao seu orientando como para com 0 projeto e realizagdo do mesmo.
Obrigado por todas orientacdes que foram essenciais aos processos inerentes
em busca do conhecimento cientifico. Obrigado por ter sido tdo Unica nesse rito
de passagem, e por ter me ensinado que no final: “Tudo vai dar certo”!

Agradeco ao meu Coorientador Prof. Dr. Nelson José Freitas da
Silveira, por ter me acolhido logo ao final desta etapa, cedendo toda atencéo e
confianca ao projeto e por ter acreditado que juntos poderiamos fazer a
diferenca e concretizar um sonho. Professor, muito obrigado!

Ao Prof. Dr. Luiz Gonzaga Tone, Prof. Dr. Carlos Alberto Scrideli, e a
Dra. Rosane Gomes de Paula Queiroz, do HCFMRP-USP, pelo carinho,
confianga, credibilidade depositado na realizacao do projeto.

Ao Instituto Boldrini, por ter apoiado a idealizacdo deste projeto e
colaboracdo com o mesmo.

A Matriarca de minha familia: Maria José Ferreira (in memoriam), aos
meus Pais: Rita Maria Ferreira e José Francisco das Chagas; aos meus
irmaos Diego Ferreira da Silva e Tais Roberta da Silva Chagas. Obrigado
por serem os alicerces fundamentais em minha vida, e por ndo me deixarem

desistir!

As minhas orientadoras e orientador de Iniciacdo Cientifica durante
minha graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade do Vale do
Sapucai: Prof®s, Dra. Adriana; Marilda; Sandra; Carol; Savia; Fabiola e Prof.
Dr. Manoel.

Aos membros da banca examinadora, pela disponibilidade e paciéncia
em analisar este trabalho, discussdes e sugestdes que servirdo para meu

crescimento, aprendizado e incentivo a pesquisa.

Ao coordenador do programa de Pés-graduagdo Prof. Dr. Luiz Felipe
Leomil Coelho, e ao vice coordenador Prof. Dr. Marcos José Marques, e ao
Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias, por terem me ouvido, amparado e
despertado novamente a forgca de continuar no Mestrado apos algumas

dificuldades pertinentes quando no momento a maturidade do “se tornar adulto”



se fez por necessario.

A Graziela, Marcio, Leilane, Rafael, Evila, Carol e Yara que foram
essenciais no inicio do desenvolvimento deste projeto, por terem me ensinado
tudo que precisava, por terem tido paciéncia e compreensdo com todas as
dificuldades que tinha. Vocés se tornaram irmaos cientificos, consolidamos
juntos uma equipe que infelizmente devido as circunstancias atuais nos
separamos, mas acreditem: de nada adiantaria tanto esforgco se ndo pudesse
carregar cada um de vocés em um lugar especial em meu coracdo. Com vocés
aprendi muito sobre humildade e companheirismo, tive uma nova visdo do
mundo académico longe das cobrancas e pressao do dia a dia! Com vocés eu
consegui descobrir e resgatar a felicidade de se manter vivo perante os
obstaculos que juntos enfrentamos e superamos! Esta conquista € literalmente
parte do que consegui somar convivendo ao lado de cada um de vocés, e ndo
h& palavras suficientes que possam expressar imensa gratiddo, eu amo muito
VOCES.

A Profe, Dra. Marilia Caixeta Franco Ariosa, por ter sido um exemplo
de conduta profissional.

A Prof2 Dra. Marisa lonta, que logo no inicio, antes mesmo de ter sido
aprovado no processo seletivo, me acolheu nas dependéncias de seu
laboratorio depositando toda confianca e credibilidade.

Ao Prof. Dr. Valdemar Antdnio Paffaro Junior, por ter sido Pai, amigo e
confidente! Professor, jamais esquecerei do carinho e sorriso ofertado apos ter
sido aprovado no processo seletivo, e obrigado também por ter cedido todo
espaco fisico de seu laboratério para continuidade deste projeto.

Aos membros do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Alfenas, por terem compartilhado tanto conhecimento durante minha
formacdo.

A Dra. Maria Sol Brasseco Annichini HCFMRP-USP, por ter se tornado
uma amiga, por me motivar e acreditar que poderia sempre ser capaz de
demonstrar o meu melhor.

Ao Prof. Dr. Angel Mauricio Castro Gamero, pela receptividade em
suas aulas, e compartilhamento de conhecimentos Unicos inerentes as grandes

areas da genética.



As secretarias do programa de Pos-graduacédo Denise e Martha, por
tanta paciéncia e disposi¢cdo que demonstraram desde o inicio, e pelo ombro
amigo que sempre ofereciam nos momentos de dificuldades.

A todos os integrantes do Laboratério de Biologia Animal Integrativa
(Labaint) UNIFAL-MG, sendo estes: Técnicos, Professores, alunos de
Graduacao, Iniciacdo Cientifica, Mestrandos e Doutorandos. Em especial:
Neusa, Isabel, Glicia, Rodrigo, Guilherme, Renato, Simone, André, Délcio
e Josi, por todos os momentos felizes e desesperadores que passamos juntos!
Vocés se tornaram parte de minha familia.

A todos os integrantes do Laboratério de Modelagem Molecular e
Simulacdo Computacional (MoIMod-Cs), pela acolhida e companheirismo ao
final do desenvolvimento deste projeto.

Aos alunos, e amigos do Laboratorio de Puericultura e Pediatria da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP.

As ageéncias financiadoras, CAPES (Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior) pela concessdo da minha bolsa de Mestrado,
FAPESP (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior),
FAPEMIG (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais) pelo
auxilio financeiro do projeto.

As grandes amigas da Pos-graduacédo que passaram por minha vida e
fizeram a diferenca aqui em Alfenas: Aline, Andressa, Barbara, Gabriela,
Hamanda, Michele, Manuella e Raissa.

As Farmacéuticas Bioquimicas do Méthodos Laboratdrio, que muito me
ensinaram e acolheram juntamente na area da saude. Foi com vocés que
aprendi a dar os primeiros passos cientificos como profissional: Dr.2s Clara,
Cléa, Elaine, Mércia, Savia e Silmara. Em especial, a Dra. Luzia e Dr. Anisio.
Obrigado.

E a Ayahuasca medicina.



“Quando eu aprendi a ler e a escrever, eu devorava os livros! [...] Eu pensava
gue livro é como arvorele, é como bicho: coisa que nasce! Nao descobria que

era um autor! La pelas tantas, eu descobri que era um autor! Ai disse: “Eu

£

também quero

LISPECTOR, Clarice, Rio de Janeiro, 20.0ut.1976, 1 fita VHS (90min) .Entrevista concedida ao Museu da

linguagem e do som.



RESUMO
A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma neoplasia de células hematopoiéticas
caracterizada pela proliferacdo e acumulo de blastos comprometidos com a
linhagem linfoide na medula 6ssea (MO). Apesar de todo avanco no
tratamento, ainda 20 a 30% dos pacientes sofrem recaida e as causas dessa
falha permanecem desconhecida. Recentemente, a analise de expressao de
RNAs nado codificadores (ncRNA) de proteinas tem se mostrado uma
abordagem promissora e informativa, entre esses, ncRNA identificados em
regides ultraconservadas transcritas (T-UCRs). Em 2007, um trabalho
precursor sobre o tema, identificou o perfil de expressdo dos T-UCRs
caracteristico a Leucemia Linfoide Crénica (LLC) e aos carcinomas
hepatocelular e colorretal. Posteriormente, a desregulacdo de alguns T-UCRs
também foi descrita em neuroblastoma pediatrico, e em outros tumores, porém,
na LLA néo foi encontrado nenhum trabalho que analisa o perfil de expressao
de qualquer T-UCR em amostras de MO tumoral. Visto a grande
heterogeneidade molecular nessa doenca e a necessidade do melhor
entendimento das vias moleculares que possam estar envolvidas com a
progressdo da doenca, o objetivo do presente trabalho foi analisar a expressao
de alguns T-UCRs em 58 amostras de MO de criancas e adolescentes
diagnosticados com LLA e buscar associacbes do nivel de expressdo a
caracteristicas biolégicas e clinicas. Para isso, foi utilizado amostras de medula
0ssea de pacientes com LLA coletadas ao diagndéstico e realizado a analise de
expressao génica através da técnica de Polimerase Chain Reaction (PCR) em
tempo real quantitativo (QRT-PCR) P<0,05, das regibes ultraconservadas
uc.112; uc.122; uc.160; uc.252; uc.262 e uc.316. Os resultados apontaram uma
hiperexpresséao da regido uc.112 em amostras de MO com LLA em relacdo as
amostras de MO sem doencas hematoldgicas, como também em pacientes
diagnosticados com Leucemia Linfoide Aguda de células T (LLA-T) com relacdo
aos pacientes diagnosticados com Leucemia Linfoide Aguda de células B (LLA-
B), apresentou também uma baixa expresséo e pacientes com hiperdiploidia e
esta associada a alguns fatores de transcri¢cao. A regido uc.160 também obteve
uma expressdao aumentada em pacientes LLA-T com relacdo aos pacientes
LLA-B e ainda sofre influéncias de alguns fatores de transcricdo sendo estes:
EZH2, SUZ12, MAX, CTFC, CHD2, ELF1, RUNX3, XY1, E2F6, RAD21, EBF1,



SMC3, USF1. Aregido uc.262 encontrou-se hipoexpressa em amostras de MO
com LLA em relacdo as amostras livre de doencas hematologicas. O presente
trabalho contribui para sugestdo de um possivel envolvimento dos T-UCRs na
LLA, porém, novas analises se fazem necessarias para confirmar e estender
esses achados.

Palavras Chave: Leucemia Linféide Aguda.RNA néo codificador de proteina.
.uc.112. uc.160.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematopoietic cell neoplasm
characterized by proliferation and accumulation of blasts compromised with
lymphoid lineage in the bone marrow. Despite all the progress not treatment,
still 20 to 30% of patients suffer relapse and as causes of this failure remain
unknown. Recently, an expression analysis of non-coding RNAs (ncRNA)
proteins has a promising and informative approach, among these, ncRNAs
identified in ultraconserved transcripts (T-UCRS). In 2007, a pioneering work on
the subject identified the expression profile of T-UCR characteristic of Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL) and hepatocellular and colorectal carcinomas.
Subsequently, the deregulation of some T-UCRs has also been described in
pediatric neuroblastoma, and in other tumors, however. The present work was
to analyze the expression of some T-UCRs in 58 samples of bone marrow of
children and adolescents diagnosed with ALL. In order to understand the
molecular pathways involved in disease progression, And seek association of
level of expression with biological and clinical characteristics. (PCR) in
qguantitative real time (gRT-PCR) P <0.05, from the regions Ultraconserved
uc.112; uc.122; uc.160; uc.252; uc.262 and uc.316. The results indicated
hyperexpression of the uc.112 region in bone marrow samples with ALL as
samples of bone marrow without hematological diseases, as well as in patients
diagnosed with acute T-cell Lymphoid Leukemia (T-ALL) in relation to patients
diagnosed with Leukemia Acute lymphoid B-cell (B-ALL) has also been shown
to be low expression and hyperdiodal patients and is associated with some
transcription factors. EZH2, SUZ12, MAX, CTFC, CHD2, ELF1, RUNX3, XY1,
E2F6, RAD21, EBF1, SMC3, USF1. The wuc.262 region was found
hypoexpressed in samples of bone marrow with ALL as samples free of
haematological diseases. The present work contributes to the suggestion of a
possible involvement of T-UCRs in ALL, however, new analyzes are necessary

to confirm and extend these findings.

Keywords: Acute Lymphoid Leukemia. non-coding RNA. ultra-conserved

transcyte regions. uc.112. uc.160.
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1 INTRODUCAO

As leucemias sdo neoplasias de células hematopoiéticas que se
originam a partir de células transformadas na medula 6ssea (MO) (IRONS;
STILMANN, 1996). Podem ser classificadas em agudas ou crbnicas
dependendo do grau de maturacdo das células neoplésicas (PUI, 1999). A
leucemia linfoide aguda (LLA) é caracterizada pela rapida proliferacdo e o
acumulo de blastos imaturos da linhagem linfoide na MO (PUI, 2010). E
classificam-se ainda de acordo com a linhagem precursora do linfocito em
questdo sendo estes do tipo B (LLA-B) ou do tipo T (LLA-T) (PUI; RELLING;
DOWNING, 2004).

A LLA é apontada como o cancer mais diagnosticado durante a infancia,
tendo incidéncia maior em criangas entre 2 e 5 anos (PEDROSA; LINS, 2002;
PUI; EVANS, 2006). Representa 80% dos casos de leucemias e 30% dos
canceres na infancia (NIGRO, 2013; LE JEUNE, 2014).

Alguns critérios basicos para a estratificacdo de grupos de risco dos
pacientes com LLA incluem idade, contagem leucocitaria, imunofenétipo (LLA-B
ou LLA-T), envolvimento no sistema nervoso central (SNC), resposta inicial ao
tratamento e a presenca de alteracfes génicas (PUI, 2010; SZCZEPANEK et
al., 2011). Esta estratificacdo proporciona a utilizacao de protocolos especificos
para tratamento, possibilitando definir qual intensidade da terapia a ser
administrada (SMITH et al., 1996).

