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POLIMORFISMOS EM GENES RELACIONADOS AO METABOLISMO DE
ANTINEOPLASICOS E ASSOCIACOES DE RISCO EM LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA PEDIATRICA

RESUMO

Alython Araujo Chung Filho

Introducdo: A leucemia linfoblastica aguda (LLA) corresponde a 75% de todas as leucemias
agudas pediatrcas. E uma doenca de etiologia multifatorial, associada a fatores genéticos e
ambientais. A exposi¢cdo a carcinégenos quimicos, baixa disponibilidade de folatos e
possivelmente baixos niveis de glicocorticoides e vitamina D estdo associados a
leucemogénese, e polimorfismos em genes envolvidos nesses processos podem modificar o
risco para a doenca. Tivemos como objetivo principal verificar a associacdo entre
polimorfismos envolvidos na eliminagéo de xenobidticos e em processos endogenos (MTHFR
rs1801133, CYP3A5 rs776746 VDR rs1544410, VDR rs2228570 CRHR1 rs242941, GLCCI1
rs37972 e dele¢des dos genes GSTT1 e GSTML1) e o risco para LLA. Material e métodos:
Foi realizado um estudo caso-controle em pacientes com até 19 anos (n=344), diagnosticadas
com LLA entre 2012 e 2015. Os controles (n=358) foram amostras de sangue de cordao
umbilical de criancas nascidas saudaveis. As genotipagens foram realizadas através dos
métodos de High resolution melting, reagdo em cadeia da polimerase (PCR) - multiplex e
PCR-polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo. Teste de qui-quadrado foi
utilizado para comparar caracteristicas demogréficas de casos e controles e verificar o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Regressao logistica uni e multivariada foi utilizada para verificar
as magnitudes de riscos. Foi calculada a odds ratio (OR) e o intervalo de confianga de 95%
(IC95%), e considerado significante, P-valor <0,05. As andlises foram estratificadas por sexo,
cor de pele, idade e subtipo de LLA. O efeito da combinacdo de gendtipos também foi
investigado. Resultados: Foram genotipadas 344 amostras de LLA e 358 controles, que
estiveram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os polimorfismos. A
variante MTHFR rs1801133 nédo foi associado a LLA em geral, mas apresentou efeitos
distintos de acordo com a cor de pele. Entre brancos reduziu o risco no modelo recessivo (OR
0,51; 1C95% 0,26-0,99), enquanto o gendtipo TT apresentou valor préximo a significancia para
aumento de risco entre ndo brancos. GLCCI1 rs37972 TT foi associado ao risco para LLA-
cpB (OR 1,78; 1C95% 1,04-3,06), efeito verificado principalmente na faixa etaria <5 anos (OR
1,81; 1C95% 1,00-3,28). VDR rs2228570 TT aumentou o risco para LLA em geral (OR 1,85;
IC95% 1,07-3,20), para o subtipo LLA-cpB (OR 2,02; IC95% 1,14-3,56), entre criancas com
idade >5 anos (OR 2,13 IC95% 1,10-4,12), entre ndo brancos (OR 2,32; IC95% 1,06-5,07) e
no sexo feminino (OR 1,93; 1C95% 1,19-3,15). A delecdo de GSTT1 foi associada a maior
risco para LLA em geral (OR 2,04; 1C95% 1,42-2,94), para LLA-cpB (OR 2,09; 1C95% 1,45-
3,02) e em todos os estratos demograficos. A combinacdo CYP3A5 rs rs776746 com GSTT1
del foi associada ao risco para LLA (OR 2,13; 1C95% 1,09-4,16), e a delecdo concomitante de
GSTT1 e GSTT1 apresentou maior magnitude de risco (OR 2,41; 1C95% 1,49-3,89) se
comparada com a ocorréncia isolada de GSTT1 nulo. Conclusao: Polimorfismos em MTHFR,
GLCCI1, VDR, CYP3A5, GSTT1 e GSTML1 influenciam o risco de desenvolver LLA. Esses
achados contribuem para melhor compreensao dos fatores etiol6gicos da doenca.

Palavras-chave: leucemia linfoblastica aguda, xenobidticos, porcessos enddgenos polimorfismos
genéticos.
XVi
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GENETIC POLYMORPHISMS IN ANTINEOPLANTIC DRUGS
METABOLISM GENES AND RISK ASSOCIATIONS IN ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA

ABSTRACT

Alython Araujo Chung Filho

Background: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) accounts for 75% of all acute pediatric
leukemias. ALL is a multifactorial disease associated with genetic and environmental factors.
Exposure to chemical carcinogens, low folate availability and possibly low levels of
glucocorticoids and vitamin D are associated with the leukemogenesis. Polymorphisms in
genes involved in this process may modify ALL risk. We aimed to verify the risk association
of polymorphisms involved in the elimination of xenobiotics and in endogenous processes
(MTHFR rs1801133, CYP3A5 rs776746 VDR rs1544410, VDR rs2228570 CRHR1 rs242941,
GLCCI1 rs37972 and deletions of GSTT1 and GSTM1) in ALL. Material and Methods: A
case-control study was performed in patients up to 19 years of age (n = 344) diagnosed with
ALL between 2012 and 2015. Controls (n = 358) were cord blood samples from healthy
newborns. Genotyping was carried out using high resolution melting, multiplex Polymerase
Chain Reaction (PCR) and PCR-restriction fragment length polymorphism. Chi-square test
was used to compare demographic characteristics of cases and controls and to verify the
Hardy-Weinberg equilibrium. Logistic regression was used to verify the risks associations.
The odds ratio (OR) and the 95% confidence interval (95%CIl) were calculated. The analyzes
were stratified by sex, skin color, age and subtype of ALL. The effect of combining genotypes
was also investigated. Results: Were genotyped 344 ALL samples and 358 control, which
were consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium for all polymorphisms. The MTHFR
rs1801133 variant was not associated with ALL in general but showed distinct effects
according to skin color. Among white children, reduced risk in the recessive model (OR 0.51;
95% CI 0.26-0.99), while the TT genotype presented a value close to the significance for
increased risk among non-whites. GLCCI1 rs37972 TT was associated with risk for ALL-cpB
(OR 1.78; 95% CI 1.04-3.06), an effect verified mainly in the age group <5 years (OR 1.81;
95% CI 1.00 -3.28). VDR rs2228570 TT increased the risk for ALL in general (OR 1.85, 95%
Cl1 1.07-3.20), for the ALL-BCP subtype (OR 2.02, 95% CI 1.14-3.56 ), among children aged
> 5 years (OR 2.13 95% CI 1.10-4.12), non-white (OR 2.32, 95% CI 1.06-5.07), and female
(OR 1.93, 95% CI 1.19-3.15). GSTT1 deletion was associated with a greater risk for ALL in
general (OR 2.04, 95% CI 1.42-2.94), for ALL-cpB (OR 2.09, 95% ClI, 1.45-3, 02) and in all
demographic strata. The CYP3A5 rs776746 combinated with GSTT1 del was associated with
the risk for ALL (OR 2.13; 95% CI 1.09-4.16), and the concomitant deletion of GSTT1 and
GSTT1 presented a higher magnitude of risk (OR 2.41; 95% CI 1.49-3.89) compared to the
isolated occurrence of null GSTT1.Conclusion: Polymorphisms in MTHFR, GLCCI1, VDR,
CYP3A5, GSTT1 and GSTML1 influences the risk of ALL. These findings contribute to a better
understanding the etiologic factors of ALL

Key-words: acute lymphoblastic leukemia, xenobiotics, genetic polymorphisms
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia e biologia das leucemias linfoides.

As leucemias correspondem a 25-35% de todos 0s canceres entre criancas e
adolescentes, sendo mais frequentes quanto maior o grau de desenvolvimento
econdmico do pais. Entre criangas de até 19 anos, a taxa de incidéncia média por
milhdo de habitantes é de 40,9 em paises de alto grau de desenvolvimento, enquanto
os de médio e baixo apresentam respectivamente 36,5 e 16,4 (HOWARD et al., 2008).
No Brasil, estudos epidemioldgicos de base populacional identificaram taxas de 53,3
casos por milhdo entre criancas de até 14 anos de idade e de 61 casos por milh&do na
faixa etaria de 0-5 anos (REIS et al., 2011; REIS et al., 2016).

Em pediatria, o subtipo mais frequente é a leucemia linfoblastica aguda (LLA),
gue corresponde a cerca de 75% dos casos (LINET et al., 2016). A LLA apresenta um
pico de incidéncia na faixa de 2-5 anos de idade, que é mais acentuado em paises
desenvolvidos. No Brasil, a maior incidéncia foi identificada entre o segundo e o0 quarto
ano de vida, e um segundo pico ocorre aos 6 anos de idade (REIS et al., 2011;
STEWART; WILD, 2014) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Incidéncia de LLA no Brasil por idade. H4 um pico de incidéncia entre 2-4
anos de idade e um segundo pico aos 6 anos de idade. Adaptado de (REIS et al.,
2011).



Criancas do sexo masculino apresentam risco 20% maior de desenvolver LLA
quando comparadas as do sexo feminino (SCHUZ; ERDMANN, 2016). Uma recente
analise em pool demonstrou que embora parte desse efeito seja indireto, mediado
pelo maior peso ao nascer, que é um fator de risco para a doenga, 0 sexo masculino
aumentou o risco em 16%, independentemente do peso ao nascer. Esse fenbmeno
pode ter explicagdo genética, ja que a auséncia de um cromossomo X aumenta o risco
de uma mutacdo em gene supressor de tumor situado nesse cromossomo manifestar-
se fenotipicamente. Outra hipotese € que a menor resposta imune celular e humoral
apresentada pelas criancas do sexo masculino facilite o desenvolvimento da doenca
(WILLIAMS et al., 2018).

Grupos étnicos também apresentam diferentes incidéncias de LLA. Na
populacao dos Estados Unidos, por exemplo, 0 grupo mais acometido é o de brancos
de origem hispanica, seguidos pelos brancos nao-hispanicos, descendentes de
asiaticos e negros (LI et al., 2008; LINET et al., 2016; BARRINGTON-TRIMIS et al.,
2017). Em nivel mundial, populacdes brancas de origem europeia apresentam as
maiores taxas de incidéncia, enquanto que as asidticas apresentam taxas

intermediérias, e as africanas, as menores (LINET et al., 2016).

Em populacdes da Europa e dos Estados Unidos, tem sido descrita uma
tendéncia de aumento das taxas de incidéncia de LLA nas Ultimas quatro décadas,
com variagao anual de 0,8-1,2% (DALMASSO et al., 2005; LINABERY; ROSS, 2008;
BARRINGTON-TRIMIS et al., 2017). Esse fato reflete a redugéo da exposi¢cao precoce
a antigenos e do aleitamento materno, fatores protetores, e ao aumento da exposicao
a fatores de risco, como a exposi¢cdo a carcin6genos quimicos e a alimentacao

inadequada, que pode acarretar em alto peso ao nascer (GREAVES, 2017).

A LLA pode originar-se de células imaturas de ambas as linhagens linfocitérias
(B e T), gerando doencas com caracteristicas clinicas distintas. As LLAs de células
precursoras B (LLA-cpB) sdo mais frequentes e sdo responsaveis pelo pico de
incidéncia da LLA entre 2-5 anos de idade. Em maioria apresentam perfil citogenético-
molecular de progndstico favoravel. A LLA de células precursoras T (LLA-T) € menos
frequente (15% dos casos), e confere prognostico desfavoravel. Ambas as formas
apresentam subtipos distintos quanto ao grau de diferenciacdo celular e as alteracdes
moleculares associadas (GREAVES, 2018).



De acordo com a biologia da doenca e com sua apresentacao clinica, pode-se

dividir as LLAs-cpB em trés principais grupos: 1) LLA com rearranjos do gene KMT2A,

caracteristica de latentes (< 1 ano de idade); 2) LLA-cpB com Alta Hiperdiploidia (HeH)

(> 51 cromossomos) ou fusdo génica ETV6-RUNX1, frequente entre criancas de 2-5

anos de idade; 3) um grupo biologicamente heterogéneo com diversas outras

alteracdes moleculares, que em geral, afeta criangas com idades superiores a 9 anos
ao diagnostico (Figura 1.2) (SCHMIEGELOW et al., 2008; GREAVES, 2018).
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Figura 1.2. Distribuicéo etaria das LLAs e alteracdes citogenéticas e moleculares mais
frequentes em cada faixa etaria. A LLA pro-B, com alta frequéncia de rearranjos de
KMT2A é a mais incidente no primeiro ano de vida. J4 a LLA pré-B com HeH e ETV6-
RUNX1, tem um pico de incidéncia entre 2-5 anos de idade, mas continua frequente
até os 10 anos de idade. Apds o décimo ano de vida, tornam-se mais comuns 0S
casos de LLA-T e LLA pre-B com outras alteragdes, como BCR-ABL1 e hipodiploidia.
Adaptado de (GREAVES, 2018).



Os rearranjos do gene KMT2A estdo presentes em apenas 5% de todas as
LLAs, porém, 80% das LLAs de lactentes apresentam essa alteracdo. A LLA do
lactente afeta células que ndo expressam o marcador de linhagem linfocitaria CD10 e
pode apresentar expressao aberrante de marcadores mieloides, o que indica que as
a doenca seja originada por células progenitoras, ainda ndo completamente
comprometidas com a linhagem linfoide. A LLA de lactentes é clinicamente
caracterizada por alta leucometria, hepato-esplenomegalia, n6dulos tumorais em pele
e acometimento do sistema nervoso. Tais caracteristicas conferem a esse grupo um
prognoéstico adverso, com sobrevida em cinco anos de cerca de 41% (POMBO-DE-
OLIVEIRA; ANDRADE, 2017; BROWN et al., 2019).

As LLAs de criangas entre dois e dez anos é majoritariamente caracterizada
pelo imunofendtipo pré-B, com expressdo dos marcadores CD10 e CD19. Essas
células apresentam alteracbes citogenéticas e moleculares que impedem sua
diferenciacéo para células B maduras. Entre essas alteracdes, as mais frequentes sdo
a HeH, presente em cerca de um terco das LLAs, e a fusdo génica ETV6-RUNX1
(25%). Esse grupo é caracterizado por boa resposta ao tratamento e apresenta taxas
de sobrevida global em cinco anos proxima a 90% (PUI et al., 2011; NIGRO, 2013).

