Associacio de haplotipos do gene 7P53 no prognostico de pacientes com
leucemia linfoblastica aguda

Glenda Menezes Nogueira; Universidade Federal do Amazonas (UFAM);
glendamenezes 1 (@gmail.com;

Luca Gabriel Marques Gongalves; Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM);

Larissa Silva dos Santos; Universidade Federal do Amazonas (UFAM);

Laysa de Souza Pinheiro; Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM);

Larissa Trajano Lima; Fundagdo Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM);

Leticia da Costa Martins; Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM);

Fabiola Silva Alves Hanna; Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM);

Allyson Guimaraes da Costa; Universidade Federal do Amazonas (UFAM);

1. Introducio

A leucemia ¢ um cancer hematoldgico caracterizado pela proliferagdo descontrolada de
células neopléasicas que comprometem a hematopoese normal)). Atualmente, ela constitui a 10?
principal causa de mortalidade por cancer e ocupa a 13" posi¢do entre os tumores mais
incidentes®). No Brasil, para cada ano de 2023 a 2025 sdo estimados 11.540 novos casos®.

Na regido Norte, a leucemia é o 6° cancer mais frequente, mostrando-se como um
desafio na satide da populagdo nortista®. Dentre seus subtipos, a leucemia linfoblastica aguda
(LLA) ¢ a mais prevalente na populacdo infanto-juvenil, a qual ainda apresenta taxas
significativas de recaida e falha terapéutica. A etiologia da LLA permanece pouco
compreendida. No entanto, a sua patogénese estd diretamente associada a alteragdes genéticas
que comprometem a diferenciacdo celular, o reparo do DNA e a apoptose, levando ao acimulo
de linfoblastos na medula dssea (4.

Nesse cenario, os genes supressores de tumor, atuam prevenindo a transformacao
leucémica. O gene 7P53, codificador da proteina tumoral p53, é responsavel por regular
diversas vias envolvidas no controle do ciclo celular e na apoptose®. Alteragdes nesse gene sdo
observadas em cerca de 50% dos canceres humanos e associadas ao pior prognostico e
resisténcia terapéutica®. Apesar disso, ainda sdo escassos os estudos que investigam o papel
de variantes genéticas do gene 7P53 no prognostico de neoplasias hematologicas, como a LLA.

As variantes genéticas rs/042522 e rs1642785 ja foram descritas em outros tipos de
tumor, sugerindo possivel cosegregacdo devido a proximidade gendmica”). Entretanto, ndo ha
estudos avaliando esses haplotipos e sua relagdo com a LLA. Para preencher essa lacuna, como
o primeiro estudo a investigar essas variantes haplotipicas rs/042522 e rs1642785 do gene
TP53 em pacientes com LLA na populagdo amazdnica, nds demonstramos a influéncia desses
haplétipos na recaida e 6bito dos pacientes com LLA.

2. Resultados e Discussao

Modelo de estudo: Trata-se de um estudo observacional de coorte retrospectiva
realizado com 193 pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda atendidos na
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM)

Critérios de elegibilidade: Foram incluidos individuos com LLA de faixa etaria geral,
ambos os géneros e ndo aparentados. Foram excluidos, os pacientes que ao decorrer do estudo
passaram por transplante de medula 6ssea e aqueles diagnosticados com outras neoplasias
hematolégicas.
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Obtencdo das amostras biologicas e coleta de dados: As amostras foram obtidas
através do Biorrepositorio de Biomarcadores Celulares ¢ Moleculares na Leucemia
Linfoblastica Aguda (BCM-LLA). Os dados sociodemograficos (idade, género, raca e
procedéncia), clinicos (protocolo de tratamento, grupo de risco, recaida apds-indugao e 6bito)
e laboratoriais (imunofen6tipo) da populagdo de estudo foram obtidos por meio de prontudrios.
O obito foi analisado em um periodo de pelo menos 5 anos apds o diagnostico.

Extracio e quantificacio de DNA: O material genético foi extraido com a utilizagdo
de kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™) seguindo as orientacdes do
fabricante. As concentragdes e pureza do DNA foram avaliadas por meio do espectrofotometro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific™).

Genotipagem por PCR em tempo real: As variantes polimoérficas foram selecionadas
através do banco de dados Cancer Genome Anatomy Project and SNP500 database. No qual,
foi selecionada a variante missense rs1042522 C>G e a variante intronica rs/642785 C>G
localizadas no éxon 4 e intron 2, respectivamente. As variantes descritas foram genotipadas
pela técnica de Quantitative Real Time-PCR (qPCR) utilizando sondas comerciais TagMan
conforme o protocolo descrito por Alves et al. (2021)®). Para a amplificagio das sequéncias de
interesse foi utilizado o termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System e para
interpretagdo dos resultados o Software StepOne v2.3.

Analise de dados: As andlises foram realizadas utilizando o software R, com o pacote
“SNPassoc” foi determinado o equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) para todas as SNVs e
estimada as frequéncias alélicas. O “haplo.stats” foi utilizado como medida do desequilibrio de
ligacdo (DL). O DL foi analisado a partir das métricas D’ para normalizagdo da forca do DL e
pairwise r* para indicar o grau de correlagdo entre as frequéncias alélicas, com valores de r?
>0.8 indicando DL forte, <0,8 para fraco e <0,1 como DL negativo). Foram considerados
apenas os hapldtipos com uma frequéncia >5% e considerado um p<0.05 para indicar uma
diferenca estatisticamente significativa. Ao final, os graficos foram gerados no software
GraphPad Prism v.10.