Existem também outros marcadores de prognostico, como a presenca
de doenca residual minima (DRM), que utiliza técnicas que detectam
quantidades de leucemia residual que ndo é detectavel através de exame
morfolégico, assim como o indice de DNA da célula leucémica (DOWNING,
2004; FRIEDMANN, 2000; PUI; EVANS, 1998; SCRIDELI et al., 2009).

A imunofenotipagem é feita através da citometria de fluxo, o que
determina a linhagem de uma leucemia aguda recém-diagnosticada analisando
a expressdo de alguns antigenos celulares especificos proporcionando a
identificacdo de precursores de linfocitos B (LLA-B) 85% e T (LLA-T) 15%. A
LLA-T é associada a um pior progndstico e apresenta maior recaida durante a
fase de inducédo (fase inicial do tratamento) (BELMONTE et al.,, 2016;
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BHOJWANI; YANG; PUI, 2015). Analises citogenéticas também auxiliam na
melhor estratificacdo dos grupos de risco (GREAVES, 2002; SZCZEPANEK et
al., 2011). Protanto, o grande numero de subtipos e caracteristicas bioldgicas
da LLA apontam wuma grande heterogeneidade nesta doenca
complexa/multifatorial (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; KEBRIAEI; LARSON,
2003).

Do ponto de vista clinico/biolégico, o Grupo Brasileiro de Tratamento da
Leucemia Infantil (GBTLI) sugere que os pacientes com LLA sejam inicialmente
classificadas em alto e baixo risco baseado na idade e contagem leucocitaria
ao diagnostico. Os pacientes com idade entre <1 ano e >9 anos ou com
contagem leucocitaria >50.000/mm3 sdo inclusos na categoria de alto risco,
ficando categorizados como de baixo risco os pacientes com idade entre 1-9
anos e contagem leucocitaria <50.000/mm3. (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015;
KEBRIAEI; LARSON, 2003).

O tratamento da LLA, de uma forma geral, consta de trés fases
principais: inducdo, consolidacdo e manutencédo (PUI, 2015). A utilizacdo de
farmacos com diferentes mecanismos de acdo (poliquimioterapia) € o
tratamento mais indicado para a LLA e pode ser adaptado de acordo com o
risco de recaida dos pacientes (PUI, 2015). A aplicacdo de protocolos, como o
GTBLI que estratifica pacientes em grupo de risco para indicacdo da
poliquimioterapia, vem corroborando de forma positiva na cura dos pacientes,
alcancando cerca de 80 a 90% da remissao total em alguns centros especificos
de tratamento (PUI; EVANS, 2006).

Porém, apesar de todos os avancos no tratamento da LLA e os bons
resultados obtidos através do uso intensivo e combinado de diferentes
quimioterapicos e melhora dos protocolos utilizados, em média, ainda 20 a 30%
dos pacientes sofrem recaidas e as causas dessa falha permanecem
desconhecidas (CARROLL; RAETZ, 2013; KARATHANASIS et al., 2009).
Adicionalmente, entre os pacientes com recaida precoce (até 36 meses do
diagnostico), 10% possuem chance de cura e remissdo total da doenca
(CARROLL; RAETZ, 2013; SCHAFER; HUNGER,2011).

Esses dados sugerem a necessidade de uma melhor estratificacdo dos

pacientes nos grupos de risco e na identificagdo de novos marcadores
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moleculares que sdo de suma importancia para auxiliar na compreensao
biolégica da doenca visando um melhor progndstico (LE JEUNE; THOMAS,
2016). Recentemente, a andlise de expressdo de RNAs ndo-codificadores de
proteinas (ncRNAs) tem se mostrado uma abordagem promissora e
grandemente informativa, principalmente com a identificacdo de microRNAs
(miRNAS).

A associacdo de miRNAs com a classificacdo e progndstico em muitos
tipos tumorais ja foi evidenciado, inclusive na LLA infantil (CORTEZ et al., 2010;
OLIVEIRA et al.,, 2012a; OLIVEIRA et al., 2012b). Sabe-se que os miRNAs
possuem mecanismos reguladores envolvidos na leucemogénese, e a grande
heterogeneidade da expressdo dos mesmos na LLA permite uma diferenciacao
de tecidos normais e subtipos de amostras tumorais (OLIVEIRA et al., 2012;
EMMRICH et al.,, 2014; LIZ; ESTELLER, 2016; ORGANISTA-NAVA et al.,
2015). Apesar das informagfes encontradas para andlises de miRNAs, poucos
estudos tém buscado alteracdes de expresséo de outras classes de nCRNAs .

As regides ultraconservadas (UCRs) sdo sequéncias gendmicas,
maiores a 200 pares de bases (pb), identificadas ap6s comparag¢do do genoma
de ratos, camundongos e humanos (BEJERANO et al., 2004). Sabe-se que
93% destas regides séo transcritas, nomeadas de regides ultraconservadas
transcritas (T-UCRs), e algumas delas podendo originar ncRNAs longos
(INcRNAs) e IncRNAs intergénicos (lincRNAs) (CALIN et al., 2007; SCARUFFI,
2011).

Calin e colaboradores em 2007, demonstraram que uma grande parcela
dos T-UCRs possuem padrdes de perfis Unicos de expressao no cancer, mais
especificamente, a andlise do perfil de expresséo dessas regides revelou uma
assinatura especifica para leucemia linféide crénica, cancer colorretal e
carcinoma hepatocelular (CALIN et al., 2007).

Esse estudo precursor também identificou que muitas UCRs estdo
frequentemente localizados em sitios frageis do genoma, conhecidamente
importantes na carcinogénese, além da descricdo de alguns T-UCRs regulados
por miRNAs em leucemia, e envolvidas com a regulagéo da apoptose (CALIN
et al., 2007).
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Nota-se que os T-UCRs podem participar de processos celulares
importantes, sendo que alguns possuem niveis de expressdo alterados em
alguns tipos de céancer (REIS; VERJOVSKI, 2012), j& evidenciado em
neuroblastoma (MESTDAGH et al., 2010); hepatocarcinoma (BRACONI et al.,
2011); cancer de prostata (HUDSON et al., 2013), cancer de es6fago (FASSAN
et al.,2014) e pancreatico (JIANG et al., 2016).

Torna-se algo desafiador desvendar as fungdes bioldgicas dos T-UCRs e
compreender seu impacto sobre a fisiologia celular, pois as mesmas ainda
permanecem desconhecidas (HUDSON et al., 2013; QUAGLIATA,
TERRACCIANO, 2014).

Na LLA, ndo foi encontrado nenhum trabalho que analisa o perfil de
expressao de qualquer T-UCR em amostras de MO de pacientes. A partir das
informacdes aqui apresentadas, o presente trabalho propds avaliar a expressao
de alguns T-UCRs em amostras de MO de criangas e adolescentes com LLA e
buscou associar a expressdo destes transcritos com caracteristicas biolégicas
e clinicas dos pacientes, visando a melhoria continua da estratificacdo dos

grupos de risco e até mesmo sugerir potenciais novos alvos terapéuticos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Serdo esmiucadas caracteristicas comuns presentes na LLA-B e LLA-T
sendo a T conhecida como subtipo de pior prognostico. Assim como a
descricdo das UCRs, e potenciais ncRNAs derivados dos T-UCRs ja

evidenciadas com alteragao de expressao em alguns tipos tumorais.

2.1 LEUCEMIAS

A hematopoiese normal do individuo & controlada através de fatores de
crescimento e liberagdo de citocinas, regulando assim a sobrevivéncia,
proliferacéo e diferenciacdo celular (IRONS; STILLMAN, 1996). As leucemias
caracterizam-se pela proliferacdo anormal e desordenada de leucécitos na MO
promovendo alteragées no normal funcionamento da hematopoiese originando
0S primeiros sinais e sintomas da doenca (PUI, 2010).

Antes mesmo do diagndstico e caracterizacdo de leucemia, ocorre uma
fase pré-leucémica na qual, geralmente, os pacientes possuem algumas
alteracdes displasicas ou anormalidades citogenéticas clonais em uma ou mais
linhagens dos leucécitos antes mesmo de apresentarem mais lesées no DNA
gue proporciona o potencial maligno celular (IRONS; STILLMAN, 1996). Logo,
as células leucémicas apresentam duas ou mais alteragbes moleculares
originadas e transformadas na MO, e estas células passam por varios
processos antes de possuirem o potencial maligno, perdendo o potencial de
maturacdo e diferenciacdo, originando as caracteristicas da leucemogénese e
transmitindo essa mutagcdo para os seus subclones monoclonais (GREAVES,
2002; IRONS; STILMANN, 1996; MULLIGHAN, 2016; PUI, 2010). Estes clones
leucémicos carregam consigo as muta¢des adquiridas, e a carga de mutacdo
clonal pode variar de acordo com processos de recaidas ou progressdo da
doenca (MA, et al.; 2015).

As células quando transformadas na MO, podem adquirir capacidade de
infiltrarem em diversos 6rgaos, interferindo na funcionalidade desses, sendo o
figado, linfonodos, baco, timo, gbnadas os mais atingidos (LE JEUNE;
THOMAS, 2016; PUI; JEHA, 2007). Adicionalmente, as células leucémicas
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podem acometer o SNC migrando através do endotélio e promovendo a
infiltragdo do plexo coroide ou a extensdo da MO cranial envolvida
(FORESTER, et al., 2009).

As leucemias sao classificadas em agudas ou crbnicas, de acordo com o
grau de maturacdo das células neoplasicas, em leucemia mieléide aguda
(LMA) e leucemia mieldide crénica (LMC) ou LLA e leucemia linfoide crénica
(LLC) de acordo com a origem celular (PUI, 1999).

2.2 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

A LLA pode desenvolver-se a partir de qualquer célula de linhagem
linfoide alterada em qualquer estégio inicial de maturacéo e desenvolvimento,
promovendo proliferacdo clonal e acumulo de linfécitos imaturos na MO (PUI,
EVANS, 1998; PUI, JEHA, 2007). E um tipo de cancer heterogéneo, tendo sua
origem interferida por fatores imunoldgicos, genéticos e ambientais que direta
ou indiretamente auxiliam para a progressdo e desenvolvimento do fendtipo
maligno da doenca (IRONS; STILMANN, 1996; KULIS et al., 2012). E o cancer
mais diagnosticado na infancia, representando 80% das leucemias em criancas
até 15 anos e um quarto de todos os casos de cancer (PEDROSA; LINS, 2002;
PUI; EVANS, 2006).

O diagnostico definitivo da LLA da-se através de um exame de MO
(aspirado ou bidpsia) identificando alteracdes morfolégicas, citoquimicas e
imunofenotipicas (ARICO et al., 2002). A classificagéo dos linfocitos através da
imunofenotipagem promove avancos clinicos que contribuem para uma melhor
acao terapéutica (PUI; EVANS, 1998), na qual, através da analise de perfil de
antigenos expressos nas superficies dos linfocitos, é possivel realizar a
estratificacdo de acordo com a linhagem linfocitica em questéo, LLA-B ou LLA-
T. A idade e a contagem de leucocitos ao diagnéstico sdo fatores muito
importante na classificacdo e aplicacdo de protocolos especificos, mas
algumas caracteristicas genéticas também podem influenciar nas respostas ao
tratamento (PUI; EVANS, 2006). E além de analisar as diferencas multifatoriais

na biologia tumoral, € importante salientar o cuidado preciso com as
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necessidades sociais e psicologicas das criancas e adolescentes
diagnosticados com LLA (SCHAFER; HUNGER, 2011).

Os sintomas clinicos recorrentes da LLA incluem: dor (6sseas e
articulares), febre (causada pela leucemia ou infeccdo secundaria), fadiga
(anemia), sangramento de linfadenopatia, hipertensao intracraniana causando
cefaleia e vomitos, derrames pleurais associados a veia cava superior e
paralisia do nervo craniano (PUl; RELLING; DOWNING, 2004).

2.3 IMUNOFENOTIPO

2.3.1 Leucemia Linfoide Aguda de células B (LLA-B)

Em relagdo ao imunofendétipo da LLA, sdo encontradas duas classes
principais, B (LLA-B) e T (LLA-T). No subtipo LLA-B, sdo expressos uma
grande variedade de antigenos especificos de acordo com o grau de
maturacéao e diferenciacao que os linfocitos se encontram (MULLIGHAN, 2012).

De acordo com o European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias (EGIL), a LLA-B pode ser subclassificada em
quatro tipos: pro-B, expressam HLA-DR; TdT (Terminal deoxinucleotidil
transferase); CD34; CD19 e CD22; precursor B Comum: antigeno CD10,
conhecido como common acute lymphocytic leukemia antigen (CALLA), CD19
e/ou CD20; Em pré-B: IgM (cadeia p) citoplasmatica; CD19; CD20 e CD10 e
em B maduro: cadeias leves de imunoglobulina (lg) (CHAUFFAILLE;
YAMAMOTO, 2014; ONCIU, 2009).