Ha um grupo heterogéneo de LLAs-cpB que em geral afeta criancas com idade
superior a 10 anos, mas esta presente minoritariamente em criangas mais jovens.
Esse grupo inclui a LLA com fusédo génica E2A-PBX1, presente em 5% dos casos,
associada a maior risco de recaida em sistema nervoso central. A hipodiploidia (<44
cromossomos) € caracteristica dos casos associados a sindrome de Li-Fraumeni,
causada por mutacfes constitutivas em TP53 e confere mau prognostico. Os casos
com fusdo génica BCR-ABL1 correspondem a 2-4% das LLAs, e embora sejam
resistentes ao tratamento convencional, respondem a terapia alvo com o inibidor de
tirosina-quinase imatinibe. Um grupo fenotipicamente semelhante ao BCR-ABL
positivo, porém sem a translocacdo, foi recentemente identificado. Esse grupo é
caracterizado por alta frequéncia de mutacdes no gene IKZF1 e em genes que
codificam receptores tirosina-quinase, como o CRLF2, ou que participam das vias de
sinalizacao celular por JAK-STAT e Ras (PUl et al., 2011; NIGRO, 2013; IACOBUCCI;
MULLIGHAN, 2017).

A LLA-T é classificada em quatro subtipos de acordo com o grau de

diferenciacéo celular identificado através do perfil imunofenotipico: 1) pro-T; 2) pré-T;



3) T cortical; e 4) T medular. Recentemente, um subtipo originado de células mais
imaturas (early-T), clinicamente mais agressivo, foi identificado. As translocagbes
mais frequentemente identificadas em LLA-T envolvem um gene que codifica o
receptor de células T e outro, para fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacao
dessas células. Essa doenca apresenta maior risco de recaida e menor sobrevida
global em cinco anos (cerca de 70%), se comparada a LLA-cpB (IACOBUCCI;
MULLIGHAN, 2017; KARRMAN; JOHANSSON, 2017).

Desde a década de 1970, quando a sobrevida dos pacientes era inferior a 50%,
houve importante progresso no tratamento da LLA. Atualmente em paises
desenvolvidos, 98% dos pacientes com LLA entram em remissao, 15 a 20%
apresentam recaidas e a sobrevida global em cinco anos se aproxima de 90%. Tal
melhora estd relacionada com avancos cientificos incorporados aos esqguemas
terapéuticos, como a utilizacdo de poliquimioterapia, a inclusdo dos glicocorticoides,
o tratamento profilatico para o sistema nervoso central, e a alteracéo da intensidade
do tratamento conforme uma estratificacao de risco, que leva em consideracgéao fatores
progndésticos como idade, leucometria, doenca residual minima e caracteristicas
imunofenotipicas e citogenético-moleculares (Quadro 1.1) (DE CAMARGO et al.,
2008; VROOMAN; SILVERMAN, 2016; PDQ, 2019).

Quadro 1.1. Fatores prognosticos em LLA pediatrica.

Favoravel Desfavoravel
Idade ao diagndstico 1 a <10 anos <1 ou 210 anos
Leucometria (células por mm?) < 50.000 250.000 ou 2300.000
para lactentes
Imunofenétipo LLA-cpB LLA-T
Alteragdes citogenético-moleculares Alta hiperdiploidia BCR-ABL1
ETV6-RUNX1 Hipodiploidia

Rearranjos de KMT2A
Delecdes em IKZF1

Doenca residual minima ao final da Indetectavel ou baixa Alta
inducéo
Adaptado de (VROOMAN; SILVERMAN, 2016)




O tratamento da LLA compreende trés etapas principais: inducéo, consolidacéo
e manutencdo. A indugéo dura entre quatro e seis semanas e consiste no uso de
glicocorticoides, vincristina e L-asparaginase, podendo também incluir antraciclinas
(daunorrubicina ou doxorrubicina). A profilaxia do sistema nervoso central é realizada
com aplicacéo intratecal do antifolato metotrexato. Essa etapa tem como objetivo
induzir remissdo completa da doenca, e em 95% dos casos, seu objetivo € alcanc¢ado.
A inducao é seguida pela consolidagdo, com duracdo de seis a nove meses, que tem
como objetivo eliminar doenca residual submicroscopica. Para minimizar o risco de
resisténcia aos farmacos utilizados na inducdo e maximizar a sinergia, essa etapa
inclui farmacos como mercaptopurina, tioguanina, metotrexato, ciclofosfamida,
etoposideo e citarabina. A terceira etapa é mais longa, porém menos intensa e visa
reduzir o risco de recidiva da doenca. Essa etapa consiste na administracdo dos
antimetabolitos metotrexato e mercaptopurina por um periodo minimo de dois anos
(Quadro 1.2) (COOPER; BROWN, 2015; PDQ, 2019).

Quadro 1.2. Etapas do tratamento da LLA pediatrica.

Duracéo Farmacos utilizados

Inducéo 4 semanas Glicocorticoides, vincristina e

L-asparaginase

Consolidacéo 6-9 meses Mercaptopurina, tioguanina,
vincristina, metotrexato, ciclofosfamida,

etoposideo e citarabina

Manutengao 2-3 anos Mercaptopurina e metotrexato
(COOPER; BROWN, 2015)

As hipéteses para a etiologia da LLA pediatrica se baseiam no fato de que tanto
as LLAs com rearranjos do gene KMT2A, quanto o grupo mais frequente, com ETV6-
RUNX1 e HeH, apresentam alteracbes moleculares originadas durante a vida
intrauterina. As evidéncias de que essas doencas sejam iniciadas no utero sao: 1)
gémeos monocoridnicos apresentam LLA com a mesma origem clonal, embora
possam apresentar distintas alteracbes secundarias; 2) alteragbes moleculares
idénticas as observadas ao diagnostico de LLA foram identificadas em amostras
coletadas ao nascimento (sangue seco em papel de filtro); 3) rastreamento molecular

de sangue de corddo de recém-nascidos saudaveis encontrou fusdes génicas



caracteristicas das LLAs (GALE et al., 1997; MORI et al., 2002; GREAVES, 2003;
GREAVES; WIEMELS, 2003).

Embora essas alteragbes cromossOmicas sejam necessarias para a
leucemogénese, elas ndo séo suficientes para causar a doenca. Cerca de 1% da
populacdo apresenta clones pré-leucémicos ao nascimento, embora apenas uma
minoria desenvolva a doenca. E necessaria a aquisicdo de mutacbes secundarias
para o desenvolvimento da LLA, e ha evidéncias de que essas mutacdes sao
adquiridas apOs o nascimento. GEmeos monocoribnicos que apresentam LLA tém
alteracbes cromossOmicas idénticas, o que indica que o clone pré-leucémico foi
compartilhado durante a vida intrauterina por transfusdo placentéria. As alteracées
secundarias, no entanto, sdo diferentes. Esses achados indicam que fatores
relacionados a vida materna contribuem com a aquisicdo das primeiras alteracdes
moleculares, enquanto que as exposi¢cdes pds-natais contribuem para a aquisicao de
alteracdes adicionais (Figura 1.3) (HUNGER; MULLIGAHN, 2015; GREAVES, 2018).
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Figura 1.3. Esquema da histéria natural da LLA. A ocorréncia da primeira alteracéo
leucemogénica, durante a vida intrauterina, sofre influéncia das exposicoes
ambientais maternas. Apds o nascimento podem ocorrer muta¢des secundarias que



conferem vantagem proliferativa, ocasionando a doenca. Ambas as etapas sao
influenciadas pela suscetibilidade genética da crianca. Adaptado de (HUNGER;
MULLIGAHN, 2015).

As LLAs com rearranjo do gene KMT2A e com ETV6-RUNX1 ou HeH se
diferenciam pelo tempo necessério para que a doenca se manifeste, embora ambos
0S grupos tenham origem na vida intrauterina. Esse fato pode refletir o nUmero de
mutacdes adicionais necessarias a leucemogénese. Também indica que as doencas
apresentem distintos fatores etiologicos (HUNGER; MULLIGAHN, 2015).

A LLA com rearranjo de KMT2A tem sido associada principalmente a exposi¢ao
materna a substancias com atividade inibidora de topoisomerase 2 (TOPOZ2), como
anticoncepcionais estrogénicos e alguns polifendis presentes em alimentos, como
catequinas, quercetina e genisteina. A TOPO2 catalisa uma clivagem transitoria da
dupla-fita de Acido Desoxirribonucléico (DNA), e sua posterior religagédo. Os inibidores
de TOPO2 estabilizam a enzima junto as duplas-fitas clivadas e impedem a religacao.
A exposicao das extremidades livres de DNA ativa mecanismos de reparo que podem
resultar em translocacdes (POMBO-DE-OLIVEIRA, 2018).

A etiologia da LLA com ETV6-RUNX1 ou HeH envolve fatores associados a
vida intrauterina e a pos-natal. Um desses fatores é a ativagdo do sistema imune
através da exposicdo a infeccOes. A falta de exposicdo a micro-organismos em
periodos precoces da vida acarreta em um desenvolvimento alterado do sistema
imune, com reacfes exacerbadas a infeccbes em periodos posteriores, com alta
proliferacdo de células da linhagem linfoide. Sendo assim, as infec¢gdes tém um papel
dubio na leucemogénese. Em idade precoce, contribuem para o desenvolvimento do
sistema imune, enquanto que a exposicdo tardia pode servir como gatilho para o
desenvolvimento da doenca (WILLS-KARP et al., 2001; GREAVES, 2018). Fatores
associados a elevada ativacao da via do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
(IGF), como o alto peso ao nascer, a substituicdo do aleitamento materno por férmulas
infantis e a introducéo tardia de alimentos solidos, estdo associados ao aumento do
risco para esse grupo de LLAs (TOWER; SPECTOR et al., 2007; SCHRAW et al.,
2014; GROVES et al., 2018;).

Uma pequena parcela das LLAs € associada a predisposi¢cdo genética.

Algumas sindromes que acarretam em outras manifestacdes clinicas aumentam o



risco para a doenca, como nos casos das sindromes de Down, Li-Fraumeni, Turcot,
ataxia telangiectasia, quebras de Nijmegen, e trombocitopenia tipo 5. Outros casos de
leucemias familiares tém na LLA a Unica manifestacdo, como € o caso das mutacdes
constitutivas em PAX5 (MCREYNOLDS; SAVAGE, 2017).

A exposicdo a radiacao ionizante é o fator ambiental associado ao risco para
LLA com maior evidéncia de relacdo causal. O efeito € dependente da dose e da
duragao da exposicdo. Esse fendmeno foi primeiramente descrito entre sobreviventes
a explosdo de bombas atdbmicas nas cidades japonesas de Hiroshima e Nagasaki,
entre 0s quais a incidéncia de leucemias aumentou em 20 vezes. Estudos com
sobreviventes ao acidente nuclear de Chernobyl e com populacdes residentes de
proximidades de usinas nucleares confirmaram a associagéo. A radiacéo exerce efeito
leucemogeénico tanto se a crianca for exposta durante a vida intrauterina quanto se for
apos o nascimento (BELSON et al., 2006; FINCH, 2007; JIN et al., 2016). Além dos
acidentes nucleares e bombas atdmicas, a exposicédo a exames de imagem durante a

gestacdo também é associada ao risco para LLA (SHU et al., 2002).

Juntos, os casos associados a predisposicéo genética e a exposicdo a radiacao
ionizante sdo responsaveis por cerca de cinco por cento das LLAs. Os demais
apresentam etiologia multifatorial, associada a fatores genéticos e ambientais que
interagem na determinac&o do risco. Alguns dos fatores bem elucidados séo os que
interferem na disponibilidade de folatos e na carcinogénese quimica (WHITEHEAD et
al., 2016). Os préoximos capitulos abordardo esses temas, além dos possiveis papeis

da vitamina D e dos glicocorticoides enddgenos na leucemogénese.



1.2. Contribuicdo de fatores enddégenos e exdgenos na etiopatogénese

das leucemias linfoides.

1.2.1. Folatos

O termo “folatos” compreende diversas substancias que compartilham entre si
semelhancas quimicas: um anel pteridinico ligado a um acido para-aminobenzéico e
uma cauda de poli-glutamato. Sao substancias naturalmente presentes em alimentos
gue exercem funcao essencial como cofatores em reacdes de metilacdo (DUCKER e
RABINOWITZ, 2017). S&o vitaminas hidrossollveis integrantes do “complexo B”,
cujas principais fontes naturais sao vegetais folnosos, leguminosas e cereais integrais.
Por ser comum a baixa ingestdo das fontes naturais, muitos paises adotam politicas
de fortificacdo de farinhas de cereais com &cido félico, uma forma sintética e mais
biodisponivel de folato. No Brasil, a fortificacdo teve inicio no ano de 2004 e a
prevaléncia de deficiéncia desse nutriente caiu de 6,2% para 1,76% (BARNABE et al.,
2015; FERTRIN, 2018).

O folato participa de trés processos bioquimicos principais: 1) a sintese de
metionina a partir de homocisteina, na forma de 5-metiltetrahidrofolato 2) a sintese de
timidilato, na forma de 5-10-metileno-tetrahidrofolato; e 3) a sintese de purinas, como
10-formil-tetrahidrofolato. A metionina € precursora de S-adenosil-metionina (SAMe),
doadora universal de radicais metil, que é requerida inclusive na metilacdo de DNA.
Ja timidilato € precursor da base nitrogenada timina, que assim como as purinas,
compde o DNA. Tanto a sintese de bases nitrogenadas quanto a metilacdo de DNA
sao processos envolvidos na leucemogénese (CANTARELLA et al., 2017; DUCKER;
RABINOWITZ, 2017). A Figura 1.4 esquematiza o metabolismo dos folatos.
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Figura 1.4. Esquema do metabolismo dos folatos. O folato apresenta trés formas
ativas, sendo que 5,10-metilenotetrahidrofolato atua na sintese de timidilato e pode
ser convertido pela enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), a 5-metil-
tetrahidrofolato, que por sua vez, atua na conversdao de homocisteina a metionina,
precursora de S-adenosilmetionina, essencial para a maioria das reacfes de
metilacdo. A forma 5,10-metilenotetrahidrofolato também pode ser convertida a 10-
formil tetrahidrofolato, que é importante para a sintese de purinas. CH3, grupamento
metil; SAH, S-adenosil-homocisteina; SAM, S-adenosil-metionina; ATP, adenosina
trifosfato; MS, metionina  sintase; THF, tetrahidrofolato; MTHFR,
metilenotetrahidrofolato redutase. Adaptado de (LAMPRECT; LIPKIN, 2003).