Aspectos éticos: Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo HEMOAM sob nimero de parecer 3.335.123/2019, CAAE 12615918.9.0000.0009,
seguindo as orientagdes da Declaragao de Helsinque e a Resolugcdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude para pesquisa envolvendo seres humanos.

3. Resultados e Discussao

Dos 193 pacientes com leucemia linfobléstica aguda, a mediana de idade foi de 9 anos,
com predomindncia do sexo masculino e residéncia na capital, Manaus. A maior parte
apresentou imunofendtipo B (91%), enquanto 9% apresentaram LLA-T. Quanto a estratificacdo
de risco, 68% dos pacientes foram classificados como alto risco. A maioria realizou o
tratamento conforme os protocolos do Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Miinster (50%) e do
Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia (32%). Durante o acompanhamento,
53% dos pacientes se mantiveram em remissdo sem recaida apds a indugdo, e 71% nao
evoluiram para obito.

O perfil identificado na populagdao de estudo foi semelhante ao que ha descrito na
literatura para a LLA. Em uma pesquisa epidemiologica realizada anteriormente por nosso
grupo, observamos que embora as taxas de incidéncia de novos casos tenham aumentado a
partir do ano de 2012, esse crescimento foi acompanhado por uma redugdo progressiva da
mortalidade por LLA no Estado do Amazonas, evidenciando avancos no diagndstico € no
manejo terapéutico da doenga na regiao.

A andlise das frequéncias alélicas revelou maior prevaléncia do alelo C nas variantes
estudadas entre os pacientes que apresentaram recaida apds a indu¢do, enquanto o alelo G foi
mais frequente nos que permaneceram em remissao (Figura 1). Resultados semelhantes foram



observados em relagdo ao desfecho de obito, com predominancia do alelo C nos pacientes que
evoluiram a obito e do alelo G naqueles que ndo apresentaram esse desfecho (Figura 2).

Figura 1. Frequéncia alélica entre os pacientes de acordo com a recaida.
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Figura 2. Frequéncia alélica entre os pacientes de acordo com o 6bito.
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O alelo C de rs1042522 ¢é descrito na literatura como associado a menor indugdo
apoptdtica, e frequentemente relacionado a resisténcia quimioterapica. Em contraste, o alelo G
¢ mais eficaz na apoptose pela maior localizagdo mitocondrial e ativacdo de genes pro-
apoptoticos regulados por 7P531%. Na LLA BCR::ABLI-positiva, a perda de heterozigosidade
do alelo C foi observada em cerca de 12% das recaidas, sugerindo sua inativagdo e contribui¢ao
para a resisténcia terapéuticall ). Ressaltamos também, que o alelo C de 51642785 mostrou
impactar na estabilidade de mRNA levando a niveis baixos de pré-mRNA de p53 e TP53
total!?. A baixa transcrigdo de 7P53 ou sua interrupgdo em situagdes de estresse celular pode
prejudicar a fun¢do de supressdo tumoral, levando ao desenvolvimento e a progressao do
tumor(1?,

As variantes também demostraram estar em forte desequilibrio de ligagdo indicando que
frequentemente sao herdadas em conjunto, e mostrando a correlagdo entre suas frequéncias
alélicas na analise para risco de recaida e obito, na qual evidenciou um DL (D'=0.891) e r’=

0.711. Foram originados quatro haplotipos, sendo dois com uma frequéncia >5% (Figura 3).
Figura 3. Frequéncia de haplotipos na populagéo de estudo.
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Os 2 haplotipos identificados demonstraram associagdes significativas com a LLA, onde
individuos com o haplotipo GG possuem uma menor chance de 6bito (ORadj= 0,44 [IC 95%:
0.23 — 0.85, p= 0.0138]). A idade foi uma variavel significativa, na qual para a recaida
(ORadj=1.04 [(1.00 — 1.07), p=0.0275]) o risco foi aumentado em 4% a cada ano adicional
(Figura 4). Os outros 2 haplotipos possuiam uma frequéncia inferior e estdo representados
como haplotipos raros (Figura 3), esses ndo demonstraram associacdes significativas (ORadj
=0,76 [IC 95%: 0.42 — 1.38, p = 0.368]) (Figura 4).



Figura 4. Haplotipos identificados no prognostico de pacientes com leucemia linfoblastica aguda.
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Apesar de ndo termos descrito de forma aprofundada o papel do haplotipo CC,
caracterizado pela presenca do alelo C em 751042522 no éxon 4 e rs1642785 no intron 2 do
gene TP53, destacamos que esse demonstrou estar associado ao risco aumentado de 6bito em
pacientes com LLA, sendo utilizado como referéncia para as comparagdes nas analises. Em
contrapartida, o haplétipo GG demonstrou associagdo com a menor chance de 6bito, refor¢ando
a relacdo entre essas variantes e o prognodstico da doenca. Os dados na literatura sdo limitados
quanto a esses haplotipos. Entretanto, um estudo prévio, havia sugerido a possibilidade de co-
heranga dessas variantes, ¢ nossos achados confirmam esse dado ao evidenciar o desequilibrio
de ligagdo entre elas”.

4. Conclusoes

Nosso estudo ¢ pioneiro ao descrever a frequéncia dos alelos e haplotipos rs/042522 e
rs1642785 do gene TP53 na LLA e associa-los a desfechos clinicos em pacientes da populacao
amazonica. Os achados destacam a importancia dessa regido gendmica no progndstico da
doenca e reforgam a necessidade de estudos mais amplos. Além disso, fornecem subsidios para
a estratificacdo prognoéstica precisa e o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
personalizadas.
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