A LLA-B é mais comum em criancas e adolescentes, representando 80%
dos casos de LLA, na qual pré-B representa 5%, 75% correspondem ao subtipo
comum e 15% de pré-B, sendo apenas 2-5% do tipo maduro (FARIAS;
CASTRO, 2004; MULLIGHAN, 2012).

2.3.2 Leucemia Linfoide Aguda de células T (LLA-T)



26

Os estagios de desenvolvimento normal do timdcito, também pode ser
utilizado para subclassificacdo da LLA-T, onde é subdividida em 3 subgrupos
com a expressdo de antigenos especificos também analisados através da
citometria de fluxo, sendo estes:

Fase pré-T, expressos CD3; CD7; CD2; CD5 e TdT. Na fase T-
intermediario, ha uma grande expressdo de CD3; CD2 e CD12, sendo
apontadas também algumas co-expressées de CD4 e CD8. Em T-comum e
maduro, sdo encontrados expressos CD2; CD3; CD4; CD5; Cd7 e CD8.

Dentre os casos de LLA infantil a LLA-T representa cerca de 15-20%, e
esses estdo associadas geralmente com maior resisténcia as fases iniciais de
tratamento e maior indice de recaidas quando comparados ao grupo LLA-B por
apresentarem um mecanismo de resisténcia maior aos quimioterapicos e isto
ainda ndo é muito bem explicado, sendo portanto um grupo de pior prognostico
necessitando de uma terapia intensificada (ARICO et al., 2002; BHOJWANI;
YANG,; PUI, 2015; GOLDBERG et al., 2003).

2.4 ALTERACOES GENETICAS NALLA-B E LLA-T

E necessario um conjunto de alteracbes genéticas para progressio
tumoral, proporcionando aos linfécitos em questdo um grande e invasivo
potencial maligno (WIEMELS et al., 1999), e a analise de alteracbes genéticas
numericas e estruturais nos pacientes com LLA contribuem no entendimento da
origem leucémica e auxiliam na indicacdo do protocolo a ser utilizado na busca
de um tratamento mais adequado (GREAVES, 2002).

As anormalidades cromossémicas e moleculares adquiridas e somadas
durante a expanséo clonal, pode ter inicio ainda no periodo fetal, intervindo no
processo de diferenciacdo e maturacdo celular nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario (NIGRO, 2013), estas alteracdes genéticas
podem ocorrer também no periodo pos-natal podendo estas serem mutacdes
de ponto, dele¢cbes génicas, translocagbes ou qualquer outro distlrbio e dano
ao DNA (WIEMELS et al., 1999). As transloca¢cfes cromossOmicas sdo muito
comuns em pacientes com LLA e podem ser o0s primeiros eventos da
leucemogénese (GREAVES, 2002; MOORMAN et al., 2014; WIEMELS et al.,
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1999). Importante ressaltar que quando um paciente sofre recaida ao
tratamento as alteragbes genéticas tendem a aumentar, pois a célula leucémica
pode acumular novas lesdes ao DNA, e estas alteracdes podem incluir genes
gue interferem na resisténcia as combinacdes quimioterapicas (NIGRO, 2013).

Cerca de 75% das criancas portadoras de LLA apresentam
anormalidades cromossomicas, sendo as mais frequentes as alteracdes
numéricas (MA et al., 2015), como por exemplo a hiperdiploidia com a presenca
de mais de 50 cromossomos por célula, que é associada a um melhor
prognostico. Algumas sindromes como a de Klinefelter, Bloom e Sindrome de
Down podem estar associadas com a predisposi¢cao a LLA, como por exemplo
a Sindrome de Down € encontrada com incidéncia vinte vezes maior em
portadores de LLA (NIGRO, 2013; PUI; RELLING; DOWNING, 2004).

Sao inclusos na LLA-B varios subgrupos citogenéticos com diferentes
caracteristicas biolégicas que interferem na sensibilidade as drogas. Na LLA-T,
as alteracbes cromossdmicas ndo estdo intimamente ligadas as decisdo
terapéutica da doenca, mas podem ser relacionadas com o desfecho clinicos
(PUI; RELLING; DOWNING, 2004).

2.5 HIPERPLOIDIA/HIPODIPLOIDIA

A hiperdiploidia é caracterizada pela presenca de 51-65 cromossomos,
independente dos cromossomos envolvidos. Esta presente entre 20 a 30% dos
casos de LLA infantil, geralmente encontrada em LLA-B de criangas mais
novas, porém nao lactentes, e é considerado um fator de bom progndstico.
(ARICO et al.,, 2000; HUANG et al.,, 2012; SUTCLIFFE et al.,, 2005). Ja a
hipodiploidia (44-45 cromossomos) esta presente em 8% dos casos e esta
associada a um prognostico desfavoravel (MULLIGHAN, 2015; VROOMAN;
SILVERMAN, 2009).

2.6 Translocacoes (t)
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Geralmente, reconhecidos como primeiro evento na leucemia
(HARRISON et al., 2005), aqui serdo apresentados algumas translocagcdes
mais frequentes:

A translocacao t(12;21), caracterizada pela fusdo dos genes TEL/AML1
ou ETV6/RUNX1, é a mais comum sendo encontrada em aproximadamente
20% dos casos de pacientes com LLA, principalmente em pacientes LLA-B até
0s 10 anos (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015). Por apresentarem ao diagnostico
uma baixa contagem de leucocitos com relacdo aos outros subtipos, essa
translocacdo esta relacionada a um prognéstico favoravel (FORESTIER et al.,
2009; HARRISON et al., 2005).

A presenca do cromossomo Filadélfia (BCR/ABL1), resultante da
translocacao t(9;22) (gq34;q1l), é considerado um marcador de pior prognastico
(ARICO et al., 2000; MOORMAN, 2016), e da origem a uma proteina quimérica
de atividade tirosina quinase elevada (MOORMAN, 2016). Cerca de 3-5% dos
casos de LLA infantil apresentam esse tipo de translocacdo (MULLIGHAN,
2012). Os pacientes com essa translocacdo apresentam uma sobrevida livre de
eventos (recaida) <20% dos casos, onde na maioria das vezes o tratamento
indicado é o transplante de medula O6ssea (FLETCHER et al., 1992;
HARRISON; FORONI, 2002).

A translocacao t(1;19) (g23; p13) ocorre em 6% dos pacientes com LLA
e envolve a fusdo TCF3-PBX1, o qual se liga a proteina HOX interferindo na
diferenciacdo hematopoiética (MULLIGHAN, 2012). Essa translocacdo foi
inicialmente relacionada a um desfecho clinico de pior progndstico, porém,
novos esquemas de tratamentos intensivos desfizeram esta associacao
(BHOJWANI; YANG; PUI, 2015).

Translocagbes envolvendo o gene MLL (mixed lineage leukemia)
também sdo frequentes. O gene MLL mapeado no 11¢g23, tem papel
fundamental na hematopoiese, regulando o grupo de genes HOX, que
influenciam a renovacdo hematopoiética de células-tronco e a leucemogénese
(KRIVTSOV, AMRSTRONG, 2007). Esse tipo de rearranjo € identificado em 5-

8% dos pacientes com LLA infantil, se tornando mais frequente em lactantes,
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representando 80% dos casos dos pacientes no qual o diagnostico é realizado
antes do primeiro ano de vida (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015).

2.7 ALTERACOES GENETICA NA LLA-T

Cerca de 50% dos casos de LLA-T apresentam translocacdes
cromossOmicas e a aproximagdo de oncogenes a regibes promotoras e
acentuadoras de genes receptores de células T sdo comuns (BHOJWANI;
YANG; PUI, 2015; WENG et al., 2004; WENG et al., 2004). Mais de 70% das
leucemias do tipo T, apontam perda de genes supressores tumorais tais como
P16/INK4 e P14/ARF, como resultado das alteracbes cromossémicas,
interferindo também na expressdo de genes reguladores que bloqueiam o
processo de diferenciacdo e induz sinais proliferativos que ndo conseguem ser
controlados (BELMONTE et al., 2016).

Foi identificado, em estudos recentes, que o perfil de expressédo génica
pode sugerir quatro subtipos principais de LLA-T, baseado em vias de ativacao
oncogénicas, sendo esses subtipos envolvendo os genes TLX1, LYLI1,
TAL/LMO2 e TLX3 (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015). A Sinalizacdo NOTCHL1 é
uma das principais vias de proliferacdo e sobrevivéncia das células T
(BELMONTE et al., 2016).

Mutacbes presentes no gene NOTCH1 vem sendo demonstrada em
mais de 60% dos casos de LLA-T, onde a desregulacao na sinalizacao (papel
critico na leucemogénese) de NOTCH1 pode levar a inducdo de diversos
oncogenes e a inibicdo de supressores tumorais, eventos esses envolvidos na
transformacdo maligna de precursores de células T e na manutencdo da
leucemia ja estabelecida (BELMONTE et al., 2016; MULLIGHAN, 2016; WENG
et al., 2004). Dentre os alvos de NOTCH1 estédo Deltex-1, heyl, hesl e c-Myc,
proteinas responsaveis pela ativacdo de diferentes vias as quais incluem a via
PI3K—-Akt/pkb dependente de mammalian target of rapamycin (MmTOR)
(BELMONTE et al., 2016; WENG et al., 2004).

Algumas mutag¢des que envolvem o brac¢o curto do cromossomo 9, vem
sendo detectadas com grande frequéncia em pacientes com LLA-T
(HARRISON; FORONI, 2002). Aproximadamente 80% dos casos de LLA-T e
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20% de LLA pré-B apresentam perda dos genes supressores pl6/INK4A e
pl4/ARF como resultado de delecBes no locus 9p21 e adicionalmente, estdo
hiperexpressando fatores transcricionais oncogénicos c-Myc, nkx2-1, nkx2-2 e
0s genes LMO1 e LMO2; HOXA; TAL1 e TAL2 (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015).

2.8 TRATAMENTO DA LLA

Um breve histérico mostra as principais formas de intervencdes
terapéuticas para o tratamento de leucemias, como o0 uso do arsénio (1865),
agentes alquilantes (1943), insercdo de protocolos com finalidade de cura
(1962) e transplante de medula (1971), mas hoje em dia busca-se adequar e
aplicar protocolos de tratamento especificos seguindo as caracteristicas da
leucemia em questdo (PEDROSA; LINS, 2002).

Um diagnostico tardio interfere no acumulo de mutacbes nas células
clonais, proporcionando assim, uma maior resisténcia as drogas nas fases
iniciais de tratamento (GREAVES, 2002). Por isso a importancia de um
diagndstico logo nas fases iniciais da presenca de sintomas especificos da
doenca (PEDROSA; LINS, 2002).

O tratamento da LLA, de uma forma geral, consta de trés fases
principais: (1) Indugéo; (2) consolidagéo da remissdo/intensificacdo e profilaxia
da leucemia no SNC; e (3) manutencdo sendo cada fase ministrado o uso
especifico de quimioterapicos (PEDROSA; LINS, 2002; PUI; EVANS, 2006). A
guimioterapia pode ser adaptada ao risco de recaida dos pacientes, que €
avaliado ao diagndéstico e nas primeiras semanas do tratamento e inclui a
poliquimioterapia, baseada na combinagdo de drogas com diferentes
mecanismos de acdo (PUI, 2010). Geralmente hd uma boa resposta ao
tratamento quando ha uma menor intensidade de quimioterapicos (SMITH et
al., 2006).

Na fase de inducdo, séo utilizados medicamentos como: vincristina,
dexametasona, daunorrubicina e asparginase. Ja na fase de consolidacdo: 6-
mercaptopurina, metotrexato, doxorrubicina, vincristina, asparginase,
ciclofosfamida e 6-tioguanina (ROBINSON et al., 2008). E na fase de

manutengao: metotrexato, vincristina, dexametasona e 6-mercaptopurina (PUI;
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JEHA, 2007). O tratamento € variavel de acordo com o grupo de risco do
paciente, que dura em meédia de 2 a 3 anos, e atinge atualmente cerca de 90%
de chance de cura (GBTLI, 2000; NIGRO, 2013).

Deve-se também tratar algumas complicacfes secundarias de pacientes
com leucemia que apresentam quadros de hiperuricemia, hipercalcemia,
hiperfosfatemia e hipocalcemia (PUI; EVANS, 1998), logo as terapias
convencionais ainda estdo relacionadas com a possibilidade de
desenvolvimento de complicacdes infecciosas e hematoldgicas a longo prazo
(PUI; EVANS, 2006; PUI; JEHA, 2007). Portanto, novas alternativas de
tratamento visam, ndo somente a cura dos pacientes, mas também a melhora
da qualidade de vida dos mesmos (ROBINSON et al., 2008).