7

Reduzida disponibilidade de bases nitrogenadas é a principal causa de
instabilidade gendmica induzida por oncogenes, e esse efeito pode ser gerado por
deficiéncia de folato (AIRD et al., 2013). Além disso, a baixa disponibilidade de timina,
especificamente, aumenta a incorporacao de uracila no DNA, e por consequéncia, a
frequéncia de mutacfes pontuais, quebras de fita simples e dupla, e formacéo de

micronucleos, gerando alteracdes génicas e cromossémicas (FENECH et al., 2012).

Por outro lado, SAMe é fundamental para a regulacdo da expressao génica
atraves da metilacdo de DNA e histonas (CANTARELLA et al., 2017). A metilacao de
DNA ¢é fundamental para o silenciamento de elementos transponiveis de origem
retroviral, e por consequéncia, para a manutencao da estabilidade do genoma. Além
disso, a metilacdo de regiGes promotoras é uma importante forma de regulacdo da
expressado génica (CRIDER et al., 2012; MOORE et al., 2012).

A deficiéncia de folato e outros nutrientes relacionados ao metabolismo de um

carbono altera o padrédo de metilagéo global e de sitios especificos, podendo gerar
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hipometilacdo global, hipometilacdo de regides promotoras de oncogenes e
hipermetilagéo de genes supressores de tumor (CRIDER et al., 2012; CHANG et al.,
2013). A vida intrauterina é o periodo de maior vulnerabilidade as alteracdes do padrao
de metilacdo do DNA, pois apos a fertilizacédo, todo o padréo de metilacdo herdado

dos pais é apagado e reestabelecido posteriormente (MONK, 2015).

A baixa ingestdo materna de frutas e hortalicas, fontes naturais de folato foi
associada ao risco para LLA em quatro estudos caso-controle (JENSEN et al., 2004,
PETRIDOU et al., 2005; SPECTOR et al., 2005; KWAN et al., 2009; ABRI et al., 2016).
Uma andlise em pool dos dados de 20 estudos caso-controle verificou que a
suplementacao com acido folico durante a gestacao foi associada a reduc¢éo do risco
para a doenca (METAYER et al., 2014). A maior ingestao durante a gestacao de folato
e outros nutrientes envolvidos no metabolismo de um carbono, com as vitaminas B2,
B6 e B12, via alimentos e suplementos, também ja foi descrita como fator protetor
para LLA (BAILEY et al., 2012; SINGER et al., 2016). O papel da ingestao de folato
paterna e da crianca foi investigado por apenas um estudo cada, que ndo mostraram
associacdo com o risco para a doenca (DOCKERTY et al., 2007; BAILEY et al.,
2014a).

1.2.2. Glicocorticoides

Glicocorticoides endogenos (cortisol e cortisona) sdo horménios esteroides,
derivados do colesterol, produzidos pelo cortex da glandula supra-renal em resposta
ao estresse. Entre as duas formas enddgenas, o cortisol é o mais ativo, e tem como
principais funcdes a manutencéo da glicemia em niveis fisiolégicos durante o jejum e
minimizar os efeitos inflamatdrios causados por traumas ou infec¢des. Sua secrecao
segue um ritmo circadiano, com maior liberacdo pela manhd e menor a noite
(GULLIVER, 2017).

A secrecdo de glicocorticoides € regulada pelo eixo Hipotadlamo-Pituitaria-
Adrenal (HPA). O hipotalamo secreta Hormonio Liberador de Corticotrofina (CRH),
gue interage com o Receptor de CRH (CRHR1) na hipéfise anterior e induz a secrecao
de Hormdnio Corticotrofico (ACTH). O ACTH, no cértex da supra-renal, induz a
secrecdo de cortisol, que por mecanismo de retroalimentacdo negativa, inibe a
liberacdo de CRH pelo hipotdlamo (Figura 1.5) (DUONG-THI-LY et al, 2017; MORSI
et al., 2018).
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Figura 1.5. Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal. O hipotalamo secreta horménio
liberador de corticotrofina, que atua na hipofise, sinalizando para a secrecao de
hormonio corticotrofico, que por sua vez estimula a secre¢éo de cortisol na glandula
suprarrenal. O préprio cortisol € capaz de inibir as etapas anteriores em um
mecanismo de retroalimentacao negativa. Adaptado de (DUONG-THI-LY et al, 2017).

O mecanismo de acéo dos glicocorticoides € mediado por quatro processos: a)
mecanismo gendmico classico desencadeado pela ativagdo do Receptor de
Glicocorticoides (GR) citoplasmatico (cGR); b) mecanismo ndo gendmico por ativacao
de cGR); c) ativacdo de receptor de GR de membrana (MGR); e d) mecanismo ndo
gendmico e ndo mediado por GR (BUTTGEREIT et al., 2011).

Entre esses mecanismos, o0 mais bem conhecido é o gendmico classico, em
que o glicocorticoide ativa cGR, codificado pelo gene NR3C1l. O complexo
glicocorticoide-cGR interage com sequéncias especificas do DNA denominadas
Elementos Responsivos aos Glicocorticoides (ERG). A interacdo com ERGs positivos
acarreta em transativacdo. Esse € o mecanismo pelo qual glicocorticoides induzem a
sintese de proteinas anti-inflamatorias como a interleucina 10, o inibidor do fator
nuclear kappa-B (NFkB) e a anexina Al. A interacdo com ERGs negativos, leva a
transrepressao. Esse € o caso das proteinas proopiomelanocortina, alfa-fetoproteina
e prolactina. Glicocorticoides também podem gerar transrepressao por interagir com
fatores de transcricdo impedindo sua ligacdo ao DNA. Por esse mecanismo, Sao
inibidas as acdes de fatores de transcricdo associados a inflamacéo, como NFkB, e

Proteina Ativadora 1 (AP-1), e a proliferacdo celular, como Transdutor de Sinal e

13



Ativador da Transcricdo 5 (STAT5) (Figura 1.6) (STAHN; BUTTGEREIT, 2008;
ADCOCK; MUMBY, 2016; VANDEWALLE et al., 2018).
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Figura 1.6. Mecanismos genémicos da acao de glicocorticoides. Os glicocorticoides
podem realizar ativagcéo da transcricdo génica (transativacao) por ligacao a elementos
de ligacdo a glicocorticoides (GRES) positivos. A transrepressao pode ocorrer por
ligacdo a GREs negativos, mas a expressdo da maioria dos genes pro-inflamatérios é
inibida através de interacdo do complexo glicocorticoide—receptor com fatores de
transcricdo, impedindo sua acéo. TF, fatores de transcricdo; TFRES, elementos de
ligacdo a fatores de transcricdo. Adaptado de (GERBER, 2016).

Os mecanismos nao-gendmicos sao responsaveis pelos efeitos anti-
inflamatorios a curto prazo. O complexo glicocorticoide-cGR pode inibir a liberacao de
acido araquidénico, reduzindo assim a sintese de mediadores inflamatoérios lipidicos.
A ligacdo a mGR inibe vias relacionadas com a migracao, proliferacéo de linfocitos T.
Em concentracdes farmacoldgicas, os glicocorticoides também interagem com
membranas celulares de leucécitos alterando a homeostase de célcio e sdédio,
acarretando em efeitos imunossupressores (STAHN; BUTTGEREIT, 2008;
VANDEWALLE et al., 2018).

O cortisol desempenha importante papel no desenvolvimento fetal do sistema
digestorio, do pulméo, e da tireoide em etapas tardias da organogénese. Durante a
maior parte da gestacdo, poréem, o feto é protegido dos niveis elevados desse
hormdonio pela converséo placentaria do cortisol materno a cortisona. Tratamento com

glicocorticoides exdgenos, estresse ou ingestdo frequente de alcaguz durante a
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gestacdo pode acarretar em exposicao fetal prematura ao cortisol e levar a um
desenvolvimento anémalo do eixo HPA e do sistema imunoldgico, aumentando o risco
para doencas como hipertensdo, diabetes, desordens psiquiatricas e doencgas
cardiovasculares (SOLANO et al., 2016; MORSI et al., 2018).

Em diversos tipos celulares, glicocorticoides induzem morte celular programada
por regular positivamente a expressado de moléculas pré-apoptéticas, e negativamente
as anti-apoptoticas. Células da linhagem linfoide imaturas apresentam alta expressao
do receptor de glicocorticoides e sédo especialmente sensiveis a apoptose induzida
por essas substancias. A sobrevivéncia das células linfoides é dependente da ativacéao
dos fatores de transcricgdo NFkB e AP1, potentemente inibidos por glicocorticoides.
Por conta dessa caracteristica, prednisona e dexametasona, glicocorticoides
sintéticos com maior atividade anti-inflamatoria e menor efeito mineralocorticoide sé&o
farmacos essenciais no tratamento da LLA (GREENSTEIN et al.,, 2002; KFIR-
ERENFELD et al., 2010; KRUTH et al., 2017).

Schmiegelow et al. (2008) hipotetizaram que os niveis enddégenos de cortisol
podem eliminar clones pré-leucémicos, tendo um papel central na etiologia da LLA-
cpB com HeH ou ETV6-RUNX1. A linha de argumentacdo dos autores pode ser
resumida em nove fatos: 1) a incidéncia de LLA apresenta um pico entre 2-5 anos de
idade, que é mais proeminente em paises desenvolvidos e com melhores condi¢des
higiénico-sanitarias; 2) nos paises industrializados, 80% das LLAs-cpB apresentam
HeH ou ETV6-RUNX1, alteracbes de origem intrauterina com longo periodo pré-
leucémico; 3) 1% dos recém-nascidos saudaveis apresentam ETV6-RUNX1, podendo
a cinética de eliminacao dessas células nos primeiros dois anos de vida influenciar o
risco subsequente de LLA; 4) os glicocorticoides estédo entre os mais eficazes agentes
anti-leucémicos, e o subtipo predominante na primeira infancia é o mais sensivel a
esses agentes; 5) terapia com ACTH pode induzir remissdo morfolégica de LLA; 6)
durante o estresse induzido por infec¢cbes, os niveis de cortisol podem ser
equipotentes aos de glicocorticoides exdgenos utilizados para o tratamento da LLA,
7) varias infec¢ces podem induzir remissao morfolégica de LLA; 8) frequentar creches
aumenta o risco de infeccdes e esta associado a reducéo do risco de LLA; 9) paises
em desenvolvimento apresentam menores incidéncias de LLA e menores frequéncias
de HeH e ETV6-RUNX1. As infe¢cbes, nestas criangcas, aumentariam a secre¢ao de

cortisol e assim contribuiriam para a eliminacdo de possiveis clones pré-leucémicos
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gue possam ocorrer na primeira infancia (SCHMIEGELOW et al., 2008; AZEVEDO-
SILVA et al., 2010).

1.2.3. Vitamina D

O termo “vitamina D” abarca diversas substancias que compartilham entre si a
propriedade de tratar o raquitismo (doenca causada por deficiéncia dessas
substancias). Sao conhecidas sete moléculas com essa funcéo, embora apenas duas
tenham relevancia na fisiologia humana: colecalciferol (vitamina D3), de origem
animal, e ergocalciferol (vitamina D2), de origem vegetal. Cerca de 20% da vitamina
D circulante provém da dieta, enquanto que 80% € produzida endogenamente (SASSI
et al., 2018).

A sintese de colecalciferol é realizada na pele, a partir da exposi¢cdo do 7-
dehidrocholesterol a raios ultravioleta B. No figado, a vitamina D, sintetizada
endogenamente ou proveniente da dieta, € hidroxilada pela enzima Citocromo P450
(CYP) 2R1 para o metabdlito estavel e 25-hidroxi-vitamina D, principal forma
circulante. Nos tubulos proximais renais € novamente hidroxilada pela enzima
CYP27B1, para a forma ativa, 1-25-hidroxi-vitamina D (1,25-OHD) (Figura 1.7). A
expressdo de CYP27B1 € induzida pela presenca de paratorménio e inibida por
maiores concentracbes séricas de 1,25-OHD e célcio em um mecanismo de

retroalimentacao negativa (FLEET et al., 2012).

16



Pele Colecalciferol - | T_dihidrocolesterol

- — CYP2R1

CypP2781

Transcricido dos
genes alvo

Figura 1.7. Sintese e metabolismo da vitamina D. O colecalciferol € sintetizado na
pele a partir de 7-dihidrocolesterol, na presenca de raios ultravioleta. No figado,
colecalciferol é convertido a principal forma circulante, 25-hidroxi-vitamina D (25-
OHD), que é novamente hidroxilada no rim a forma ativa 1,25-OHD. Adaptado de
(FATHI et al., 2019).

A funcéo classica da vitamina D se d& através de acdo enddcrina no intestino,
nos rins e nos 0ssos, em que desempenha papel central na homeostase do calcio.
Essa vitamina aumenta a absorcéo intestinal de calcio e fosforo, reduz a excrecao
renal desses minerais e inibe a ativacdo de osteoclastos, diminuindo assim a
reabsorgéo 0ssea. Mais recentemente, diversas outras fungdes tém sido atribuidas a
vitamina D, entre elas, supressado da proliferacado celular, inducdo de apoptose,
regulacdo da resposta imune e da via de eliminacdo de xenobidticos (DUSSO et al.,
2005).

A maior parte das funcdes bioldgicas da 1,25-OHD se da através do mecanismo
gendmico, dependente da ligagdo ao Receptor de Vitamina D (VDR), um receptor

nuclear ao qual 1,250HD apresenta grande afinidade. Ao ser ativado, VDR migra para
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0 nucleo, forma um heterodimero com o Receptor Retinoide X (RXR), que por sua vez
interage com regifes especificas do DNA, os elementos de resposta a vitamina D
(VDRE). A ligagéo de VDR ao VDRE pode ativar ou inibir a transcricdo génica a
depender do conjunto de proteinas recrutadas. Mais de 100 genes apresentam VDRE
em sua regido promotora, o que explica o grande espectro de processos biolégicos
em que a vitamina D est4 envolvida. Aléem de 1,25-OHD, outras substancias sdo
capazes de ativar VDR com menor afinidade, como glicocorticoides e &acidos biliares
(WANG et al., 2005; FATHI et al., 2019).

A vitamina D exerce um importante papel na regulacéo da proliferacdo celular,
regulando a expressédo de diversos genes implicados nesse processo. A ativagédo de
VDR induz aumento da expressao do gene supressor de tumor CDKN1A, que codifica
a proteina P21, inibidora da progressdao do ciclo celular. A vitamina D também
aumenta a expressao de proteinas da familia Forkhead box O (FoxO), que sao
inibidoras da via de Quinases Ativadas por Mitégenos (MAPK) e, portanto, da
proliferacdo celular. Outra via influenciada pela vitamina D é a do IGF. A ativacao de
VDR aumenta a expressao da Proteina Ligadora de IGF 3 (IGFBP3), que por sua vez
interage com IGF reduzindo sua disponibilidade (FLEET et al., 2012; CHRISTAKOS
et al.,, 2015). Tanto precursoras B normais quanto malignas tem sua proliferacao
inibida por vitamina D, indicando um possivel papel da vitamina D na leucemogénese
(CONSOLINI et al., 2001).

A vitamina D também induz a apoptose em diversos tipos celulares normais e
tumorais, incluindo células da linhagem linfoide. Isso ocorre por aumento da
expressao de proteinas pro-apoptoéticas B-cell ymphoma 2 (Bcl-2) e Bcel2 Associated
X (Bax) (FLEET et al., 2012; KULLING et al., 2017). Outra via pela qual a vitamina D
pode estar associada a leucemogénese é a regulacdo do sistema imune. Enquanto
essa vitamina exerce um papel estimulante no sistema imune inato, ela inibe a
proliferacdo e a ativacao de linfécitos através de inibicdo da ativacao do fator de
transcricdo inflamatério NFkB (GELDMEYER-HILT et al.,, 2011; PEZESHKI et al.,
2019).

A ativacédo de VDR aumenta a eliminacédo de xenobidticos através da inducao
da expressao de enzimas de fase 1 de biotransformacéo, como as CYPs das familias
2 e 3, especialmente a CYP3A4, a isoforma mais abundante no tecido hepatico.
Vitamina D também aumenta a expressao de enzimas da fase 2 de biotransformacéo,
como as Sulfotransferases (SULTS), e de proteinas transportadoras da familia ATP-
binding Cassette (ABC) (LINDH et al., 2012; WALLACE; REDINBO, 2013). As vias
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através das quais a vitamina D pode estar envolvida na leucemogénese estao

sumarizadas na Figura 1.8.
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Figura 1.8. Mecanismos pelos quais a vitamina D pode atuar na leucemogénese. A
vitamina D tem efeito anti-proliferativo, induz a apoptose, reduz a expressao de genes
inflamatorios e aumenta a velocidade de biotransformacéo de xenobidticos, incluindo
possiveis carcindgenos. Dessa forma, vitamina D possivelmente apresenta efeito anti-
leucemogénico.

Maior aporte de vitamina D tem sido associado a melhor fungdo imune e
prevencdo de doencas cardiovasculares e neoplasias (NEWBERRY et al., 2014). A
funcdo anti-carcinogénica da vitamina D tem sido explorada principalmente para os
canceres de mama, prostata, colon e pulmdo (GIAMMANCO et al., 2015; ZHANG et
al., 2015; DOU et al., 2016;). Em criangas com LLA, maiores niveis séricos de vitamina
D sdo associados a menor toxicidade Ossea resultante do tratamento com
glicocorticoides, e menor risco de mucosite oral causada por metotrexato (REISI et al.,
2015; OOSTEROM et al., 2018). Analogos sintéticos de vitamina D tem sido
investigados como potenciais novos farmacos para o tratamento da LLA. Em estudos
pré-clinicos, esses medicamentos tém mostrado efeito anti-leucémico (LIU et al.,
2017).
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1.2.4. CarcinGgenos quimicos

Carcindgenos quimicos podem causar lesées ao DNA capazes de gerar
mutacdes, ou agir indiretamente, por exemplo, debilitando o sistema imune. Diversos
fatores ambientais que acarretam em exposi¢cado a carcind0genos quimicos ja foram
identificados como fatores de risco para LLA, embora o exato composto
leucemogénico ndo tenha sido identificado em alguns casos (WHITEHEAD et al.,
2016).

A exposicéo a pesticidas, tanto os de uso domeéstico quanto os utilizados na
agricultura, é associada ao risco para LLA. Uma anélise em pool de 12 estudos
individuais mostrou que o contato com inseticidas de uso doméstico aumenta o risco
para LLA quando a exposicdo € materna pré-gestacional (até trés meses antes da
gestacao), durante a gestacédo ou apos o hascimento da crianca (BAILEY et al., 2015).
Ja a exposicdo ocupacional a pesticidas foi alvo de outra analise em pool de 12
estudos individuais, que mostrou aumento de risco tanto para a exposi¢do materna

guanto para a paterna, antes e durante a gestacdo (BAILEY et al., 2014b).

O tabagismo € um conhecido fator de risco para diversos tipos de cancer. A
fumaca do cigarro tem cerca de 7000 substancias toxicas, muitas das quais séo
capazes de causar danos ao DNA. Em LLA pediatrica, o habito paterno de fumar
paterno foi associado ao risco para LLA em uma metanalise de 18 estudos (LIU et al.,
2011).

A exposicéo dos pais a tintas e solventes também foi associada ao risco para
LLA em analises em pool e metandlises. A exposi¢cdo a tintas em casa foi abordada
por uma analise em pool de oito estudos, que mostrou que maior contato com esses
produtos antes, durante ou apds a gestacao eleva o risco para a doenca (BAILEY et
al., 2015). A exposicéo ocupacional a tintas foi abordada em uma metanalise realizada
por Zhou et al. (2014), em que a exposi¢cdo materna durante a gestacao foi associada
ao risco. Ja a exposicao a solventes durante a gestacao foi associada ao risco para
LLA em metanalise realizada por Carlos-Wallace et al. (2016). Assim como tintas e
solventes, o ar poluido por queima de combustiveis fosseis de automdveis contém
benzeno, uma substancia leucemogénica. Em uma metanalise, a densidade do trafico

no local de residéncia foi associada ao risco para LLA (FILIPPINI et al., 2015).
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Uma abordagem para identificar substancias leucemogénicas especificas tem
sido a mensuracdo dos niveis de contaminantes na poeira doméstica. Os maiores
niveis de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifenis policlorados e alguns éteres
difenilicos polibromados foram associados ao risco para LLA (WARD et al., 2009;
DEZIEL et al., 2014; WARD et al., 2014).

1.2.5. A eliminacéo de xenobioticos

Os carcindbgenos quimicos, assim como outras substancias exdégenas,
incluindo os farmacos, sdo metabolizados e encaminhados a excre¢do através do
sistema de eliminacdo de xenobidticos. Esse sistema é composto de trés fases. As
reacoes de fase 1 tornam a substancia mais hidrossoluvel. As reacdes de fase 2
consistem na conjugacdo da molécula alvo com outros compostos, acarretando em
inativacdo da substancia. A fase 3 consiste na excre¢do da substéncia com a
participacdo de proteinas transportadoras. Embora didaticamente esses processos
sejam divididos em fases, eles ndo necessariamente ocorrem em sequéncia
(OMIECINSKI et al., 2010).

Na fase 1 sdo realizadas reagcOes de hidroxilagdo, desalquilacédo, oxidacgao,
reducdo e desaminacdo, em geral, tornando a molécula alvo mais hidrossoltvel. A
principal superfamilia de enzimas da fase 1 € a das CYPs. Em adi¢cdo, sao também
enzimas de fase 1 flavina monoxigenases, aldeido oxidases, carboxil-esterases,
epoxido hidrolases, alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase. Essas reacdes
sdo essenciais para a eliminacdo de xenobidticos, porém, podem tornar a molécula
alvo mais reativa. Alguns carcindbgenos, como benzeno, aminas heterociclicas
aromaticas, benzopireno e nitrosaminas se tornam mais ativos ap0s uma reacao de
fase 1. Por utilizar oxigénio molecular, muitas dessas reacdes também produzem
espécies reativas de oxigénio (FOTI; DALVIE, 2016; REED et al., 2018).

As CYPs compdem uma superfamilia de monoxigenases que apresentam um
grupamento “heme” em sua estrutura. Foram descritas 57 CYPs, que participam do
metabolismo de substancias endogenas e exdgenas. Para o metabolismo de
xenobioticos, CYP1Al, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DG6,
CYP2E1l, CYP3A4 e CYP3A5 sao as isoformas mais relevantes. Essas enzimas
utiizam a transferéncia de elétrons da Nicotinamida-Adenina-Fosfato Reduzida

(NADPH) para catalisar diversas reagfes, como hidroxilacdo, N-desalquilacao,
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epoxidacao, sulfoxidacdo, desaminacdo e desalogenacdo. Os principais sitios de
expressao das CYPs sao os reticulos endoplasmaticos de células do figado, intestino,
pulmao, rim, cérebro e mucosa nasal (FOTI; DALVIE, 2016; SHUMYANTSEVA et al.,
2018).

A maioria das reacdes da fase 2 utilizam como substratos produtos da
metabolizacdo de fase 1. Uma excec¢do é a conjugacdo com glutationa, que pode ser
a primeira reacao realizada em um xenobi6tico. Embora existam reac¢des de fase 2
gue ativam substancias, em geral, o produto da fase 2 € inativo e segue para excre¢ao.
As principais reacdes desse tipo sdo: a) conjugacdo com glutationa, catalisada por
glutationa-S-transferases (GSTs), importante para a metabolizacdo de xenobiéticos
como arsénico, organofosforados, diclorodifeniltricloroetano e organotiocianatos; b)
conjugacdo com &cido glicurdnico catalisada pelas gicuroniltransferases (UGTS),
importante na metabolizacdo de ftalatos e glicosideos provenientes de alimentos; c)
sulfatacdo realizada pelas SULTs, que tem os carbamatos como alguns de seus
substratos; d) acetilacdo catalisada pelas N-acetiltransferases (NATS), que sé&o
relevantes na eliminacdo de aminas aromaticas; e e) metilacdo, catalisada por
diversas metiltransferases que utilizam como doador de metil, SAMe, produzida na via
de metabolismo dos folatos. Outras reacdes, como a fosfatagdo ocorrem com menor
frequéncia (CROOM, 2012).

A fase 3 da eliminacédo de xenobidticos consiste no transporte em direcao a
excrecado via bile ou urina realizado por transportadores de membrana. Essas
proteinas controlam o influxo e o efluxo celular de diversas substancias endégenas e
exdgenas. Ha duas principais superfamilias de genes que codificam transportadores
de membrana, sendo elas ABC e Carreador de solutos (SLC). Os transportadores
ABC bombeiam substancias para o meio extracelular utilizando energia proveniente
da hidrolise de adenosina trifosfato (ATP), enquanto que SLCs podem realizar
transporte em ambas as direcbes e atuam como cotransportadores que utilizam como
fonte energética o gradiente eletroquimico de ions (BRUNTON et al., 2012). A Figura

1.9 esquematiza as trés fases da eliminacdo de xenobidticos.
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Figura 1.9. Eliminacdo de xenobidticos. Geralmente a primeira reagcdo de
biotransformacgéo realizada em uma molécula de xenobidtico € de fase 1, ou seja,
oxidacdes, reducdes ou hidrélises que a tornam mais hidrossolivel. Apds essa etapa,
a molécula pode ser conjugada em uma reacdo de fase 2, majoritariamente com
glutationa, acido glicurdnico, sulfato ou grupamento acetil. A fase 3 ocorre com o
transporte dessa molécula para o exterior da célula, e posteriormente para um ducto
excretor através de proteinas transportadoras. Adaptado de (ALLOCATI et al., 2018).

A expressédo dos genes envolvidos na eliminagdo de xenobiéticos é modulada
por fatores de transcricdo, que sdo ativados por substancias enddgenas ou pelos
proprios xenobidticos em um mecanismo de auto-eliminacdo. O receptor nuclear
Pregnano X (PXR), é o principal responsavel pela inducédo da expressao de CYP3A4,
a isoforma mais abundante no figado. Esse receptor também controla os niveis de
outras CYPs, enzimas de fase 2 e transportadores. Um dos principais agonistas desse
receptor séo os glicocorticoides. Além deles, acidos biliares e horménios tireoidianos,
e alguns xenobidticos podem ativar esse receptor. A expressdo de CYP3A4 também
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€ mediada pela ativacdo de VDR, por ligacdo a mesma regidao do DNA a que se liga o
PXR (IHUNNAH et al.,, 2011; WANG et al.,, 2013; MACKOWIAK; WANG, 2016;
GULLIVER, 2017).

Enzimas de fase 2 sdo principalmente induzidas pelo Fator Nuclear Eritroide 2
(Nrf2). O Nrf2 aumenta os niveis de GSTs, UGTs, proteinas relacionadas a defesa
antioxidante e a sintese de glutationa. Diversos compostos ativam esse fator de
transcricdo, dentre eles, os isotiocianatos presentes em vegetais cruciferos, cujo
consumo € pode prevenir diversos tipos de cancer, como de célon, prostata e pulmao
(RAZIS et al., 2018).

1.3. Estudos de polimorfismos genéticos na patogénese das leucemias

linfoides.

Uma variacdo constitutiva na sequéncia de pares de bases do DNA é
denominada “polimorfismo genético” quando esta presente em pelo menos 1% da
populacdo. Em geral, polimorfismos ndo acarretem em doencas por si s6, mas podem
ser responsaveis pela suscetibilidade genética a diversas patologias. Seu efeito pode
ser mediado por interagcbes com fatores ambientais e com outros polimorfismos. A
maioria das variantes associadas ao risco de LLA participam da diferenciacao celular
de linfocitos, do sistema imune, do metabolismo de folatos ou do reparo do DNA
(VIJAYAKRISHNAN et al., 2010).