E importante ressaltar que a resposta da terapia geralmente depende do
comportamento fisiolégico do paciente envolvendo: a genética das células
leucémicas, a farmacogenética e farmacodindmica do mesmo (PUI; EVANS,
2006). E que o sucesso de cura estd centralizado principalmente no melhor
entendimento da doenca, assim como a busca de combinacfes de novas
drogas, e aplicacdo de protocolos terapéuticos mais adequados (PEDROSA,;
LINS, 2002).

Sendo assim, se faz necessario a busca e identificacdo de novos alvos
moleculares que possam melhor estratificar os pacientes nos grupos de risco,
além de identificacdo de novos alvos terapéuticos, mais especificos
proporcionando um melhor tratamento assim como, prezar pela qualidade de

vida dos pacientes.

2.9 RNAS NAO-CODIFICADORES DE PROTEINAS

Tendo em vista a necessidade de identificacdo de novos alvos
moleculares que possam ser utilizados como potenciais terapéuticos, a analise
de expressdo de ncRNAs vem entdo se destacando nos ultimos anos. Por
muito tempo a ciéncia esteve focada no estudo de sequéncias de DNA que
eram transcritas em RNA e subsequentemente traduzida em uma proteina

especifica, porém, apenas 2% do genoma humano produz proteinas e, além
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disso, estima-se que aproximadamente 97-98% da producdo de transcritos do
genoma humano seja em ncRNA (MATTICK, 2001; MARINI et al., 2016).
Portanto sabemos que a maior parte do genoma humano € constituido por
regides que ndo codificam proteinas (BEJERANO et al., 2004; MATTICK, 2001;
MICHALAK, 2006). Logo, caracterizam-se por ncRNAs transcritos de RNAs
que ndo carregam as informacdes genéticas de como a proteina deve ser
produzida, portanto ndo é um RNA mensageiro (mMRNA) (MORLANDO et al.,
2015).

Sabe-se que o numero de ncRNAs é muito maior que a quantidade de
genes que codificam proteinas, e desempenham fun¢gfes das mais diversas,
sendo importantes na embriogénese; controlam a arquitetura da cromatina,
auxiliam em processos de transcricdo através da mediacdo em splicing
alternativo, participam de processos epigenéticos; promovendo a inativacdo do
cromossomo X, interferem na degradacao e traducdo do mRNA, entre outras (
CHALEI et al., 2014; QUAGLIATA; LUIGI; 2014; MATTICK, 2003).

Além disso, possuem habilidades em formar estruturas secundarias
associando-se a complexos proteicos (QUAGLIATA; LUIGI; 2014; RICCARDO
et al., 2012;) Os ncRNAs séo conhecidos por modular centenas de alvos de
MRNA, resultando em alteracdes globais no fenétipo celular (WANG et al.,
2016). Adicionalmente, ncRNAs podem encontrar-se diferencialmente
expressos em qualquer tecido tumoral (CHALEI et al., 2014; EMMRICH et al.,
2014; MORLANDO et al., 2015), como ja observado em amostras de cancer de
mama, colorretal, figado e pulmdo e em doencas humanas como diabetes e
complicacbes cardiovasculares, sendo fortemente utilizados como
biomarcadores (HAJJARI; ATEFEH; SHIN, 2013; SILVA; BULLOCK; CALIN,
2010; VITURAWONG et al., 2013).

Existem inumeras classes de ncRNAs, incluindo miRNAs (19-24pb),
IncRNAs (>200pb) e lincRNAs (MATTICK, 2003). Os miRNAs estdo geralmente
associados com a regulagdo poés-transcricional de mRNAs alvo (AMBROS,
2004; BARTEL, 2004; HE; HANNON, 2004; MENDELL; HEAT, 2005) e a
desregulacédo de expressao dos mesmos pode ainda estar correlacionada ao
desenvolvimento e progressao tumoral, podendo atuar como oncogenes ou
genes supressores tumorais (CALIN et al., 2004; LU et al., 2005; VOLINIA et
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al., 2010).

J4 os IncRNAs foram identificados como desregulados em doencas
neurodegenerativas, doengas cardiovasculares, diabetes, Alzheimer, obesidade
e principalmente no desenvolvimento e progressdo de tumores através da
proliferacédo, invasdo, metastase e sobrevivéncia da célula (CHIBA et al., 2007;
DUURSMA et al., 2008; HUNG; CHIU-LIEN et al., 2014; MIRANDA et al., 2006;
SILVA; BULLOCK; CALIN, 2015).

Alguns ncRNAs funcionais em processos leucémicos ja foram
evidenciados, como os ncRNAs BIC e miRNA-1290 (identificados em certos
linfomas em células do tipo B) e os ncRNAs NTT; miRNA196-b, miRNA-101
(identificados em algumas células T ativadas), podendo estar associados a
progressao da LLA (QIAN et al., 2016; TORCHIA; MIGEON; SILICIANO, 1997;
ZHOU et al., 2017).

2. 10 REGULACAO TRANSCRICIONAL DE NCRNAS

Evidéncias recentes demonstram que alguns ncRNAs possuem
regulacdo transcricional semelhantes a mRNA, para isto a ligacao de fatores de
transcricdo podem estar presentes em regides promotoras desses transcritos
(MATTICK, 2011). Por exemplo, alguns IncRNAs podem ser regulados por
fatores de transcricdo como o0 mESCs (mouse embyone stem cells) e Oct4
(octamer-binding transcription fator 4) (MOHAMED et al., 2010).

Estudos utilizando imunoprecipitacdo corroboraram que ha sitios de
ligagdo da RNA Polimerase Il e de seus fatores de transcricdo mapeados em
regides gendmicas distantes de promotores codificadores de proteinas, muitos
deles em regibes de IncRNAs (CONLEY; JORDAN, 2012). Também héa
evidéncias que alguns IncRNA sejam transcritos pela RNA Polimerase Il
(MATICK, 2011).

E pertinente que INncRNAs sofram influéncias e regulacdo através de
mecanismos epigenéticos, sendo que estes eventos incluem a metilacdo do
DNA e modificacdo de histonas nas regides proximas de seus sitios de
transcricdo (CAWLEY, 2004). Durante o processo de diferenciacdo celular,
estas alteracdes podem influenciar os niveis de regulacdo de IncRNAs e

consequentemente em suas fungdes (WU et al., 2010).
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Estimulos extracelulares também podem influenciar na regulacdo de
ncRNAs, como por exemplo, a regulacado por horménios (YANG et al., 2013),
onde os mesmos se ligam a elementos regulatorios na regido gendmica de
INcRNAs (TAKAYAMA et al., 2013).

Recentemente, tem se iniciado o interesse no estudo de IncRNAs
transcritos de regides do DNA altamente conservadas (UCRs) (BEJERANO et
al., 2004). T-UCRs foram primeiramente identificados como diferencialmente
expressos em processos tumorais por Calin e colaboradores, em 2007, e
carregam associacdes importantes na busca da compreensdo da progressao
tumoral, logo, a analise de expressdo dos mesmos na leucemia linfoide aguda

torna-se algo de extrema relevancia (CALIN et al., 2007).

2.11 REGIOES ULTRACONSERVADAS

Em 2004, Bejerano e colaboradores através do estudo da comparacao
de genomas de mamiferos com aplicacdes de ferramentas da bioinformatica,
identificaram que 5% do genoma humano esta conservado, potencialmente por
serem regides funcionais (BEJERANO et al., 2004). Este estudo, no primeiro
momento, buscava realizar a identificacdo de regides homodlogas e realizar o
agrupamento de algumas proteinas com dominios semelhantes. Feito isso,
poderiam ser sugerido possiveis funcdes a regifes até entdo desconhecidas
em outras espécies.

Analisando entdo regides perfeitamente conservadas, maiores de 200 pb
e idénticas quando comparados o0os genomas de ratos, camundongos e
humanos, foram identificadas 481 regides, as quais chamaram de (UCRS)
(BEJERANO et al., 2004). Posteriormente, observou-se alta similaridade
dessas regides também em outros mamiferos e até em grupos mais distantes
evolutivamente, como peixes; aves; plantas e insetos, o que sugere uma forte
pressao seletiva positiva na regido e importante papel biolégico (BEJERANO et
al., 2006; TACCIOLI, CRISTIAN, et al 2009).

No genoma humano, essas regides estdo mapeadas em diversos loci e
estdo ausentes apenas no cromossomo Y e 21, talvez por se tratarem de

cromossomos com a menor quantidade de sequéncias génicas essenciais
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(MARTINEZ et al., 2010).

A primeira anotacdo das sequéncias UCRs foi feita com enfoque na
busca por regifes relacionadas com a sintese proteica e descreveram que
destas 481 UCRs, 111 sdo exdnicos, pois sobrepdem um mRNA no genoma
humano, 256 UCRs séo caracterizadas como ndo exdnicos e ndo apresentam
evidéncias com processo de transcricdo e 114 UCRs sao intergénicas
(BEJERANO et al., 2004; MCLEAN; CORY; BEJERANO, 2008).

Como essa primeira anotacdo foi baseada na versdo hgl7 do genoma
humano, posteriormente, com base na versdo hgl8, essas regides foram
reclassificadas em: intergénicas (38,7%), intronicas (42,6%), exonicas (4,2%),
parcialmente exbnicas (5%) e contendo o exon (5,6%). Ainda para um pequeno
grupo dessas T-UCRs (3,9%) a anotacdo gendmica varia por causa de splicing
alternativo no gene hospedeiro (MESTDAGH et al., 2010).

Os UCRs intergénicos, geralmente estdo mapeados em “desertos
génicos” e 0os genes mais préximos que estdo mapeados flanqueando essas
regides, geralmente estéo relacionados com o desenvolvimento, sugerindo que
talvez essas regides UCRs intergénicas, atuem como acentuadores distais de
controle génico (CORY; BEJERANO, 2008). Por exemplo, a regido uc.351
contém um acentuador mapeado a 225 kb do gene DACH, conhecido por seu
desenvolvimento no cérebro, membro e 6rgaos sensoriais (SCARUFFI, 2011).

A alta conservacdo das UCRs sugerem um importante papel biolégico
dessas regides, no entanto, as suas funcdes especificas ainda ndo séao
completamente conhecidas (HUDSON et al., 2013). Adicionalmente, muitas
dessas UCRs incluem-se na imensa parcela do genoma que ndo dao origem a
proteinas e que por muitos anos foi considerada como “DNA lixo” e atualmente
evidenciadas como a grande explicacdo para a complexidade das células
eucarioticas, principalmente nos mecanismos de regulacdo génica
(BEJERANO et al., 2004; MCLEAN; CORY; BEJERANO, 2008).

Em 2007, em um trabalho precursor sobre o tema, Calin e colaboradores
identificaram que muitas dessas UCR séo transcritas, os chamados T-UCRs.
Mais especificamente, 34% dessas UCRs tinham expresséo universal, estando
expressos em 19 diferentes tipos teciduais humanos (CALIN et al., 2007).

Muitos desses T-UCRs possuem estruturas secundarias potencialmente



36

funcionais e/ou séo transcritos em clusters com outros ncRNAs de comprovada
importancia celular (BEJERANO et al., 2004; CALIN et al., 2007).

Adicionalmente, nesse mesmo trabalho, foi descrito um perfil de
expressao dos T-UCRs caracteristico a LLC e aos carcinomas hepatocelular e
colorretal, capazes de diferenciar cada subtipo tumoral das outras neoplasias e
também de sua contraparte normal, sendo entdo associados com o diagndstico
e prognostico (CALIN et al., 2007). Esse trabalho descreveu que cada tipo de
cancer analisado apresenta um conjunto de T-UCRs alterados, quando
comparado com células normais do mesmo tecido, e sugere que essas regides
possam estar envolvidos em processos malignos e auxiliar no desenvolvimento
de novas estratégias para o diagndstico do cancer (SCARUFFI, 2011).

Enfatizando a importancia das UCRs no processo neoplasico, muitas
dessas regides estdo frequentemente mapeados em sitios frageis, regides
genbmicas ja associadas ao cancer (CALIN et al., 2007). Adicionalmente, a
desregulacdo de alguns T-UCRs também foi descrito em neuroblastoma
pediatrico, inclusive sendo relatada uma associacdo de alguns com
caracteristicas genéticas e com prognostico (SCARUFFI et al., 2009;
MESTDAGH et al., 2010).

Em 2010, foi identificado que o perfil epigenético de regides genbmica
préxima a trés T-UCRs (uc.160, uc.283, uc.346) estavam alterados em uma
linhagem de tumor de célon em relacdo ao tecido normal (LUJAMBIO et al.,
2010). Nesse trabalho, também verificou-se que esse perfil epigenético
anormal é similarmente encontrado em 59 diferentes linhagens celulares
neoplasicas, entre esses 6 linhagens de LLA infantil (Jurkat, Molt 16, ReH,
KOPN-8, Molt 4) (LUJAMBIO et al., 2010).

Também foram evidenciadas duas regibes T-UCRs diferencialmente
expressas, as UCRs uc.73 e uc.388, em carcinoma colorretal, sendo
caracterizados como potenciais marcadores moleculares auxiliando no
diagnéstico e prognadstico do cancer em questdo (SANA et al., 2012).