Uma das abordagens utilizadas para a investigacdo da susceptibilidade
genética é o Estudo de Associacdo Genbmica Ampla (GWAS), capaz de avaliar
simultaneamente o efeito de milhées de variantes genéticas. Os estudos desse tipo
realizados em criancas com LLA identificaram variantes em ARID5B, CEBPE, IKZF1,
CDKN2A, CDKN2B e PIP4K2A como associadas ao risco para a doenca. Os trés
primeiros genes codificam fatores de transcricdo envolvidos na diferenciagéo celular
de leucécitos. Os genes supressores de tumor CDKN2A e CDKN2B codificam
inibidores da progressdo do ciclo celular, enquanto PIP4K2A, esta envolvido na
sintese do segundo mensageiro fosfoinositol-3-fosfato (PAPAEMMANUIL et al., 2009;
TREVINO et al., 2009; SHERBORNE et al., 2010; ORSI et al., 2012; MIGLIORINI et
al., 2013; XU et al., 2013; WIEMELS et al., 2016; GUTIERREZ-CAMINO et al., 2017).

A vigilancia imunoldgica exerce importante papel na etiologia da LLA, e sabe-

se que ha uma associacéo inversa entre doencas alérgicas e LLA (SUDAN et al.,
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2016). Polimorfismos em genes importantes para o funcionamento do sistema imune
podem mediar essa associacdo. Um estudo realizado por Midema et al. (2012)
investigou o efeito de 29 polimorfismos em criangas com LLA, controles saudaveis e
criancas com doencas atopicas. Trés polimorfismos em TLR6 foram inversamente
associados ao risco para LLA e aumentaram o risco para doencas atopicas.
Corroborando com a hipotese de que falhas na imunovigilancia estdo associadas a
leucemogénese, também foi descrita associacdo de variantes em genes relacionados
ao sistema imune adaptativo (CD28, FCGR2, GATA3, IL2RA, STAT4, STAT6 e
CXCL12) com o risco para LLA (CHANG et al., 2010; HAN et al., 2010; PERIM et al.,
2013).

Entre as variantes em genes do metabolismo dos folatos, a mais estudada € o
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) MTHFR rs1801133 (C677T), que apresenta
efeitos diferentes a depender da populacéo estudada, podendo reduzir, aumentar ou
nao estar associado ao risco para LLA. Provavelmente esse comportamento seja
mediado por interagcdes gene-gene e gene-ambiente, sendo que entre os fatores
ambientais, a ingestdo de folato pode ter um papel central (KOPPEN et al., 2010;
CANTARELLA et al., 2017). A interacdo entre MTHFR rs1801133 e a suplementacéo
materna com acido félico foi investigada por Milne et al. (2015), que identificaram
aumento de risco associado ao alelo polimorfico (T) apenas em criangas cujas maes
receberam suplementacdo no periodo pré-gestacional. J& o estudo realizado por
Amigou et al. (2012) ndo identificou interacdo entre o efeito do polimorfismo e da
suplementacdo. Outro SNP no gene MTHFR, rs1801131 (A1298C) apresentou
associacdo nula com o risco para LLA na maioria dos estudos. Polimorfismos em
TYMS, MTR, MTRR e SLC19A1 foram abordados em um nimero menor de estudos
gue mostraram resultados conflitantes (GAST et al., 2007; PETRA et al., 2007; DE
JONGE et al., 2009; YEOH et al., 2010; CHAN et al., 2011; YANG et al., 2011;
AMIGOU et al., 2012; LAUTNER-CSORBA et al., 2013; SILVA et al., 2013).

Polimorfismos em genes que participam da eliminacdo de xenobio6ticos também
influenciam o risco para LLA. Quanto aos genes de fase 1 de metabolizacao, os mais
estudados sdo CYP1A1, CYP3A5, NQO1, CYP2E1 e PON1 (BRISSON et al., 2015).
Uma metanalise que incluiu 12 estudos individuais mostrou associagéo direta entre
CYP1Al rs4646903 e o risco para LLA (ZOU et al., 2015). O polimorfismo CYP3A5
rs776746 foi associado ao risco para LLA em uma metandlise de cinco estudos
totalizando 1070 casos (MA et al.,, 2015). J4 as variantes em CYP2E1l foram
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associadas a LLA em populacdes turca e canadense, mas nao na francesa.
(KRAJINOVIC et al., 2004; AYDIN-SAYITOGLU et al., 2006; BONAVENTURE et al.,
2013). Uma metanalise de sete estudos individuais mostrou auséncia de associagado
entre o SNP NQO1 rs1800566 e o risco para LLA, enquanto na populagéo brasileira,
dois estudos mostraram associacao inversa (GUHA et al., 2008; GONCALVES et al.,
2012; SILVEIRA et al., 2012).

Entre os polimorfismos em genes da fase 2 de biotransformag&o, os mais
estudados em LLA séo as dele¢Bes de GSTT1 e GSTM1, além de SNPs em GSTP1
e NAT2. Uma recente metanalise realizada por Zhao et al. (2018) incluiu 30 estudos
e concluiu que a delecdo em homozigose de GSTM1 esta associada ao risco para
LLA, enquanto a delecdo de GSTT1 ndo foi associada a doenca. Outra metandlise,
de 26 estudos, identificou resultado semelhante quanto a GSTM1, e verificou que a
delecdo de GSTT1 é associada ao risco para LLA entre asiaticos (TANG et al., 2013).
Polimorfismos em GSTP1 foram abordados em 10 estudos, dos quais apenas trés
demonstraram aumento do risco. Em metanalise, essas variantes ndo foram
associadas a LLA (ZHAO et al., 2018; BRISSON et al., 2015). Polimorfismos que
resultam em perda de funcdo de NAT2, em geral aumentam o risco para LLA, como
verificado nas populacées do Brasil, Canada e Franca. JA SNPs que acarretam em
aumento da atividade enzimatica reduziram o risco para LLA nas populacdes brasileira
e canadense (KRAJNOVIC et al., 2000; ZANROSSO et al., 2010; BONAVENTURE et
al., 2012; ZANROSSO et al., 2012). Quanto ao gene SULT1Al, Um SNP em foi
associado ao risco para LLA de lactentes em um estudo brasileiro (LOPES et al.,
2015).

Polimorfismos nas vias de metabolizacdo de xenobiéticos apresentam efeito
somatorio sobre o risco para LLA. Um estudo realizado por Canalle et al., (2004)
mostrou que SNPs em CYP1Al e CYP2E1l aumentam o risco para LLA quando
combinados com delecbes em GSTT1 e GSTM1. O efeito desses polimorfismos
também é modulado pelas exposicbes ambientais. Um estudo canadense mostrou
que CYP2E1 rs2031920 e delecdo de GSTT1 aumentam mais 0 risco para LLA
guando a made é exposta a trihalometanos, que sdo contaminantes da agua
(INFANTE-RIVARD et al., 2002). Ja um estudo francés conduzido por Bonaventure et
al. (2014) mostrou auséncia de interagdo entre o consumo de alcool e café e
polimorfismos em NAT2, ADH1C e CYP2EL1.
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Entre os polimorfismos em genes da fase 3 de eliminacdo de xenobidticos, o0
mais abordado € rs1045642, em ABCB1, gene que codifica a glicoproteina P,
responsavel pelo efluxo celular de diversos xenobidticos e farmacos. Esse SNP foi
associado ao risco para LLA em estudos realizados no Japéao, Polonia, Hungria e
Estados Unidos. O estudo estadunidense também demonstrou interacdo entre esse
polimorfismo e a exposicéo a inseticidas de uso doméstico (JAMROZIAK et al., 2004;
HATTORI et al., 2007; URAYAMA et al., 2007; SEMSEI et al., 2008).

Genes envolvidos no reparo do DNA por excisdo de bases (XRCC1, OGG1 e
XRCC4), excisao de nucleotideos (ERCC1 e ERCC2) e recombinacdo homologa
(NBN) apresentam polimorfismos associados ao risco para LLA (BRISSON et al.,
2015). O polimorfismo mais explorado € XRCC1 rs1799782, associado a LLA em
populacdes da Turquia, india e México (JOSEPH et al., 2005; BATAR et al., 2009;
MEZA-ESPINOZA et al., 2009). O polimorfismo ERCC2 rs13181 foi associado a
aumento do risco para LLA em criancas brasileiras em combinagcdo com SNPs em
XRCC1 e TYMS (CANALLE et al.,, 2011). J4& os polimorfismos em OGG1 foram
associados a LLA em dois estudos poloneses (CHRZANOWSKA et al., 2006;
PASTORCZAK et al., 2011).

Nosso estudo explorou o papel de polimorfismos em genes que participam da
via de eliminacdo de xenobiodticos e de processos enddgenos importantes para a
leucemogénese na modulacao do risco para LLA. Essas variantes serdao abordadas

nos proximos capitulos.

1.3.1. MTHFR rs1801133

O gene MTHFR, localizado no cromossomo 1p36.22, codifica a enzima
metiltetrahidrofolato redutase (MTHFR), que converte 5,10-metileno-THF em 5-metil-
THF. A primeira forma esta envolvida na sintese de timina, enquanto que a segunda,

na conversao de homocisteina a metionina (LIEW; GUPTA, 2015).

O polimorfismo mais estudado nesse gene é rs1801133 (mais referido como
MTHFR c.677C>T), localizado no éxon 4, tem frequéncia do alelo variante de 25% na
populacdo mundial, sendo mais comum entre europeus se comparados a africanos.
Consiste de uma transicdo de citosina para timina que resulta em substituicdo de
alanina por valina na posi¢ao 222 da proteina (p.Ala222Val). A proteina resultante tem

a termoestabilidade reduzida e, portanto, menor atividade a temperaturas fisiol6gicas.
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Individuos heterozigotos apresentam cerca de 65% da atividade de MTHFR, enquanto
0s homozigotos variantes tém cerca de 30% (LIEW; GUPTA, 2015; YAMADA et al.,
2001).

O alelo T é associado a maiores niveis de homocisteina, ocorréncia de
malformagbes congénitas, aumento do risco de doencas neuroldgicas,
cardiovasculares e alguns tipos de cancer, como de mama, colon, pancreas e
estdbmago (LIEW e GUPTA, 2015).

Em LLA, esse SNP é extensamente estudado, sem que haja um consenso a
respeito de seu papel. Uma metanalise realizada por LI et al. (2015) incluiu 35 estudos
em criancas e nao verificou associagdo estatisticamente significante entre o
polimorfismo e o risco para a doenca. Estudos individuais, porém, apresentaram
resultados discordantes, sendo que a maioria ndo identificou associa¢cdo com o risco,
como nos estudos realizados por Lautner-Csorba et al. (2013) na Hungria e Lightfoot
et al (2015) no Reino Unido. Outros estudos verificaram associacdo inversa entre o
SNP e o risco para LLA, como nas investigacdes conduzidas por De Jonge et al.
(2009) na Holanda e Pei et al. (2015) na China. Em uma minoria dos estudos, 0
polimorfismo conferiu aumento do risco, como demonstrado por Sood et al. (2010) na

india e Silva et al. (2013) no Brasil.

Os estudos brasileiros ndo sao unanimes quanto ao papel de MTHFR
rs1801133 no risco para LLA. Enquanto Zanrosso et al. (2006) (apenas entre crian¢as
de cor de pele ndo branca) e Franco et al. (2001) demonstraram associacao inversa
entre o polimorfismo e o risco para LLA, Silva et al. (2013) verificaram aumento do
risco para a doenca.

O efeito dubio desse polimorfismo pode ser explicado por seu papel biologico.
Esse SNP aumenta a disponibilidade de 5,10-metileno-THF e consequentemente, de
timidilato, reduzindo a incorporacdo de uracila no DNA. Por outro lado, reduz a
formacdo de SAMe, e sua disponibilidade para reacdes de metilacédo, inclusive de
DNA. Sendo assim, a depender de interacdes com fatores genéticos e exposicoes

ambientais, um ou outro efeito pode prevalecer (CANTARELA et al., 2017).
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1.3.2. CRHR1 rs242941 e GLCCI1 rs37972

Ha uma variabilidade interindividual quanto a resposta hormonal ao estresse,
parte da qual é explicada por polimorfismos em genes relacionados ao eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal. O hormdnio liberador de corticotrofina, secretado pelo
hipotalamo, liga-se na hipofise ao Receptor de Horménio Liberador de Corticotrofina
(CRHR1), um receptor acoplado a proteina G cuja ativacao resulta em secrecéo de
corticotrofina (DUONG-THI-LY et al., 2017). Polimorfismos no gene CRHR1, que
codifica esse receptor, reduzem a expressao desse gene, e portanto, a liberacdo de
corticotrofina e de glicocorticoides enddgenos. Presume-se que a resposta aos
corticoides exdgenos seja melhor em individuos polimorficos (AWASTHI et al., 2015).

O gene CRHR1, localizado em 17g21.31 e possui 14 éxons. Entre seus
polimorfismos, o mais estudado quanto a resposta a glicocorticoides é rs242941, uma
transversdo de citosina para adenina no intron 2 do gene. Em asma, esse SNP foi
associado a melhor resposta aos glicocorticoides. Ja em LLA pediatrica, essa variante
foi associada a maior toxicidade aos glicocorticoides, manifestada como hipertenséo
(DUONG-THI-LY et al., 2017; KANDEM et al., 2008).

Embora a proteina Induzida por Glicocorticoides 1 (GLCCI1) ndo tenha sua
exata funcdo conhecida, sabe-se que atua no mecanismo gendémico de acdo dos
glicocorticoides, entre a dissociacdo de cGR de proteinas inibitorias e sua migracao
para o nucleo (Figura 1.10). Sua expressao foi descrita como marcador precoce de
morte celular induzida por glicocorticoides, e além disso, camundongos desprovidos
dessa proteina apresentam inflamacdo em vias aéreas e baixa resposta anti-
inflamatoria a glicocorticoides (HU et al., 2018; TANTISIRA et al., 2011).
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Figura 1.10. Possivel funcdo de GLCCI1 na acdo dos glicocorticoides. A proteina
GLCCI1 ainda n&o tem sua funcdo completamente conhecida, mas um estudo em
modelo animal mostrou que atua entre a dissociacdo do GR da proteina de choque
térmico (HSP-90) e a migracdo do complexo glicocorticoide-GR para o nucleo.
Adaptado de (HU et al., 2018).

O gene GLCCI1 esta localizado em 7p21.3 e apresenta 8 éxons. Dois SNPS
em GLCCI1 séo associados a reducdo da expresséo do gene e, portanto, da resposta
a glicocorticoides. Sao eles rs37972, uma troca de citosina por timina na regiao
promotora, e rs37973, uma transi¢do de adenina para guanina no intron 2. Ambas as
variantes estao em desequilibrio de ligacdo completo, ou seja, em praticamente todos
0s casos em que um SNP esta presente, o outro também estd (HAMADA et al., 2017).

Esses polimorfismos acarretam em menor sensibilidade a apoptose induzida
por glicocorticoides em células como eosindéfilos e precursores linfoides, e portanto
menor resposta ao medicamento (KESKIN et al., 2019). Polimorfismos em GLCCI1
tém sido estudados principalmente em asma, e associados a menor resposta a
glicocorticoides em GWAS, como o conduzido por Tantisira et al. (2011), e em estudos
com abordagem gene-candidato (HU et al., 2016; LEI et al., 2017).

Os glicocorticoides séo eficazes em induzir morte celular em blastos de LLA,
sendo essenciais no tratamento da doenca. Enquanto glicocorticoides sintéticos sdo
importantes no tratamento, os enddgenos podem eliminar clones pré-leucémicos
evitando a manifestacdo da doenca (SCHMIEGELOW et al., 2008). Como
polimorfismos em GLCCI1 e CRHRL1 interferem na resposta aos glicocorticoides, nés

hipotetizamos que possam também ter um papel na leucemogénese.
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1.3.3 VDR rs1544410 e rs2228570

O gene VDR, esta localizado em 12g13.11 e apresenta oito éxons codificantes
(2-9) e 6 ndo traduzidos (LA-1F). E um gene polimérfico com mais de 900 variantes
alélicas descritas. Entre essas, destacam-se quanto a frequéncia e importancia
biolégica rs1544410 (Bsml) e rs2228570 (Fokl) (CHRISTAKOS et al., 2015).

O SNP rs2228570 consiste de uma troca de citosina por timina no éxon 2. Esse
SNP ocorre no primeiro de dois potenciais cédons de inicio (ATG). A traducéo inicia-
se entdo no primeiro ATG, gerando uma proteina com trés aminoacidos a mais e
menor eficacia na ligagdo a vitamina D. Esse polimorfismo tem frequéncia alélica de
33% na populacdo mundial. O SNP rs1544410, uma troca de guanina por adenina no
intron 8, ndo altera a estrutura ou funcéo da proteina traduzida, mas pode reduzir a
estabilidade do Acido Ribonucléico Mensageiro (RNAmM), e por consequéncia a
expressao génica. Essa variante estd em desequilibrio de ligacdo com uma repeticdo
de microssatélite de poliadenosina (poli A) na Regido Nao Traduzida 3’ (3’'UTR), e
com os SNPs rs731236 (Taqgl), também em 3'UTR e rs7975232 (Apal), no intron 8.
Todos esses polimorfismos séo associados a menor expressao de VDR (MIKHAK et
al., 2007; RAHMADHANI, 2017).

Recentes metanalises e revisfes sistematicas tem associado VDR rs1544410
e rs2228570 ao risco para osteoporose, doencas autoimunes e alérgicas,
complicagbes do diabetes e neoplasias (TIZAOUI; HAMZAOUI, 2015; ZHANG et al.,
2016; RAI et al.,, 2017; ZHAO et al.,, 2017; ZHANG et al., 2018). Em cancer, é
conhecida a associa¢do entre ambos o0s polimorfismos e o risco para tumores de

préstata, mama, colon e melanoma (GANDINI et al., 2014; RAl et al., 2017).

Em criangas com LLA, polimorfismos em VDR ja foram associados a maior
risco de toxicidade O0ssea secundaria ao uso de glicocorticoides, manifestada como
osteonecrose e reducdo da densidade mineral éssea, a maior acumulagdo de
etoposideo e ao risco de recaida da doenca em sistema nervoso central (KISHI et al.,
2003; ROCHA et al., 2005; TANTAWI et al., 2016; ELHAROUNI et al., 2018). Tendo
em vista a importancia da vitamina D e de seu receptor em processos importantes

para a leucemogénese, como a eliminagdo de xenobidticos, a modulacdo do sistema
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imune e regulacdo da proliferacdo celular e da apoptose, nds hipotetizamos que

polimorfismos em VDR também possam estar associados ao risco para LLA.

1.3.4. CYP3A5 rs776746

Entre as familias de CYPs envolvidas no metabolismo de xenobioticos,
destaca-se a familia CYP3, que possui apenas uma subfamilia, CYP3A, representada
por quatro enzimas (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 e CYP3A43) codificadas por genes
localizados na regido 7¢g22.1. Entre essas enzimas, CYP3A4 é a isoforma mais
expressa no tecido hepatico enquanto CYP3AS5, é a principal isoforma em tecidos
extra-hepaticos (em individuos que expressam essa enzima). HA uma grande
variabilidade interindividual na expressao dessas enzimas, o que em parte € explicado
pela presenca de polimorfismos genéticos (ZANGER; SCHWAB, 2013; HOHMANN,
2016).

A variagdo mais relevante na subfamilia CYP3A é a auséncia da expressao de
CYP3AD5, causada pelo polimorfismo rs776746 (também referido como CYP3A5*3).
Essa variante consiste de uma transi¢ao de adenina por guanina no intron 3 do gene.
O alelo G cria um sitio de splicing alternativo com consequente produg¢do de um RNAmM
alterado, com inclusdo de 131 pares de bases (pb) provenientes do intron 3. Essa
alteracdo gera um codon de parada com producdo de uma proteina néo funcional,
truncada no residuo de aminoacido 102. Esse polimorfismo apresenta diferenca
quanto a frequéncia alélica nas diferentes populacdes: 94% entre europeus e de 18%
entre africanos (LAMBA et al., 2002; GABRYEL et al., 2016; HOHMANN, 2016).

Esse SNP é associado a menor capacidade de metabolizacdo de diversos
farmacos, inclusive alguns utilizados no tratamento da LLA. Um estudo conduzido por
Huang et al. (2017) identificou que em criancas com LLA, CYP3A5 rs776746 é
associado a maiores niveis séricos de daunorrubicina, e por consequéncia, a maior
frequéncia de cardiotoxicidade. Esse polimorfismo também pode alterar o risco para
LLA, por reduzir a velocidade de metabolizacdo de xenobioticos. Uma metanélise de
cinco estudos caso-controle identificou que esse polimorfismo aumenta o risco para
LLA especialmente em populacdes de origem europeia (MA et al.,, 2015). Na
populacao brasileira, foram publicados dois estudos mostrando associacao direta
entre o polimorfismo e o risco para LLA, sendo que um deles abordou especificamente
criangas com até dois anos de idade (SILVEIRA et al. 2012; LOPES et al., 2015).
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1.3.5. Dele¢gbes em GSTT1 e GSTM1

As GSTs catalisam a conjugacdo de diversas substancias enddgenas e
exdgenas com glutationa, um tripeptideo formado por gama-glutamato, cisteina e
glicina. Diversos carcindgenos quimicos, farmacos e produtos de estresse oxidativo
sdo substratos das GSTs. Apos a conjugacgdo, a molécula alvo se torna menos reativa
e mais hidrossoluvel, o que facilita sua excrecao. Adicionalmente GSTs podem ter
atividades de peroxidases, isomerases e tiol-transferases, além de apresentar funcdes

nao cataliticas na modulag&o da sinalizagéo celular (DI PIETRO et al., 2010).

Essas enzimas séo codificadas por membros de 3 familias génicas distintas
gue dao origem as GSTs mitocondriais, membranares e citoplasmaticas, sendo essas
Gltimas as mais estudadas quanto a variabilidade genética na suscetibilidade a
doencas e em seu tratamento. As GSTs citoplasméticas sdo agrupadas nas seguintes
classes: (GSTA), (GSTM), (GSTP), (GSTS), (GSTT), (GSTO) e (GSTZ). Cada classe
compreende diversas isoformas de GST, que diferem quanto a especificidade de
substratos (MOREL; ANINAT, 2011).

Entre os polimorfismos presentes nesses genes, destacam-se duas delecdes
de genes inteiros em GSTT1 e GSTM1. O gene GSTM1 esta localizado em 1g13.3,
enquanto GSTT1, em 22q11.23. A dele¢cbes em homozigose (gendtipo nulo) de
GSTML1 esta presente em 28-35% dos brasileiros negros e em 48-55% dos brancos.
Ja GSTTL1 nulo tem frequéncias de 26-36% e 20-26% respectivamente. A maioria dos
estudos publicados sobre esses polimorfismos utilizaram técnicas que sdo capazes
de distinguir apenas homozigotos deletados dos demais genotipos, tornando incerto
o papel dos heterozigotos (DI PIETRO et al., 2010).

Embora haja sobreposicéo de substratos entre as isoformas de GSTs, existem
diferencas de afinidades entre elas. Algumas das substancias conjugadas por GSTM1
sdo acroleina, 4-hidroxinonena e estlbenos. Moléculas menores como cloreto de
metileno, dibrometo de etileno, isopreno e hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos sao
substratos da GSTT1 (JANCOVA et al., 2010).

Essas variantes acarretam em menor eficiéncia da eliminacdo de substancias

carcinogénicas, como as presentes no tabaco. O risco para carcinoma escamoso de
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boca € quatro vezes maior entre fumantes GSTM1 nulo em comparacdo com quem
expressa 0 gendtipo ndo nulo (KRUGER et al., 2014). Em LLA pediatrica, uma
metandlise incluiu 30 estudos caso-controle e concluiu que apenas a delecdo de
GSTM1 aumenta o risco para LLA. Em populacdes asiaticas, porém, a delecao de
GSTT1 é mais relevante, como demonstrado em outras duas metanalises (TANG et
al.,, 2013; MOULIK et al., 2014; ZHAO et al., 2018). Na populacdo brasileira, foram
publicados dois estudos. Um deles, conduzido por Canalle et al. (2004) n&o identificou
associacao entre as delecdes e o risco. Ja Lopes et al. (2015) investigaram o efeito
das dele¢des nas leucemias de criancas com até 24 meses de idade e verificaram

aumento do risco associado a delecdo de GSTT1.

1.4. Hipo6teses e justificativa do estudo.

A justificativa desse estudo se baseia na hip6tese de que a etiologia da LLA é
associada a um somatorio de fatores que envolve varidveis genéticas e ambientais
(Figura 1.11). Anteriormente dentro de nosso Programa de Hematologia e Oncologia
Pediatrico (PHOP) foi explorado o papel das exposi¢cdes maternas durante a gestacao
a fatores exdgenos (POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2006; KOIFMAN et al., 2012;
COUTO et al., 2013; COUTO et al., 2015; REIS et al., 2017). Os polimorfismos
genéticos moduladores das exposi¢des também foram investigados, permanecendo
algumas questdes inexploradas, como o papel de polimorfismos em alguns genes do
sistema xenobidtico e do metabolismo de glicocorticoides e da vitamina D na
etiopatogénese da LLA (ZANROSSO et al.,, 2006; ZANROSSO et al.,, 2012;
GONGCALVES et al., 2012; LOPES et al., 2015; BRISSON et al., 2018).
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Figura 1.11. Esquema dos fatores que influenciam a leucemogénese. A ocorréncia
de erros na hematopoiese capazes de conduzir a leucemogénese é associada a um
somatorio de chances. A primeira chance € o perfil genético, que influencia o
comportamento do organismo frente aos fatores de risco ambientais. A segunda
consiste na vida intrauterina, na qual a génese da primeira alteracao leucemogénica
€ associada as exposicdes maternas. A terceira chance sao os primeiros anos de vida,
durante os quais, as exposi¢cdes determinarédo a eliminacédo do clone pré-leucémico
ou a geracdo de novas mutacdes soméaticas e manifestacéo da doenca.

Esse estudo abordou polimorfismos em genes envolvidos direta ou
indiretamente na eliminacdo de xenobidticos. Além de participarem dessa via, alguns
genes selecionados participam de processos enddgenos relevantes para a
leucemogénese, como o metabolismo de folatos, e a acdo de glicocorticoides e
vitamina D. Quatro dos polimorfismos abordados em nosso estudo nao foram
anteriormente investigados quanto ao risco para LLA, enquanto quatro outros ja foram
investigados, inclusive em estudos brasileiros, mas sem que haja um consenso sobre
gual o seu efeito. Foram selecionados polimorfismos que também estejam envolvidos
na eliminacdo ou na acdo de farmacos antineoplasicos para que seja realizada
posteriormente uma abordagem capaz de avaliar o papel dessas variantes no
desfecho do tratamento da LLA. As variantes abordadas nesse estudo estdo

sumarizadas no Quadro 1.3.
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Quadro 1.3. Polimorfismos estudados.

Gene | Polimorfismo Processo Impacto da Avaliacéo
envolvido variante na anterior do
proteina risco para LLA
Metabolismo de Reduz a .
MTHFR rs1801133 folatos funcao Sim
CRHRL | rs242941 Secregdo de Reduz N&o
glicocorticoides expressao
Acdo dos Reduz =
GLCCI1 1s37972 glicocorticoides expressao Néo
VDR | rs1544410 | Acfo da vitamina D Reduz N&o
expresséo
VDR | rs2228570 | AcdodaviaminaD | oouz®@ N&o
uncao
Fase 1 de Proteina nédo .
CYP3AS 5776746 biotransformacéo funcionante Sim
~ Fase 2 de Auséncia da .
GSTM1 Delegdo biotransformacao proteina Sim
~ Fase 2 de Auséncia da .
GSTTL Delegdo biotransformacao proteina Sim
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar as magnitudes de riscos das associacdes entre os polimorfismos

MTHFR rs1801133, CRHR1 rs242941, GLCCI1 rs37972, VDR rs1544410, VDR
rs2228570 CYP3AS5 rs776746, delecdo de GSTM1 e de GSTTL1 e a suscetibilidade
genética para LLA pediatrica.

2.2. Objetivos especificos
1. Verificar a frequéncia dos polimorfismos em criancas brasileiras com LLA.
2. Determinar as magnitudes de riscos entre 0s gendtipos e a LLA em andlises
estratificadas para variaveis demograficas (cor de pele, idade e sexo) e subtipos de

LLA.