A desregulacdo dos T-UCRs também foi confirmado em
hepatocarcinoma (BRANCONI et al, 2011), tumor colorretal (SONA et al.,
2012), préstata (HUDSON, 2013), neuroblastoma (MESTDAGH et al., 2013),
cancer hepatocelular (KOGURE et al., 2013), cancer de es6fago (FASSAN et
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al., 2014), cancer de prostata e cancer gastrico (GOTO et al., 2015), tumores
medulares (JIANG et al.,, 2016), cancer de mama (MARINI et al.,, 2016),
adenocarcinoma pancreatico (JIANG et al., 2016), cancer de colon (KAJITA et
al., 2016) e cancer de bexiga (OLIVIERI et al., 2016).

Além das evidéncias em amostras tumorais, a desregulacdo dos T-UCRs
foram relatados na doenca de Crohn, um tipo de doencas Inflamatéria intestinal
grave. Nessa doenca, a hiperexpressdo da regido uc.261 foi associada ao
aumento de dano tecidual no processo inflamatério nas mucosas (QUIAN et al.,
2016). Um outro grupo analisou a exposicdo e absor¢cdo de chumbo como
atenuante agente de toxicidade ao SNC, sugeriu que uc.173 desempenha um
papel importante na inibicdo da apoptose na lesdo nervosa induzida por
chumbo em ratos (NAN et al., 2016).

Embora muitos trabalhos demonstrem os T-UCRs com diferenca de
expressao, o papel biolégico das UCRS no genoma ainda € pouco descrito. De
forma geral, sabe-se que podem atuar como acentuadores distais N0 processo
de regulagdo génica (MARTINEZ et al., 2010), reguladores de splicing (NI et
al., 2007) e atuar na regulacdo de modificacGes epigenéticas (LIN et al., 2012),
mas detalhes moleculares da funcdo de cada regido ainda precisa ser melhor
elucidada. Esses trabalhos prévios descrevendo as alteracdes na expressao
das UCRs em amostras tumorais, além da evidente conservacao dessas
regides, sugerem que os T-UCRs desempenham uma funcdo de grande
importdncia em mamiferos e outros vertebrados, entretanto, ainda
grandemente desconhecida. Ja a investigacdo dessas moléculas como
marcadores tumorais, tanto no diagnostico precoce da doenca como na
estratificacdo de grupos de risco, tem se mostrado cada dia mais promissoras.

Na LLA, ndo foi encontrado nenhum trabalho que analisa o perfil de
expressdo de qualquer UCR em amostras de MO de pacientes, embora em
destaque que o maior numero dos T-UCRs expressos foi encontrado em
linfécitos (CALIN et al.,, 2007; SHEN et al., 2011). E visto a grande
heterogeneidade dessa neoplasia e a necessidade de busca alternativa de
novos marcadores capazes de melhor estratificar os pacientes nos grupos de
risco, a analise de expresséo dos T-UCRs na LLA infantil se torna grandemente

importante. Adicionalmente, sdo poucas as associacdes de T-UCRs com
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parametros bioldgicos e clinicos importantes no desfecho progndstico de
leucemias.

Sendo a desregulacdo de T-UCRs uma caracteristica de outros tipos
tumorais humano, podendo ser associados com diagndstico, prognostico e
resposta a tratamento, é importante que essas regides sejam melhor
investigadas. Como sdo muitas UCRs descritas, 0 presente trabalho propos
iniciar as analises de expressdo de T-UCRs por aqueles intergénicos, ou seja
gue sao considerados lINCRNAS identificados como desregulados em pacientes
com LLC ou em tumores solidos, embora se conheca a grande
heterogeneidade nos perfis de expressédo génica de cada tipo neoplasico. Com
iIsso busca-se encontrar neste trabalho pioneiro a associagdo da expressao de
alguns lincRNAs identificados em T-UCRs com caracteristicas bioldgicas e

clinicas dos pacientes pediatricos com LLA.
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OBJETIVOS

Serdo apresentados nesta sessao 0s objetivos gerais e especificos

relacionados a pesquisa, sendo estes:

3.1 OBJETIVO GERAL

3.2

a) Analisar a expressao de T-UCRs (uc.112, uc.122, uc.160, uc.252, uc.262

e uc.316) em amostras de medula 6ssea de criancas e adolescentes
com LLA. E realizar uma possivel associacdo com parametros clinicos

de rotina clinica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar a expressdo dos T-UCRs (uc.112, uc.122, uc.160, uc.252,

uc.262 e uc.316) em amostras de medula Ossea, colhidas ao

diagndstico, de criangas e adolescentes com LLA;

b) Analisar a possivel associagdo dos niveis de expressdo dos T-UCRs

com caracteristicas biolégicas e clinicas dos pacientes como: idade,
contagem de leucdcitos ao diagnéstico, imunofenétipo, presenca de
t(12;21) e hiperdiploidia;

c) Analisar a possivel associacdo dos niveis de expressdo dos T-UCRs

com sobrevida dos pacientes LLA;

d) Avaliar, através de ferramentas de bioinformatica e bancos de dados

publicos, o alinhamento das sequéncias de UCRs de maior interesse e

mecanismos regulatérios existentes em sequéncias adjacentes.
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4 MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos utilizados foram:

4.1 PACIENTES COM LLA

Foram incluidas no estudo amostras de medula 6ssea de 58 criancas e
adolescentes, com LLA, colhidas ao diagnostico e que posteriormente foram
tratadas integralmente de acordo com protocolo GBTLI-99, com participacao
voluntaria e atestada em termo de consentimento (CONEP, No. 7329/2009).

Essas amostras sdo provenientes de dois centros, o HCFMRP-USP, em
Ribeirdo Preto-SP e Instituto Boldrini, em Campinas-SP. Todas as amostras
estdo armazenadas no Laboratorio de Biologia Molecular, do Departamento de
Pediatria, HCFMRP-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr. Carlos Alberto
Scrideli.

O diagnéstico da leucemia se baseou na andlise morfolégica,
imunofenotipagem por citometria de fluxo, cariotipagem por bandamento G e
da andlise das principais translocacdes cromossodmicas por RT-PCR (VAN et
al., 1999).

Também foram analisadas 10 amostras de medula éssea de criancas
livres de doencas hematoldgicas que foram submetidas a cirurgia cardiaca.
Essas amostras fazem parte do Banco de MO (Proc HC 9373/2003) do Servico
de Oncologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.

Dentre os pacientes analisados, 63,1% (n=36) foram diagndsticas com
idade entre 1 a 9 anos e 36,9% (n=21) eram menores de 1 ano ou maiores de
9 anos. Com relacdo a contagem de leucécitos ao diagndstico, 50,9% (n=29)
tinham contagem <50.000/mm3 e 49,1% (n=28) apresentavam 250.000/mm3.
57,9% (n=33) dos pacientes eram LLA-B e 42,1% (n=24) tiveram diagnostico
de LLA-T. Com relacdo a andlise citogenética, dos pacientes com LLA-B,
21,2% (n=7 de 33) apresentavam a translocagdo t(12;21) e 25% eram
hiperdiploides, com mais de 50 cromossomos (n=5 de 20).

A remissao clinica completa foi definida como presenca de quantidade

inferior a 5% de blastos leucémicos na medula 0ssea, analisados por citologia
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convencional, e auséncia de sintomas ou sinais fisicos atribuiveis a leucemia
no vigésimo oitavo dia da inducdo (GBTLI, 1999). Vinte e um pacientes (ou
36,8% dos casos) apresentaram algum evento desfavoravel ao longo do

periodo de observacao verificado, incluindo recaida da doenca ou 6bito.

4.2 EXTRACAO DE RNA

Para o presente estudo, todas as amostras de RNA ja estavam
previamente extraidas e armazenadas no Laboratoério de Biologia Molecular, do
Departamento de Pediatria, HCFMRP-USP.

As amostras foram extraidas com reagente TRIZOL™ (Thermo Fisher),
seguindo recomendacdes do fabricante.

Para as analises, as amostras foram requantificadas, utilizando

espectrofotdometro NanoDrop.

4.3 ANALISE DE INTEGRIDADE

Por se tratar de analises de expressao de RNAs longos, é essencial que
se garanta a integridade das amostras biolo6gicas a serem analisadas, pelo fato
destas amostras terem sido coletadas ha algum tempo e utilizadas em outras
pesquisas.

Para a verificacdo de integridade do RNA das amostras de MO, foi
utilizado 1uL de RNA (100ng/uL) em equipamento Agilent 2100 BioAnalyzer
(Agilent Technologies) que verifica a relacdo entre as bandas 28S e 18S do
RNA ribossomal e atribui uma nota baseada na integridade do RNA total (RNA
Integrity Number — RIN), que varia de 1 a 10. Neste estudo foram consideradas
como integras as amostras de RNA que apresentaram uma relacdo entre as
bandas 28S e 18S superior a 1 e/ou RIN > 7.

A analise de integridade das amostras foi feita no Nucleo de Analise
Genbmica da FMRP-USP.
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4.4 TRATAMENTO COM DNASE E SINTESE DE CDNA

Por se tratar de analises de expressao de RNAs longos, € essencial que
se garanta a integridade das amostras biologicas a serem analisadas, pelo fato
destas amostras terem sido coletadas h& algum tempo e utilizadas em outras
pesquisas.

Para a verificacdo de integridade do RNA das amostras de MO, foi
utilizado 1uL de RNA (100ng/uL) em equipamento Agilent 2100 BioAnalyzer
(Agilent Technologies) que verifica a relagédo entre as bandas 28S e 18S do
RNA ribossomal e atribui uma nota baseada na integridade do RNA total (RNA
Integrity Number — RIN), que varia de 1 a 10. Neste estudo foram consideradas
como integras as amostras de RNA que apresentaram uma relacéo entre as
bandas 28S e 18S superior a 1 e/ou RIN > 7.

A andlise de integridade das amostras foi feita no Nucleo de Analise
Genbmica da FMRP-USP.

4.5 QUANTIFICACAO POR PCR EM TEMPO REAL (QRT-PCR)

A analise da expressao génica foi realizada a partir da técnica de PCR
em tempo real (QRT-PCR), utilizando o corante SYBR Green® (Applied
Biosystems) em equipamento ABI PRISMTM 7500 Sequence Detection
Systems (PE Applied Biosystems).

Previamente as andlises de expressdo, foi realizada a analise de
eficiéncia dos primers. Essa analise é importante pois confirma se os primers
sdo capazes de amplificar eficientemente as sequéncias alvo e ainda nos da
uma informacdo global se essas regides sao expressas has linhagens
especificas.

Para a andlise de eficiéncia dos primers foi utilizado um pool de cDNAs
de linhagens derivadas de LLA (ReH, JURKAT, NALM6 e MOLT-4). A partir de
uma primeira diluicdo do cDNA de 1:20 foram feitos 5 pontos de diluicdo
seriada: 1, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16.

Os pontos da curva foram amplificados, em triplicata, em solucdo com

5uL de master mix 10x (contendo tampao, dNTPs, Amplitaq Gold, MgCI2 e
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ROX como referéncia passiva) e 0,5uL do par de primers (10mM). Apds
amplificagdo, uma curva de regressao linear foi feita e a inclinagdo da reta
(slope) foi utilizada para verificar a eficiéncia, que deveria estar préxima de
100% (de 90 a 110% foram aceitos). Sendo considerado também o coeficiente
de correlacdo R? proximo a 1,00. Esses célculos foram automaticamente
realizados pelo sofwtare de andlise do equipamento ABI PRISMTM 7500. A
sequéncia de todos os primers utilizados estao descritos na tabela 1.
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Tabela 1- Sequéncias dos primers usados nas reacdes de quantificacdo por PCR em
Tempo real.
) Tamanho do )
Gene Sequéncia Referéncia
fragmento
5 GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT/ Mata et al
ata et al.,
GUS CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 3 101pb 2006
5’AGATCCCTCCAAAATCAAGTGG/
Valente et al.,
GAPDH GGCAGAGATGATGACCCTTTT & 130pb 2009
5TGACAGCGAAACACACCTGTA/
uc.112 CAACACTCTGTGCCCCATTA 3 134pb Calin*
5 CAGCTGGGAAATTCTGGAGT/
uc.122 ACTGACCCACATTTGGACCT 3 116pb Calin*
5GCGTGGATGGGAATTTCTA/
uc.145 TCTCGGTTATTTCACAGGCA 3 102pb Calin*
5GGCTTCAATGCACTATTGCA/
uc.160 AAACCCTCCCTTGCTGACA 3 95pb Calin*
5 AGAGTCAAGGTGATGGCCAT/
uc.198 ACTGGCTGCACAGCTTGAT 3’ 116pb Calin*
5’'GCTCATCACAGGACCCACA/
uc.252 AAGCCCAGCCAATTAAGGA 3 97pb Calin*
5AGGCTGAGGGTTCCTAATGA/
uc.262 TGGTAATTGTTGCACCCTCTT & 110pb Calin*
5’ATGGCTACATGGGCCATTA/
uc.396 GCTGTGCAAGATGCACCAZ 108pb Calin*
5TGCCCTATTAGGGTAAGTTT/
uc.399 CTGACAATTAACAAAAGCTTC & 87pb Calin*

2

2 Fonte: Calin, Mata, Valente .
Nota: Primers uc. Desenhados e gentilmente cedidos pelo grupo do Prof. Dr. George Calin, MD Anderson
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As reagdes ocorreram em meio contendo 4,5uL de cDNA diluido 20
vezes, 5uL de master mix 10x(contendo tampéao, dNTPs, Amplitaq Gold, MgClI2
e ROX como referéncia passiva) e 0,5uL do par de primers (10mM). Cada
amostra de paciente foi amplificada em triplicata, sendo consideradas para
analise as amostras cujo desvio ndo exceda meio ciclo (d<0,5).