3. Avaliar os possiveis efeitos da combinacdo de gendtipos sobre o risco para LLA
pediatrica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo epidemiolégico-molecular (tipo caso-controle) com
genotipagens para polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo de
substancias endogenas e exdgenas, com potencial para estabelecer associacdes de

riscos entre 0s genotipos e a LLA pediatrica.

3.2. Sujeitos do estudo

Casos. Grupo composto de criancas brasileiras com LLA provenientes de oito
centros brasileiros de tratamento onco-pediatrico. Entre 0s centros cujos casos de
leucemias séo diagnosticados no PHOP, foram selecionados aqueles que fazem o
tratamento conforme os protocolos do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia
na Infancia (GBTLI) LLA-99 ou do International Berlin Frankfurt Miinster (I-BFM) 2009.
A lista de centros colaboradores por regido brasileira com respectivos numeros de
casos incluidos estd no Anexo |. Os critérios de inclusdo foram: 1) ter sido
diagnosticado com LLA entre 2012 e 2015; 2) ter idade < 19 anos ao diagndstico.
Foram considerados critérios de exclusdo amostras de criancas com fenétipo de

sindromes genéticas ou tratadas sem seguir protocolos de tratamento de LLA.

Controles. Este grupo foi constituido de criancas nascidas saudaveis cujas
maes doaram sangue de cordao umbilical ao Banco de Sangue de Cordao Umbilical
e placentario (BSCUP) do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva

(INCA). A relacao entre casos e controles usada nesse estudo foi de 1:1.

3.3. Extracdo do DNA

O DNA genbmico de criancas com LLA foi extraido de amostras de sangue
periférico ou medula 0ssea coletadas ao diagnostico ou durante a remissdo. O DNA
dos controles foi extraido de sangue de corddo umbilical de criangas saudaveis. Foi
utilizado o método de salting-out, conforme descrito por Araujo et al. (2014), além da

extragcao por Trizol ® (Invitrogen). Foi avaliada a concentracao e a pureza do DNA em
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espectrofotometro NanoDrop 2000 ® (Thermo Scientific), e a integridade foi avaliada

por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

3.4. Genotipagens

3.4.1 Genotipagens por High resolution melting

As genotipagens para os polimorfismos MTHFR rs1801133, VDR rs1544410 e
rs2228570, CRHR1 rs242941, GLCCI1 rs37972, CYP3AS5 rs776746 foram realizadas
através do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)-high resolution
melting (HRM), uma técnica em que primeiramente € realizada uma PCR em que é
utilizado um corante que emite fluorescéncia quando intercalado na dupla-fita de DNA
e um termociclador capaz de mensurar fluorescéncia. Apos a amplificacdo da regido
de interesse, procede-se 0 HRM, que consiste de um incremento lento e gradual da
temperatura até a desnaturacdo completa dos fragmentos de DNA. Os gendétipos sédo

identificados por diferencas no padréao de dissociacédo (REJA et al., 2010).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para as genotipagens por HRM
foram desenhados com utilizacdo da ferramenta PrimerQuest Tool ®, utilizando-se os
seguintes critérios: 1) ter entre 18 e 30 nucleotideos; 2) temperatura de dissociacdo =
56°C e semelhante entre os oligonucleotideos senso e anti-senso; 3) Conteudo de G-
C entre 40 e 60%; 4) formar em uma PCR um fragmento amplificado de até 160 pares

de bases. O Quadro 3.1 mostra os oligonucleotideos desenhados.
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Quadro 3.1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de HRM.

Polimorfismo Oligonucleotideos iniciadores Comprimento
do amplicon

(pb)

Senso: 5 CCTTGAACAGGTGGAGGCC 3
MTHFR rs1801131 158
Anti-senso: 5° CAAAGAAAAGCTGCGTGATGAT 3’

Senso: 5 CTGCTTGCTGTTCTTACAGGGA 3’
VDR rs1544410 145
Anti-senso: 5 CACAGGTCATAGCATTGAAGTGAAA 3’

Senso: 5 GGGATTCTGAGGAACTAGATAAGC 3’
VDR rs2228570 81
Anti-senso: 5 AAGAGCAGAGCCTGAGTATTG 3

Senso: 5 GAGGGCCAGGAACCATGAAC 3
CRHR1 rs242941 146
Anti-senso: 5 AGTGCTGTTTCCTGAGAGACTG 3

Senso: 5 CACCACGAGCAGACCAATTT 3’
GLCCI1 rs37972 97
Anti-senso: 5 CGGGAGCAATTAATGTAAGGATCT 3

Senso: 5 TATGGAGAGTGGCATAGGAGATAC 3
CYP3AS5 rs776746 149
Anti-senso: 5 TCATATGATGAAGGGTAATGTGGTC 3

pb: pares de bases.

As reacdes de PCR-HRM foram realizadas com uso dos seguintes reagentes:
Type-it HRM PCR Kit (Qiagen) (concentracdo = 1x); oligonucleotideos iniciadores
(concentracdo = 0,7 uM). O volume final das reacdes foi de 15 pL. A PCR em tempo
real e o HRM foram realizadas em termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen) programado
conforme descrito no Quadro 3.2. A genotipagem dos polimorfismos VDR rs2228570
e rs1544410 foram realizadas em uma reacao duplex, em que dois pares de primers
foram usados em uma sO reacdo. Para essa reacdo, utilizou-se as mesmas

concentracdes de reagentes e programacao do termociclador usadas para as demais.

Quadro 3.2. Programacéo do termociclador utilizada nas reacdes de HRM.

_ Incremento de
Etapa Temperatura | Tempo | Repeticbes
temperatura
Ativacdo da polimerase 95°C 5min 1x NA
Desnaturacdo do DNA 95°C 10s NA
35x
Anelamento / extenséo 63°C 30s NA
HRM 65°C-95°C 1x 0,1 °C a cada 2s

pb: pares de bases.
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A analise dos dados gerados pelo termociclador foi realizada em software
Rotor-gene Q (Qiagen). O software fornece dois graficos em que é possivel proceder-
se a genotipagem: o grafico de curvas normalizadas e o de diferenca de curvas. Em
ambos 0s casos, a temperatura, em graus Celcius ocupa o eixo X. No eixo Y, o
primeiro grafico apresenta fluorescéncia em porcentagem, enquanto o segundo, a
fluorescéncia normalizada por um padrdo escolhido. No grafico de curvas
normalizadas, distingue-se os homozigotos CC/GG e TT/AA por posi¢cédo da curva.
Enquanto os primeiros dissociam em maior temperatura, o segundo, em menor. O
heterozigoto diferencia-se por formato da curva, como visualizado na Figura 3.1
(REJA et al., 2010).

Genotipagem por HRM

. Heterozigoto

N * Homozigoto GG ou CC

Fluorescéncia

=

S

Homozigoto TT ou AA «

Temperatura

Figura 3.1. Exemplo de genotipagem por HRM. Cada curva representa uma amostra,
e elas agrupam-se em trés padrbes distintos, correspondentes a cada genétipo. O
padrdo de curva do gendétipo CC ou GG apresenta maior temperatura de dissociacao
da dupla fita, enquanto o do gendtipo TT ou AA dissocia-se em menor temperatura. O
heterozigoto apresenta uma curva intermediaria com formato diferente das duas
anteriores.

Reacbes que apresentaram 0s seguintes critérios foram excluidas da analise
de HRM: 1) amplificacao ineficaz; 2) picos inespecificos na curva de dissociacao; 3)
curvas com padrbes incompativeis com o0s trés genoétipos possiveis para o0
polimorfismo. Os gendtipos foram identificados através de comparacdo com amostras
padrdo previamente genotipadas por sequenciamento de Sanger. Todas as curvas e

seus padrdes sdo mostrados no Anexo Il.

41



3.4.2. Genotipagem de CYP3A5 rs776746 por polimorfismo de

comprimento do fragmento de restrigcéo

As amostras do grupo controle foram genotipadas para CYP3A5 rs776746
através de PCR — polimorfismo de comprimento do fragmento de restricao (RFLP),
técnica em que apos a amplificacdo da regido de interesse, é realizada digestdo com
enzima de restricdo. Nessa técnica, a presenca de um dos alelos cria um sitio de
restricdo, em que a enzima cliva o DNA. Diferentes padroes de bandas séo
observados apés eletroforese, distinguindo os gendétipos.

O método foi realizado segundo protocolo descrito anteriormente por Van
Schaik et al. (2002). Foi realizada uma PCR com volume final de 20 pL, na qual foram
utilizados os seguintes reagentes: MgClz (2,0 mM); Desoxirribonucleotideos Trifosfato
(dNTPs) (200 uM); oligonucleotideos iniciadores (200 nM) (Quadro 3.3); Taq DNA
polimerase (1 U); e DNA (40 ng). O termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems) foi programado para uma desnaturacgdo inicial & 94°C por 7
minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1

minuto. Apos os ciclos, houve uma etapa de extenséao final a 72°C por 7 minutos.

Quadro 3.3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para genotipagem de
CYP3A5 rs776746.

. , . Comprimento do
Gene Oligonucleotideos iniciadores _
amplicon (pb)

Senso: 5 CATCAGTTAGTAGACAGATGA 3’
CYP3A5 293
Anti-senso: 5° GGTCCAAACAGGGAAGAAATA 3’

pb: pares de bases (VAN SCHAIK et al., 2002)

Apos a PCR, foi realizada digestdo de 8,0 pL do produto com 2 U da
endonuclease Sspl (Fermentas) em volume final de 12,0 pL. A solucéo foi incubada a
37°C por 3 horas, seguida por inativacdo da enzima a 65°C por 20 minutos. Em
seguida, foi realizada eletroforese em gel de agarose a 2,5% pré corado com gel-red®
(Biotium), a 100 volts por 90 minutos. ApOs essa etapa foi possivel visualizar as
bandas correspondentes aos fragmentos gerados na digestdo enzimatica (Quadro
3.4). A Figura 3.2 mostra um gel visualizado a luz ultravioleta apos a eletroforese.
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Quadro 3.4. Fragmentos formados pela digestdo enzimatica.

Gendtipo Comprimento dos Fragmentos formados (pb)
AA 168, 125
AG 168, 148, 125 e 20
GG 148, 125 e 20

Pb: pares de bases

P

2 3 4 5 6 7

Figura 3.2. Gel de eletroforese para identificacdo de CYP3A5 rs776746. P: padréao de
peso molecular de 100 pares de bases; 1, 4, 6: gendtipo AA; 2, 3, 5, 7: gendtipo AG.

3.4.3. Genotipagens para delecdes de GSTM1 e GSTT1

Para identificacdo das dele¢cbes em homozigose de GSTM1 e GSTT1, foi
realizada uma PCR multiplex com trés pares de oligonucleotideos iniciadores,
conforme descrito anteriormente na literatura (ABDEL-RAHMAN et al., 1996). Os
oligonucleotideos utilizados e o comprimento do fragmento que eles geram apos a
PCR estéo descritos no Quadro 3.5. Um fragmento do gene CYP1A1 foi amplificado
juntamente com os fragmentos de GSTT1 e GSTM1, como controle interno da reacao.

A amplificacdo desse controle diferencia a delecdo de ambos o0s genes em

homozigose de reacdes cuja amplificacao falhou.
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Quadro 3.5. Oligonucleotideos iniciadores para genotipagem de GSTM1 e
GSTT1.

Comprimento do
Gene Oligonucleotideos iniciadores fragmento
amplificado (pb)

Senso: 5 TCCTTACTGGTCCTCACATCTC &
GSTT1 480
Anti-senso: 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’

Senso: 5 GAACTGCCACTTCAGCTGTCT 3’
CYP1A1 312
Anti-senso: 5 CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC 3

Senso: 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3
GSTM1 215
Anti-senso: 5 GTTGGGCTCAAATATACGGTGG 3’

pb: pares de bases. (ABDEL-RAHMAN et al., 1996)

Para essa reacédo, com volume final de 25 pL, foram utilizados os seguintes
reagentes: MgClz (1,5 mM); Desoxirribonucleotideos Trifosfato (ANTPs) (200 puM);
oligonucleotideos iniciadores (300 nM); Tag DNA polimerase (1 U); e DNA (150 ng).
O termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems) foi
programado para uma desnaturacdo inicial & 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
de 94°C por 2 minutos, 59°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Apés os ciclos, houve

uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Apos a amplificacdo foi realizada eletroforese em gel de agarose a 2% a 110
volts por uma hora. Foi utilizado como intercalante de DNA, o brometo de etidio em
pds-coloracdo por 15 minutos. Apés essa etapa, o gel foi exposto a luz ultravioleta em
transiluminador Gel Doc XR+ (Bio-Rad), em que é possivel visualizar as bandas
(Figura 3.3). A auséncia de amplificacdo do controle interno foi interpretada como falha
da reacdo. Amostras com delecdo em homozigose de um dos genes avaliados nao
apresentam a banda relacionada a ele.
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»  GSTT1 (458pb)
» CYP1A1 (312pb)

5 GSTM1 (219pb)

Figura 3.3. Gel de eletroforese para identificacdo de delecdes em homozigose de
GSTT1 e GSTML. P, padrdo de peso molecular de 100 pares de bases; 1, 2, 3, 6:
GSTT1 ndo-nulo GSTM1 n&o-nulo; 4, 5: GSTT1 nulo GSTM1 ndo-nulo; 7: GSTT1
nao-nulo GSTM1 nulo.

3.5. Consideracdes éticas

Este projeto faz parte de um estudo epidemiologico-molecular denominado
“Estudos de polimorfismos de genes do metabolismo de folato e metilagédo global em
leucemias pediatricas”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em
28/04/2014, com o numero de parecer 626.268 28 (ANEXO Ill). Os aspectos de
diagnostico de leucemia e disponibilidade das amostras estdo contemplados no
projeto “Estudos multi-institucional das leucemias infantis: contribuicdo dos
marcadores imuno-moleculares na distincdo de seus subtipos e de fatores de riscos
etiopatogénicos — Acrénimo EMILI”, aprovado na Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), com Certificado de Apresentacio para Apreciacio Etica (CAAE)
33243214.7.0000.5274; e no CEP, com numero do parecer 1.394.043 em 25 de
Janeiro de 2016 (ANEXO IV).
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3.6. Analises estatisticas

Para comparacao de caracteristicas demograficas entre casos e controles foi
utilizado teste de qui-quadrado. O mesmo teste foi usado para verificar se as
frequéncias genotipicas dos grupos estavam compativeis com a lei de equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Regresséo logistica uni e multivariada foram utilizadas para identificar as
magnitudes de risco. Foi calculada a razéo de chances (OR) e o intervalo de confianca
de 95% (IC 95%). Considerou-se estatisticamente significante um p-valor < 0,05. Os

testes estatisticos foram realizados no software IBM SPSS Statistics®.