Foi utiizado o método de quantificacdo relativa, o qual sinaliza a
mudanca de expressdo do gene alvo em relagdo a uma amostra de calibrador,
que nesse caso foi a linhagem ReH, incluida em todas as placas. Como
controle enddgeno foi utilizado a expressdo do gene GUS e GAPDH, e a
quantificacao relativa foi obtida pela formula: 2-22¢, sendo Ct o ciclo em que o
nivel de fluorescéncia alcancou o limiar pré-estabelecido (threshold).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Analises preliminares de um ensaio piloto com 18 amostras de LLA,
selecionadas aleatoriamente, foram utilizadas para fazer o calculo do tamanho
da amostra.

Todo estudo clinico para ser valido deve ser metodologicamente
rigoroso, visando minimizar erros de investigacdo, sendo assim foi realizado
uma estimativa do tamanho da amostra com relacdo ao estudo que desejava
ser realizado para determinada andlise dos niveis de expressao génica visando
sua comparagao com o0s parametros clinicos (principalmente subtipos B e T) na
LLA.

Alguns erros existem nas analises estatisticas, logo, erros tipo | (falso-
positivo) ou a (Alfa), € a probabilidade de que o teste estatistico demonstre que
existe uma relacdo estatisticamente consideravel quando na verdade a mesma
nao € existente, este teste proporciona também verificar quando € rejeitada
uma hipétese nula quando na verdade ndo deveria (CARNEIRO, 2003). Um
erro do tipo a neste estudo foi de 0,05%, fixando-se um valor de P < 0.05.

Erros do tipo Il (falso-negativo) ou B (Beta), visa minimizar a
probabilidade de quando realizado o teste estatistico e 0 mesmo diz que nao
existe uma significAncia estatistica e na verdade essa diferenca existe. E

geralmente estabelecido em 20%, este entdo, é considerado o valor de Beta. E
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7

para sua analise estatistica € considerado 1 menos Beta, em definicdo 1-
0,2=0,8=80%, fixado como valor de poder de teste (CARNEIRO, 2003).

Os erros tipo | e 1l ndo podem ser evitados por completo, porém podem
diminuir a probabilidade aumentando a dimensdo da amostra do estudo, entao,
considerando que o tamanho da amostra depende tanto de Alfa quanto de
Beta, quanto menor forem seus valores, maior devera ser o tamanho da
amostra viavel para rejeitar uma hipotese nula ou para demonstrar que
realmente houve uma associacdo estatisticamente com um determinado valor
de significancia, e com isso determina-se o poder de um estudo (CARNEIRO,
2003).

J& se conhece que dados de expressdo génica nem sempre seguem
uma distribuicdo normal e deve-se utilizar para analise de associacdes
preferencialmente teste ndo paramétricos. Porém, diferentemente das analises
paramétricos, o teste de tamanho efetivo da amostra e poder de teste para
analises ndo paramétricas é pouco conhecida.

Para realizacdo dessa abordagem, contamos com a colaboracdo da
Profa. Msc. Vanessa Bielefeldt Leotti Torman, do departamento de estatistica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O teste de tamanho amostral
foi calculado no programa PASS 11, fixando-se um poder de teste em 80% e
baseado nas andlises preliminares da associacdo entre o imunofenotipo B e T,
nossa associacdo de maior interesse inicialmente.

Posteriormente, com o conjunto de pacientes analisados buscou-se por
associacdo entre o nivel de expressdo das regifes uc.112, uc.122, uc.160 e
uc.262 em relacdo aos parametros clinicos: idade, contagem de globulos
brancos ao diagndstico, imunofenotipo e presenca da translocacao t(12;21) ou
hiperdiploidia.

A analise da associacao entre o0s niveis de expressdo e caracteristicas
clinicas foi realizada através de testes nao paramétricos Mann-Whitney.
Variaveis continuas foram analisadas usando categorias discretas previamente
estabelecidas.

Para a analise de sobrevida foram consideradas os seguintes dados:
diagnéstico, alcance da remissado (remisséo clinica), recaida, 6bito ou perda de

seguimento. A analise da sobrevida foi avaliada através de curvas de Kaplan-
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Meier e teste de log-rank.
As analises estatisticas foram executadas no programa SPSS 22.0 com
nivel de significancia considerado de 5% (P<0,05).

4.7 ANALISES DE BIOINFORMATICA

E para comparacao das sequéncias de nucleotideos das UCRs de maior
interesse, regido uc.112 e uc.160, foi utilizado a plataforma BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Na aba “Web BLAST” “(Nucleotide BLAST)”, “BLAST®» blastn suite”,
foi utilizado a sequéncia das regides uc.112 e uc.160, e a busca no banco de
dados foi utilizado o filtro de busca de “Nucleotide Collection (nr/nt)”, pareado
com o genoma de “Homo sapiens (taxid:9606)”, otimizado para sequéncias
altamente semelhantes “(megablast)”.

Para ambas regifes analisadas, nenhuma relacdo entre a sequéncia
de nucleotideos predeterminadas foi relacionada ao processo de transcricdo de
vias proteicas.

A sequéncia de nucleotideos das regifes ultraconservadas uc.112 e

uc.160 estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2- Sequéncia de nucleotideos das regifes uc.112 e uc.160 utilizados para analises
de Bioinformética.

Regiéo o Tamanho do o
Sequéncia Referéncia
UCR Fragmento

>uc.112+
GTGTGTGTCATTTACAAATGCAAAGATAACAGCA
AGTTCTTAGTTGGCACCAAATGGGGGACCGTTA
AGTATGAGAAATGATGTCGATTTATCATTATATTA
TGCCTCTGACAGCGAAACACACCTGTACTTTTT
ATGTAATTTATTGACTGGTTATAGATGCTGTGCG Bejerano et al.,
vtz AGAGAGGAAAAAATTAGCGCAGCTTTAATTACT 246ph 2004

CATGCTGCTGGTTAAAATATTAATGGGGCACAG
AGTGTTGCATGCTCATTTCTGTTGATTTTTAATTA
GCAGTAATTCATTTTGCACAAAGCATGTTGATGC
CTTTGCCGGAGACATTAGCGAAGAAGCTGAATA

AAGATGTTT

> uc.160+
AGTAAATGAGGCGAGTGTGCAAAATGACTCCTT
TCTGAACCAAACGGCATGCTCCGTGCTGGGGA
AATGAGATGCACATTTAAATCTCATCCATCCACC
GCCTGCGGCCACCGCCATGTACCTGCCTACTTA
Uc.160 GCCCAAGGGTTAATTAATTGAGGCTTCAATGCA 322pb
CTATTGCAAGAGCATTATTGCATTTGATACTCTA
CATCTGTGATTTAAAACTCTTTCAGTCCCTTGTC
AGCAAGGGAGGGTTTTTAACTAGGAAATTAGCA
TTCAGATAAGGGAACGCTCTATTTGCTTCTGAAA
GGAAGGAAATATTAAGGATGCT

Bejerano et al.,
2004

Uma analise de bioinforméatica também foi realizada na plataforma
Genome Browser, University of California Santa Cruz
(https://genome.ucsc.edu/). Utllizando a versdo GRCh37/hgl9 do genoma
humano as posi¢cdes das regides uc.112 (chr3:18169564-18169909) e uc.160
(chr5:77268844-77269165) foram analisadas.

Para a analise, na aba de “regulagédo génica” os controles para a

exposicao de “Regulagao integrada do ENCODE”; “ilhas CpGs”, Interagdes de
cromatina do ENCODE”, “modificagdes de cromatina”, “metilacdo de DNA”,

“‘proteinas de ligagdo ao RNA”, “sitios de miRNAs”, “ligagdo de fatores de
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transcricdo conservados”, “acentuadores”. Observados especificamente da
sequéncia ultraconservada e com uma diminuicdo de zomm de 3x (para anélise

de elementos de regulacdo em sitios adjacentes).
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5 RESULTADOS

Segue abaixo os resultados obtidos :

5.1 ANALISE DE EFICIENCIA DOS PRIMERS

A eficiéncia dos primers: uc.112, uc.122, uc.145, uc.160, uc.198, uc.252,
uc.262, uc.316, uc.396 e uc.399 foram avaliados. Dentre estes primers, seis
apresentaram uma curva padrdo dentro dos parametros exigidos, ou seja,
possuiram uma eficiéncia préoxima a 100% e um R? préximo a 1,00. Estes
primers foram: uc.112, uc.122, uc.160, uc.252, uc.262 e uc.316.

As regibes amplificadas pelos primers uc.145 e uc.396, apresentaram
pouca expressao, sendo que a analise de eficiéncia dos primers nédo se
apresentou dentro dos parametros ideais. Adicionalmente, a regido amplificada
pelo primer uc.399 ndo teve nenhum nivel de sinal detectado, indicando que a
regido ndo € expressa no pool de linhagens de LLA analisados. Ainda o primer
Uc.198 apresentou um padrdao de amplificacdo bem diferente, sugerindo
problemas. Assim sendo, nenhuma dessas quatro regibes foi analisada no

presente trabalho.

5.2 EXPERIMENTO PILOTO

Para inicio da analise das regies com primers de eficiéncia comprovada
nos pacientes com LLA, foi realizado um experimento piloto (pré-analise) com
18 amostras aleatdrias de MO diagnosticados com LLA. Das seis regifes
analisadas, 95% tiveram expressao detectavel para a regido uc.112, 100% para
uc. 122, 72% para a regiao uc.160, 28% para uc.252, 83% para uc.262 e 44%
uc.316.

Baseado nesses resultados preliminares, as regides uc.252 e uc.316
nao foram detectados na maioria dos pacientes, o que impossibilitaria uma
analise mais detalhada de associacéo clinica, portanto, ndo foram analisadas
na proxima etapa do trabalho.

Esse experimento piloto também foi utilizado para fazer o calculo do

tamanho da amostra de nosso estudo, visto é essencial que se tenha uma
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informacéao prévia do nivel de variabilidade dos dados para esse célculo.

a) Para associacdo da uc.112 vs. Subtipo T, teriamos de analisar no
minimo 22 amostras;

b) Para associacdo da uc.122 vs. Subtipo T, teriamos de analisar no
minimo 54 amostras;

c) Para associacdo da uc.160 vs. Subtipo T, teriamos de analisar no

minimo 45 amostras.

E indicado, portanto, se escolher o maior dos valores de tamanho
amostral minimo, que seria de 54 amostras. Incluimos mais alguns
pacientes, visto que em nossos ensaios preliminares algumas amostras néo
expressam a regido analisada e eram excluidas das andlises de

associacao, portanto foi definido o tamanho amostral final de 58 pacientes.

5.3 ANALISE DAS AMOSTRAS LLA EM RELACAO AS MEDULAS NAO
TUMORAIS

Na analise de amostras de MO de pacientes com LLA trabalhamos com
mais de 90% das células derivadas de clones leucémicos, na sua grande
maioria apresentam um ou poucos tipos de blastos, ja comprometidos com
uma etapa da diferenciacdo hematopoiética, portanto, a maioria das células
apresentam os mesmos marcadores de superficie celular.

Na medula 6ssea temos um conjunto de diferentes células, com graus
de maturacdo distintos, e por isso essa amostra ndo €é considerada a
contraparte normal da LLA. Porém, mesmo sem ser o objetivo principal do
trabalho, a andlise de expressdo das amostras de LLA em relacdo a medula
Ossea serve para se ter uma visdo geral do perfil de expressao no conjunto das
células hematopoiéticas em relacdo as leucémicas.

Através da analise de expresséo das T-UCRs uc.112, uc.122, uc.160 e uc.262
em amostras de MO nao tumoral em relacdo as amostras de MO com

diagnéstico de LLA, a regido uc.112 estava com expressao aumentada no
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grupo dos pacientes (P=0,009) e a regido uc.262 foi encontrada diminuida nos

pacientes (P=0,02). Nao foi encontrado diferencas significativas nas regites

uc.122 e uc.160 (Figura:1)
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Figura 1 — Andlise da expresséo das regifes uc.112 (A), uc.122 (B), uc.160 (C) e uc.262
(D). MO néo tu = amostra de medula 6ssea n&o tumoral e LLA = amostras
de medula 6ssea de pacientes com leucemia linféide aguda. A linha vertical

indica a mediana. Teste estatistico: Mann-Whitney.

Fonte — Do Autor.
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5.4 ASSOCIACAO DAS T-UCRS COM PARAMETROS CLINICOS

A expressao das T-UCRs foi avaliada em relacéo a idade dos pacientes,
contagem de glébuos brancos (GB) ao diagnostico, imunofendtipo e presenca
de t(12;21) ou hiperdiploidia (Tabela 3).

Com relagdo ao imunofendtipo, identificamos que a regido uc.112
(P=0,03) e a regidao uc.160 (P=0,01) encontraram-se aumentadas nos
pacientes LLA-T, fendtipo relacionado a um pior progndéstico, em relacdo aos
pacientes LLA-B (Figura 2).

Dentro do grupo de pacientes LLA-B, os pacientes foram avaliados
citogeneticamente com relacdo a presenca de translocacdes e aumento na
contagem cromossémica e foram estratificados em relacdo a presenca ou nao
da t(12;21) e em relagéo a presenca ou auséncia de hiperdiploidia.

Com relacdo a presenca de hiperdiploidia (Figura 3), a regido uc.112
(P=0,004) estava aumentada no grupo de pacientes positivos >50Ch, grupo
esse considerado de melhor progndstico. Nao foi encontrada associacdo na
andlise de pacientes com LLA-B e positivos para t(12;21), relacionada ao
melhor prognéstico, e pacientes LLA-B sem essa translocacéo.

Para essa analise da possivel associacao com idade, os pacientes foram
estratificados em dois grupos: com idade ao diagndéstico entre 1 a 9 anos,
considerada uma faixa etaria de melhor prognéstico; e pacientes com idade
inferior a 1 ano ou superior a 9 anos, faixa relacionada a um pior prognostico,
porém nenhuma associacéao foi evidenciada.

Com relacdo a contagem de globulos brancos ao diagnéstico, o0s
pacientes foram estratificados em contagem <50.000mm?® ou com contagem
>50.000mm?3, o ultimo sendo classicamente considerado o grupo de pior
prognostico. Com relacdo a esse parametro, também n&o encontramos

associacdo com nenhuma das T-UCRs analisadas.



54

Tabela 3 - Associagdo entre o nivel de expressdo dos T-UCRs uc.112; uc.160; uc.122 e uc.262 e parametros clinicos e biolégicos em pacientes com LLA

(Teste Mann Whitney).
T-UCR T-UCR T-UCR T-UCR
Parametros uc.112 Valor uc.122 Valor uc.160 Valor uc.262 valor P
mediana P mediana P mediana P mediana
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
Idade
>1 a <9 0,56 (0,05-25,19) 2,45 (0,50-10,29) 3,05 (0,80-26,70) 0,35 (0,10-3,05)
<1a>9 0.70 (0,028-3.25) 990 175110-1001) 9% 475003032100 0% 052(007-203) 0033
GB ao diagnéstico

<50.000/mm? 0,82 (0,02-25,19) 2,45 (0,50-10,92) 3,85 (0,80-32,12) 0,35 (0,07-2,03)
>50.000/mm3 0,51(0,05-6,07) % 2390075520 979 2850030939 ©%° 050010305 ©7°
Categoria T

negativo 0,43 (0,05-1,44) 2,39 (1,60-3,13) 2,48 (0,93-4,69) 0,59 (3,05-0,28)

pOSitivo 0,95 (0,03-2520) 293 267(1.75-760) ©%%1 a80(1,95-2670) 9% 0350025035 0734

t(12;21)

pOSitivo 0,49 (0,05-1,44) 2,39 (1,60-3,13) 2,98 (0,93-4,69) 0,33 (3,05-0,28)

negativo 0.19 (0,06-060) %M 212(185239) O%7  146(170342) ©%?1 063067050 0090

Hiperdiploidia (>50Ch)
DOSItiVO 0,30 (0,98-0,20) 2,15 (1,62-1,05) 1,78 (2,98-0,93) 0,54 (0,10-3,05)
negativo 110 (046-1.44) 999% 240(230-312) 97 305(1.05-469) 9°°° 075(033-028) O
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Figura 2— Analise da expressdo das regides uc.112(A), uc.122(B), uc.160(C) e
uc.262(D). LLA-T=amostras de medula éssea de pacientes com
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Figura 3 — Analise da expressado das regides uc.112(A), uc.122(B), uc.160(C) e
uc.262(D). Positivo=pacientes com presenca de hiperdiploidia e
negativo=pacientes com auséncia de hiperdiploidia. A linha vertical
indica a mediana. Teste estatistico: Mann-Whitney.

Fonte- Do Autor.

5.5 ANALISE DE SOBREVIDA LIVRE DE EVENTOS

Para a analise de sobrevida, os pacientes foram separados em dois
grupos. Os que apresentavam as maiores expressdes de T-UCR em relacéo a
mediana, e 0 grupo com os menos expressos. Na analise de sobrevida total
livre de qualquer evento (recaida ou ébito), nenhuma das regiées analisadas foi
estatisticamente associada (Figuras 4-7).

Embora sem diferencas significativas, a regido que mais se aproxima de
uma possivel associacdo com sobrevida € a regido uc.112 (P=0,06) (Figura 4),
sugerindo que uma maior expressao dessa regido pudesse estar relacionada
com uma menor sobrevida. Porém, nossos dados experimentais ndo foram

suficientes para sugerir essa associagao.
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Figura 4 — Andlise de sobrevida dos pacientes com LLA
associado a andlise de expresséo génica dos
transcritos da regido uc.112.
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Figura 7 — Andlise de sobrevida dos pacientes com LLA
associado a andlise de expressdo génica
dos transcritos da regidao uc.160
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5.6 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Inicialmente, buscamos a sequéncia ultraconservada uc.112 e uc.160,
regides evidenciadas nas associacdes clinicas, na plataforma blastn com o
objetivo de encontrar qualquer homologia ou evidéncia associada a sintese de
producao proteica.

O alinhamento da sequéncia de nucleotideos da regido uc.112
evidenciou ap6s comparacdo com o genoma de Homo sapiens, apenas a
sequéncia da regido uc.112 com 100% de similaridade (Figura 8), ja a analise
da regido uc.160 também demonstrou 100% de similaridade, porém com
duplicidade de informacéo depositado no banco de dados, porem a homologia
apresentada refere-se unicamente as sequéncias de nucleotideos da regido
uc.160 (Figura 9).
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BLAST Results

BVAIUNGWOLN (Expires on 03-08 01:28 am)

ld|Query_38053 Database Name nr

uc.112+ Description MNucleotide collection (nt)
nucleic ackd Program BLASTN 2.6.1+

346

Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 B 50-80 W 80-200 W ==200
S Qe
1 60 120 180 240 300
D s e

Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession

score score cover value

Horme sapiens chromosome 3 elone
640 G40 100% oo 100% ACD99543.2
RP11-554B820, complate sequence .

Figura 8 — Analise de bioinformética da regido uc.112 apds alinhamento com

BLAST. Acesso em 23/03/2017.

Fonte- Do Autor
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Database Name Human G+T (2 databases)

Description ProgramBLASTN 2.6.1+

Distribution of the top 2 Blast Hits on 2 subject sequences

Color key for alignment scores

W <40 W 40-50 | 50-80 W B0-200 W ==200
S Qe
1 60 240 300
Sequences producing significant alignments:
Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value
Genomic sequences
Homo sapiens chromosome 5,
alternate assembly CHM1_1.1 585 585 100% Se-168 100% HC_018916.2
Homo sapiens chromosome 5,
hsse - NC_000005.10
GRCh3B.p7 Primary mbly 595 595 100% He-168 100%

Figura 9 — Analise de bioinformatica da regido uc.160 apds alinhamento com BLAST.
Acesso em 23/03/2017.

Fonte- Do Autor
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Adicionalmente, foi realizada uma analise mais refinada na plataforma
UCSC com objetivo de confirmar a alta conservacao dessas regides e ligacdo a
elementos reguladores como fatores de transcricdo, metilacdo de DNA e
modificacdes de histonas.

A analise da regido uc.112 (Figura 10) evidenciou alta conservacao entre
espécies como: macaco rhesus, camundongo, cachorro, elefante, galinha, rd e
peixes.

Analisando dados obtidos de sequenciamento global de RNA, foi
possivel verificar que exatamente na regido ultra conservada ndo hé ligacao de
elementos regulatérios, porém, analisando cerca de 350 nucleotideos a
montante (upstream) a regido, existe uma abertura funcional da cromatina
(relacionada a hipersensibilidade da regido a DNAse |) e ligagdo de varios
fatores de transcricdo como: NFIC, ATF2, MAZ, SP1, TBL1XR1, BCLAF1,
PAX5, POU2F2, IRF4, RUNX3, EBF1, BATF e BCL11A. Indicando que a
expressao dessa regido é altamente regulada.

Na regido ultra conservada n&o foi encontrado nenhum polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP), porém 4 SNPs foram j& descritos poucos
nucleotideos upstream da uc.112.

Nao foram encontradas evidéncias da regulacéo da regido por metilacéo
do DNA, porém inimeras modificacbes de histonas foram evidenciadas ao

longo de toda a extensao analisada (Figura 10).
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23/03/2017.

Fonte- Do Autor



65

Ja a andlise da regido uc.160 (Figura 11) alta conservacdo entre
espécies como: macaco rhesus, camundongo, cachorro, elefante e menor
similaridade em galinha, ré e peixes.

Através na analise dos elementos regulatérios, foi possivel verificar que
ja nos primeiros nucleotideos da regido ultra conservada existe eucromatina
(relacionada a hipersensibilidade da regido a DNAse |) e ligagdo de varios
fatores de transcricdo como: EZH2, SUzZ12, MAX, CTFC, CHD2, ELF1,
RUNX3, YY1, E2F6, RAD21, EBF1, SMC3, USF1. Indicando que a expressao
dessa regidao também é regulada, possivelmente o sitio de inicio da transcricéo
fica junto a regido de conservacéao.

Na regido ultra conservada n&o foi encontrado nenhum SNP, sendo
encontrado apenas 1 em regido upstream a conservacao.

Essa regido também possui a ligacdo com histonas com varias marcas
epigenéticas (de silenciamento e ativacdo) e, interessantemente, a regido
upstream até cerca do primeiro nucleotideo da uc.160 é uma ilha CpG e

indicios de regulacdo mediada por metilacdo do DNA (Figura 11).
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6 DISCUSSAO

Muitas regides T-UCRs tem sido descritas recentemente associadas com
doencas complexas como o cancer (OLIVERI et al., 2016; MARINI et al., 2016).
No presente trabalho avaliamos a expressado de algumas T-UCRs (uc.112,
uc.122, uc.160 e uc.262) em amostras de criancas e adolescentes com LLA,
tipo tumoral ainda ndo investigado previamente.

A partir destas analises, identificamos que a regido uc.112 teve uma
expressdo aumentada (P=0,009) em amostras de MO de criangcas e
adolescentes com LLA comparando com amostras de MO ndo tumorais.
Adicionalmente, a regido uc.112 apresentou expressdo aumentada em
pacientes diagnosticados com LLA-T (P=0,03) e, nos pacientes com
hiperdiploidia, foi identificada em baixos niveis.

O aumento da expressao da regido uc.112 em pacientes com LLA-T
poderia ser associado com um pior prognostico dos pacientes, porém, a regiao
foi também encontrada hiperexpressa em pacientes com hiperdiploidia, grupo
de pacientes considerado de bom progndstico.

Uma hipotese para explicar o0 aumento da regido uc.112 em pacientes
hiperdiploides, seria a presen¢ca do cromossomo que carrega essa regiao entre
0S Cromossomos com coOpias extras. Porém, a andlise citogenética nos
hiperdiploides, mostraram que apenas 1 dos 5 pacientes possuia uma copia
adicional do cromossomo 3, o que nao justifica o aumento de expressao da
regido.

A andlise citogenética ndo exclui a possibilidade de duplicacdes
gendmicas submicroscopicas, mas também é possivel que outros mecanismos
desregulem a expressao da regido uc.112 nos pacientes com hiperdiploidia e
também nos pacientes com LLA-T.

Os resultados de sobrevida apontaram que cerca de 83% dos pacientes
gue mais expressaram a regiao uc.112 tiveram sobrevida livre de eventos em
aproximadamente 13 anos comparado com os 60% dos pacientes livre de
eventos no grupo dos pacientes gue menos expressaram essa regiao. Embora
esse resultado ndo tenha sido significativo (P=0,06), sugere-se uma analise
mais aprofundada para definir uma possivel associacdo da regido uc.112 com

caracteristicas moleculares que conferiiam a esses pacientes um pior
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prognastico.

A regido uc.112 estd localizada no chr3:18169564-18169909 (hgl9) e
possui 346pb (BEJERANO et al.,, 2004). Em 2007, Calin e colaboradores
demonstraram que o0 aumento da expressdo da regido uc.112 pode estar
associada a progressao do tumor colorretal, uma vez que a mesma se mostrou
diferencialmente expressa na amostra tumoral em relacdo a mucosa intestinal
normal (CALIN et al., 2007). Embora ja tenha sido evidenciado que esta regiao
estd mapeada em uma sequéncia acentuadora conhecida (SCARUFFI, 2010),
seu papel biolégico permanece desconhecido.

Em nossas andlises de bioinformética, foi verificado que a regido uc.112
interage com fatores de transcricdo importantes tais como: NFIC, ATF2, MAZ,
SPI 1, TBL1XR1, BCLAF1, PAX5, POU2F2, IRF4, RUNX3, EBF1, BATF e
BCL11A, adicionalmente, a regido de ligacdo desses fatores é hipersensivel a
DNAse |, ou seja, uma regido de cromatina menos condensada, e
transcricionalmente ativa.

Todos os fatores de transcricdo se mostraram ligados em uma regido
adjacente a porgao 5 da regido ultraconservada e todos esses fatores foram
encontrados em dados de imunoprecipitacdo/sequenciamento da linhagem
GM12878, uma linhagem linfoblastoide humana, sugerindo que, de fato, essa
regulacdo deva ter importancia em células da linhagem linféide, foco do
presente estudo.

DelecGes de TBL1XR1 sdo recorrentes em pacientes com translocacao
ETV6-RUNX com t(12;21) (p13;922), e essa alteracdo € identificada em cerca
de 25% das criancas diagnosticadas com LLA-B (PARKER, 2008). Pensando
qgue o fator de transcricdo TBLXR1 € um regulador positivo da expressdo do
transcrito uc.112, é possivel que a delecdo de TBL1XR1, mais comum em
pacientes LLA-B, ajude na diminuicdo da expressao de uc.112 nesse grupo de
pacientes em relagdo aos pacientes LLA-T, que possuem 0 gene para
TBL1XR1, podendo produzir o fator de transcricdo e regular positivamente a
expressao do uc.112.

Sabe-se que PAX5 é um gene supressor tumoral importante na LLA-B.
Esse fator € determinante para o normal desenvolvimento de células B e sua
desregulacdo auxilia no desenvolvimento de malignidades hematoldgicas
(SMEENK et al., 2017). As anormalidades de PAX5 sao altamente especificas
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para LLA-B, e podem ser utilizadas como marcadores de diagndéstico (OU et
al., 2017), mais especificamente, a interrupcao da ligacdo da PAX5 durante o
desenvolvimento precoce das células B estd associada ao desenvolvimento da
LLA-B (BRAZAO et al., 2016). Portanto, a diminuicio do PAX5 se torna
indispensavel para a diferenciacdo de LLA-B, e por ndo estar relacionado a
acdo de PAX5 na LLA-T é possivel que o aumento da uc.112 esteja, pelo
menos em parte, relacionado com o aumento de PAX5.

O fator de transcricdo IRF4, também € expresso logo no inicio do
desenvolvimento de células B e seu bloqueio ja foi evidenciado como
relacionado com a LLA-B (PANG et al., 2016). Portanto, é possivel que ha uma
diminuicdo de IRF4 nos pacientes B, em relagdo ao LLA-T, que auxiliaria a
explicar a diminuicdo de uc.112.

Foi investigado os efeitos de metilacdo no promotor do gene RUNX3,
das leucemias agudas em geral, e 0s pacientes que nao apresentavam
metilagdo para RUNX3, apresentavam um menor valor percentual de blastos
imaturos na MO, como também uma maior taxa da remissao durante a primeira
inducdo da quimioterapia em contraparte aos pacientes positivos para
metilacdo de RUNX3, e provavelmente a metilacdo do gene RUNX3 pode
desempenhar um papel significativo para progressdo das leucemias agudas,
adquirindo uma significancia e valia clinica referindo-se na previsdo do
prognoéstico da LLA (LIN; FAN; LIU, 2008), além disso esse mesmo fator de
transcricdo também foi evidenciado apés andlises de bioinformatica em
analises da regiao uc.160.

O fator de transcricdo EBF1 é responsavel pelo desenvolvimento e
manutencdo de células linfoides do tipo B, e qualquer alteracdo genética que
proporciona a perda da funcédo do gene interfere diretamente na funcéao celular,
sendo associada a progressdo da LLA-B (GEORGOPOULOS, 2015;
MESURAKA et al., 2015). Portanto, a perda de EBF1 em pacientes LLA-B,
poderia auxiliar a diminui¢cdo da regido uc.112 nos pacientes analisados.

Outro estudo revelou que BCL11A estd envolvido em uma relacdo
inversa significativa com a expressdo de miRNAs localizado no lécus
cromossOmico 1432 pois este gene codifica fatores de transcricdo importantes
em células linfoides do tipo B, logo, alteragBes pertinentes no envolvimento na

progressao da leucemia corroboram na malignidade de células linfoides do tipo
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B, e podem ainda ser utilizados como marcadores de diagnéstico e alvo
terapéutico para LLA (AGUELI et al., 2010).

Ja a regido uc.160 foi inicialmente identificada como uma das nove
UCRs (uc.112 uc.122, uc.160, uc.192, uc.231, uc.262, uc.289, uc.316, uc.352)
mais informativas na analise do perfil de expressdo dos pacientes com
leucemia LLC, e também correlacionado com a expressdo dos miRNAs: miR-
24, miR-155, miR-223, miR146a, sendo validada a regulagéo direta com o miR-
24 e com o miR-155, ou seja, comprovando que uc.160 é um alvo desses
miRNAs (DUYU et al., 2014).

Em nossos resultados, essa regido também parece ser interessante em
LLA, pois essa regido foi encontrada aumentada em pacientes com LLA-T em
relacdo aos pacientes com o diagnostico de LLA-B. Outro estudo reforca a
importancia da regido uc.160 em células hematopoiéticas, pois sua expressao
esta aumentada em granulécitos e diminuida em mondcitos, identificando
assinaturas distintas em linhagens particulares, sendo uma possivel funcdo
dessa regido estar envolvida no controle da hematopoiese, porém essa
hipétese ainda nao foi testada experimentalmente (GARZON et al., 2008).

Adicionalmente, a regulacdo da expressao da regido uc.160 foi descrita
como dependente de metilagdo, por exemplo, foi descrito que linhagens
celulares derivadas de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231, CAMA-1), de
pulméo (H552 , H441, H358, EBC1), linfoma (Ramos, Raji, Namalwa) e células
de leucemia, incluindo linhagens de LLA-B (ReH) e LLA-T (Jurkat) apresentam
hipermetilagdo em ilha CpG na regido 5 préxima a sequéncia uc.160 e que o
tratamento de agente demetilante aumenta a expressao da mesma e que entre
as varias linhagens analisadas, incluiu 7 linhagens de LLA (3 LLA-T e 4 LLA-B)
podendo verificar que a regido apresentava diferenca do perfil de metilacao,
encontrando algumas linhagens tanto B e T com e sem a metilacdo
(LUJAMBIO et al., 2010).

Esse mecanismo de regulagdo da expressdo génica também pode ser
confirmado por nossos resultados de bioinformatica, que demostraram sitio de
metilacdo especificamente na regido ultraconservada em linhagens HEPG2,
HELA, K562 e na linhagem de origem linfoblastoide GM12878 e uma ilha CpG
grande poucos nucleotideos upstream a uc.160.

Embora ainda ndo tenha sido testada essa hipotese, é possivel também
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gque esse mecanismo epigenético ajude a regular o perfil e expresséo
diferencial vista nos pacientes com LLA, em rela¢@o ao subtipo imunolégico.

Adicionalmente, apds analise de bioinformética, foi encontrado 9 fatores
de transcricbes proximais a regido uc.160 no genoma humano, sendo estes
(EZH2, SUZ12, MAX, CTFC, CHD2, ELF1, RUNX3, XY1, E2F6, RAD21, EBF1,
SMC3, USF1).

Com relacao ao envolvimento da regido uc.122 em processos tumorais,
foi identificado uma expressao aumentada em LLC (CALIN et al., 2007) e essa
regido também foi uma das 28 T-UCRs identificadas em regides de DNA
desbalanceadas em pacientes com neuroblastoma e fortemente associada com
a presenca de alteracbes no DNA (SCARUFFI et al., 2009). Mais
especificamente, a regido genémica contendo uc.122 foi encontrada deletada
em um paciente com pior prognoéstico e com amplificacdo em dois pacientes
classificados entre os de maior sobrevida. Um estudo pioneiro sobre desordens
do desenvolvimento neurologico associado a anomalias congénitas, descreveu
um paciente com perda gendmica na regido na qual a uc.122 esta mapeada
(MARTINEZ et al., 2010).

E dentre as associacdes clinicas analisadas neste presente estudos, a
regido uc.122 nao foi evidenciada entre os parametros clinicos avaliados.

J& a regido uc.262 exibiu uma baixa expressdo de seus transcritos em
amostras de MO tumoral, em relacdo as amostras de MO nao tumoral, porém
esta mesma regido nas outras analises em associagcdo com parametros clinicos
da leucemia, ndo exibiu associacao.

A regido uc.262, possuiu uma importancia nas analises em LLC (CALIN
et al., 2007) sabe-se também que esta regido encontra-se mapeada em regido
com conhecida atividade acentuadora (SCARUFFI et al., 2011), seu
envolvimento com processos tumorais € desconhecido, ndo tendo sido
evidenciado em mais trabalhos na literatura.

A regido uc.252 que no estudo piloto apresentou expressdo em 28% dos
pacientes e a regido uc.316, com 44% dos pacientes, ndo foram analisados em
relacdo aos parametros clinicos, uma vez que aparentemente tem uma baixa
expressao global em amostras de pacientes com LLA.

A regido uc.252 foi encontrada com expressdo aumentada em amostras

tumorais de carcinoma hepatocelular (CALIN et al., 2007). Outro estudo que
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buscou associacdo de SNPs (polimorfismos de um unico nucleotideo) em
cancer de mama, identificou que a regido uc.252 nao apresentou relacdo com
risco do cancer em questéo (YANG et al., 2008). A regidao uc.252 foi analisada
em um estudo que buscou evidenciar a hipermetilacdo do DNA associado a
interacbes de mMIRNAs em cancer gastrico e de préstata, também néo
evidenciou nivel de significAncia de expressdo desta regido aos tumores em
questao (GOTO et al., 2015).

A regido uc.252 também foi analisada em trabalho sobre a patogénese
da dor neuropatica, ndo sendo identificado associacdo com a expressao
(JIANG et al., 2016).

Com relac@o a regido uc.316, essa ja foi evidenciado com expressao
diminuida em pacientes com LLC (CALIN et al., 2007). Mas nenhum outro dado
foi encontrado na literatura para melhor evidenciar e explanar possiveis
associacOes desta regiao.

Sabe-se que os T-UCRs séao alterados a nivel transcricional em diversos
tipos de tumores, e que os perfis de expressdo podem ser utilizados para
diferenciar tecidos tumorais como dos tipos hepatocarcinoma, colorretal e
leucemia linféide crénica, pois a expressao dos mesmos possui perfis Unicos
de expresséo (CALIN et al., 2007).

Diferencas de expressao de T-UCRs na LLA foram demonstrados pela
primeira vez pelo presente trabalho, incluindo a possibilidade de diferenciar
subtipos dentro de um mesmo tipo tumoral, abordagem ainda pouco explorada
na literatura.

O presente trabalho contribui para sugestdo de um possivel
envolvimento da regido uc.112 na determinacdo do imunofendtipo e presenca
de hiperdiploidia e a uc.160 com a determinacdo de imunofenoétipo, e essas
diferencas poderiam ainda justificar as diferencas clinicas entre os subtipos,
porém, novas analises se fazem necessarias para confirmar e estender esses

achados.
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7 CONCLUSOES

As conclusdes evidenciadas foram:

a) Foi verificado que a regido uc.112 esta hiperexpressa e a regido uc.262
estd hipoexpressa em amostras de medula éssea de criancas e
adolescentes com LLA, em relagdo a medulas 0ssea de criangas sem
doencas hematoldgicas;

b) As regibes uc.112 e uc.160 foram encontradas com uma expressao
aumentada em amostras de pacientes LLA-T com relacdo aos pacientes
com LLA-B;

c) A regidao uc.112 obteve uma baixa expressdao em pacientes com
hiperdiploidia;

d) Nao ha evidéncias que as regides T-UCRs uc.112, uc.122, uc.160 e
uc.262 estejam associadas com sobrevida em criangas e adolescentes
com LLA;

e) A regido uc.112 pode sofrer influéncias de fatores de transcricdo :NFIC,
ATF2, MAZ, SPI 1, TBL1XR1, BCLAF1, PAX5, POU2F2, IRF4, RUNXS,
EBF1, BATF e BCL11A e modificacbes de histonas,

f) E a regido uc.160 pode também sofrer influéncias de fatores de
transcricdo: EZH2, SUZ12, MAX, CTFC, CHD2, ELF1, RUNXS3, XY1,
E2F6, RAD21, EBF1, SMC3, USF1, modificacbes de histonas e
metilacdo de DNA.
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