Foi considerado padrao para comparag¢ao com o0s outros genotipos (OR = 1,0),
o homozigoto tipo selvagem, exceto para as delecbes de GSTT1 e GSTM1, em que 0
padrao foi a soma dos dois gendtipos ndo nulos. Foram também realizadas analises
nos modelos dominante (aa + Aa versus AA) e recessivo (aa versus Aa + AA)
(INIESTA et al., 2005). Foram realizadas analises estratificadas por sexo (masculino
e feminino), cor de pele declarada pelos pais (brancos e ndo brancos), subtipo de LLA
(LLA-cpB e LLA-T) e idade (<5 anos e >5 anos). O ponto de corte para estratificacao
por idade levou em consideracao o fato de que a LLA de criangcas com até cinco anos
de idade é predominantemente de origem intrauterina, enquanto que em criancas
mais velhas, tornam-se mais frequentes leucemias com alteracfes de origem pos-
natal. Os polimorfismos em genes envolvidos nas mesmas vias ou que formam

haplétipos foram analisados em combinacgéo de dois genotipos.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos sujeitos

Foram identificados 494 casos de LLA incidentes no periodo do estudo. Dez
desses foram excluidos por tratar-se de casos com sindromes genéticas. Dos 484
elegiveis, tivemos acesso ao material biolégico de 344 casos (71%). As analises dos
casos incidentes cujos polimorfismos ndo foram avaliados sdo semelhantes em
relacdo ao sexo, idade, cor de pele e subtipos de LLA, o que nos leva a crer que nao

foi introduzido viés na selecao dos casos (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Caracteristicas demograficas dos casos genotipados e nao
genotipados, Brasil, 2012-2015.

Caracteristica Genotipados, N&o P-valor
n, 344 (%) genotipados, n,

140 (%)
Idade (anos)
Mediana 5,0 (0-19) 5,0 (0-19)
<5 190 (55,2) 74 (52,8) 0,63
>5 154 (44,8) 66 (47,2)
Sexo
Masculino 212 (61,6) 86 (61,4) 0,97
Feminino 132 (38,4) 54 (38,6)
Cor da pele
N&o-brancos 178 (51,7) 75 (53,6) 0,71
Brancos 166 (48,3) 65 (46,4)
Subtipo de LLA
LLA-cpB 281 (81,7%) 123 (87,8 0,09
LLA-T 63 (18,3%) 17 (12,2)

Abreviac¢fes: n, numero; LLA, leucemia linfoblastica aguda; LLA-T, LLA de células T;
LLA-cpB, LLA de células precursoras B; NA, ndo aplicavel.

A Tabela 4.2 sumariza as principais caracteristicas demogréficas dos sujeitos
do estudo. A mediana de idade dos casos foi de 5 anos, enquanto os controles foram
amostras de recém-nascidos. Essa diferenca entre 0s grupos, porém, nao
compromete a qualidade do estudo, ja que a idade ndo altera os genotipos e a
probabilidade de um dos controles incluidos desenvolver LLA posteriormente € muito

baixa. Entre os casos, houve um predominio do sexo masculino, com proporcéo de
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1,6:1, enquanto entre os controles, essa proporcéao foi 1,2:1. Essa diferenca nao foi
estatisticamente significante. A distribuicdo das frequéncias da cor de pele mostrou
equilibrio de brancos e ndo brancos entre 0s casos, no entanto, no grupo controle
observamos predominio de ndo brancos (p<0,001) (Tabela 4.2). Devido a essa
diferenca entre os grupos e considerando que a frequéncia dos genadtipos é diferente
nos distintos grupos étnicos, as analises de associa¢des de risco foram ajustadas para
cor de pele.

Tabela 4.2. Caracteristicas demograficas de casos e controles, Brasil,
2012-2015.

Caracteristica Casos, n, Controles, p-valor
344 (%) n, 358 (%)

Idade (anos)

Mediana 5,0 (0-19) 0 NA
<5 190 358
>5 154 0
Sexo
Masculino 212 (61,6) 197 (55,0) 0,08
Feminino 132 (38,4) 161 (45,0)
Cor da pele
N&o-brancos 178 (51,7) 220 (61,5) 0,0005
Brancos 166 (48,3) 118 (32,9)
Subtipo de LLA
LLA-cpB 281 NA NA
(81,7%)
LLA-T 63 (18,3%) NA NA

Abreviac¢fes: n, numero; LLA, leucemia linfoblastica aguda; LLA-T, LLA de células T;
LLA-cpB, LLA de células precursoras B; NA, ndo aplicavel. Em 20 controles (5,6%) ndo
foi possivel estabelecer a cor de pele.

Tanto os casos quanto os controles tiveram suas frequéncias genotipicas
analisadas e dentro dos limites das leis de equilibrio de Hardy-Weinberg para todos
os polimorfismos avaliados (Tabela 4.3). Ressaltamos que como o método utilizado
para identificar as dele¢cbes de GSTT1 e GSTM1 ndo € capaz de distinguir

homozigotos ndo deletados de heterozigotos, nao foi possivel verificar o equilibrio.
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Tabela 4.3. Frequéncias alélicas e equilibrio segundo as leis de Hardy-Weinberg entre

casos e controles, Brasil, 2012-2015.

Frequencia do alelo

Polimorfismo EHW (P-valor)

variante
MTHFR rs1801133
Casos 0,32 0,63
Controles 0,28 0,31
CRHR1 rs242941
Casos 0,41 0,84
Controles 0,40 0,58
GLCCI1rs37972
Casos 0,36 0,79
Controles 0,31 0,40
VDR rs1544410
Casos 0,34 0,87
Controles 0,34 0,15
VDR rs2228570
Casos 0,36 0,83
Controles 0,31 0,60
CYP3A5rs776746
Casos 0,66 0,25
Controles 0,63 0,21

Abreviagdes: EHW, equilibrio de Hardy-Weinberg.

4.2. Associacdes entre gendétipos e o risco para LLA

As analises detalhadas das associa¢cfes entre 0s genotipos e o risco para LLA
pediatrica estdo contidas no Anexo IV (Tabelas 8.1 a 8.5). Os resultados mais

importantes foram expostos em graficos para facilitar a visualizacao.

Os percentuais de perdas por falha na reacdo ou DNA insuficiente para
genotipagem de todos polimorfismos foram, em casos e controles respectivamente:
4% e 3% para MTHFR rs1801133; 5% e 4% para CRHR1 rs242941; 2% e 4% para
GLCCI1 rs37972; 3% e 3% para VDR rs1544410; 3% e 4% para VDR rs2228570; 7%
e 3% para CYP3AS5 rs776746; e 11% e 3% para as dele¢bes de GSTM1 e GSTT1.
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4.2.1. MTHFR rs1801133

Em analise ndo estratificada, o polimorfismo MTHFR rs1801133 né&o foi
associado ao risco para LLA (Tabela 8.1). Quando realizamos a estratificacéo por cor
de pele, esse SNP mostrou efeitos distintos. Em criangcas ndo brancas, houve um
resultado limitrofe com a significancia estatistica para aumento de risco conferido pelo
gendtipo TT (OR 2,49; 1C95% 0,99-6,25) e pelo modelo dominante (OR 1,49; 1C95%
0,99-2,24). Ja entre os brancos, o polimorfismo reduziu o risco no modelo recessivo
(OR 0,51; 1C95% 0,26-0,99). Esses dados estdo sumarizados na Figura 4.1. Quanto
a estratificacdo por idade, as andlises brutas mostraram aumento do risco para LLA
apenas entre menores de cinco anos para o genotipo CT (OR 1,53; 1C95% 1,05-2,23)

e para o modelo dominante (OR 1,49; IC95% 1,04-2,14). ApGs ajuste por cor de pele,

porém, essa associacdo nao foi estatisticamente significante (Tabela 8.4).

MTHFR rs1801133
Casos vs. Controles
Analise por cor de pele

Ndo brancos
CTws, CC IEn B
TT ws. CC —a—
TT+CT ws, CC ——
TTwvs.CT +CC H——
Brancos
CTws.CC ——
TT ws, CC S B
TT +CT vs. CC ——
TTws. CT + CC —lzGG—
IJ.I1 o 1 I”'IIISI
OR (95%CI)

Figura 4.1. Associac¢Oes entre o polimorfismo MTHFR rs1801133 e o risco para LLA
de acordo com a cor de pele. OR, raz&o de chances; IC95%, intervalo de confianca

de 95%; vs, versus.

50

OR (95%IC)

1,38 (0,91-2,12)

2 49 (0,99-5,25)

1,49 (0,99-2,24)

217 (0,88-5 386)

0,98 (0,57-1,66)

0,50 (0,24-1,04)

0,82 (0,50-1,36)

0,51 (0,26-0,99)

Pvalor



4.2.2. CRHR1 rs242941 e GLCCI1rs37972

Quanto aos polimorfismos em genes envolvidos na acdo e secrecao de
glicocorticoides, o genotipo TT para GLCCI1 rs37972 foi associado ao risco para LLA
em analise bruta (OR 1,71; 1C95% 1,03-2,85) (Tabela 8.1). Em analise ajustada, esse
SNP mostrou valores proximos a significancia para o gendétipo TT (OR 1,64; 1C95%
0,98-2,76) e para o modelo recessivo (OR 1,59; IC95% 0,98-2,58) (Figura 4.2).

GLCCIHM rs37972
Casos vs, Controles
Analise nao estratificada

OR (95%IC)"  Pvalor

TT +CT ws, CC IR 1,15 (0,83-1,60) 0,39
TT vs. CC —— 1,64 (0,98-276) 0,06
CT vs. CC i 1,24 (0,91-169) 0,18
TTvws.CT + CC - 1,59 (0,98.258) 0,09
I T T T T T T T T
0.1 1 10
OR (95%CI)

Figura 4.2. Associacfes entre o polimorfismo GLCCI1 rs37972 e o risco para LLA em
analise ndo estratificada. OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de
95%; vs, versus.*Ajustado por cor de pele.

Quando analisamos as magnitudes de riscos conferidas por esse polimorfismo
de acordo com o subtipo de LLA, verificamos que a associac¢ao identificada na analise
nao estratificada ocorre apenas em LLA-cpB, e ndo em LLA-T. O gendtipo TT, em
comparagao com o tipo selvagem CC, aumentou o risco para LLA-cpB (OR 1,78
IC95% 1,04-3,06). A Figura 4.3 sumariza os resultados referentes a analise por
subtipo de LLA.
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GLCCI1 rs37972

Casos vs. Controles
Analise por subtipos de LLA

OR [(95%I1C)* Pyalor®
LLA-cpB
CT ws. CC L B 1,16 (082165 039
TTws.CC —a— 1.78 (1,04-3,08) 0,03
TT+CT vs. CC Hmt 1,27 (0911770 015
TTwvs.CT+CC —— 1.64 (0,992 71) 0,05
LLA-T
CT vs.CC — 1,12 (0,63-200) 0,67
TTvs.CC o 0.93(0,33-262) 0,33
TT+CT vs.CC — - 1,10 (0,63-1,92) 0,73
TT vs. CT  CC 1 | 0,90 (0,33-2 43) 0,84
I T T T LI | T T T AL |
0.1 1 10
OR (95%CI)

Figura 4.3. Associagdes entre o polimorfismo GLCCI1 rs37972 e o risco para LLA de
acordo com o subtipo da doenca. OR, razdo de chances; 1C95%, intervalo de
confianca de 95%; vs, versus. *Ajustado por cor de pele.

Na analise estratificada por idade ao diagnéstico da LLA, o genétipo TT
apresentou associacao direta limitrofe com a significancia estatistica entre criancas
com até cinco anos (OR 1,81 IC95% 1,00-3,28), enquanto que entre as crian¢as mais
velhas, o polimorfismo néo alterou o risco para a doenca. Os dados referentes a

andlise desse SNP por idade sédo mostrados na Figura 4.4.
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GLCCI1rs37972
Casos vs. Controles
Andlises por idade

OR (95%%1C)* Fwvalor®
Idade <5 anos
CTws,CC Sl 1,18 (0,80-1,74) 040
TTvs.CC L 1.81(1,00328) 0,05
TT+CT vs, CC Hm 1,28 (0,88-1,85) 0,18
TT vs. CT + CC —— 1,64 (0,%4-2 85) 0,08
ldade = H anos
CTvs.CC - 1,11(0,73-1,68) 0,63
TT ws. CC —— 1,48 (0,77-2 85) 0,24
TT+CT vs.CC - 1,17 (0,79-1,74) 0,44
TT vs, CT + CC (R S — 1.40(0, 762600 028
I T T T T T T T T
0.1 1 10
OR (95%Cl)

Figura 4.4. Associagdes entre o polimorfismo GLCCI1 rs37972 e o risco para LLA de
acordo com a idade. OR, razéo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%;
Vs, versus. *Ajustado por cor de pele.

Embora as analises brutas tenham mostrado uma associacao direta entre esse
polimorfismo e o risco para LLA entre criancas do sexo masculino, apds o ajuste por
cor de pele, esse SNP néo foi associado ao risco em analise estratificada por sexo.
(Tabela 8.5). O polimorfismo CRHR1 rs242941 néao foi associado ao risco para LLA

em nenhuma das andalises realizadas.
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4.2.3. VDR rs1544410 e VDR rs2228570

Nosso estudo investigou os efeitos de dois polimorfismos (rs1544410
rs2228570) no gene VDR, que codifica o receptor de vitamina D, sobre o risco para
LLA. O gendtipo TT para rs2228570 foi associado a aumento do risco para LLA em

andlise ndo estratificada (OR 1,85 1C95% 1,07-3,20), como mostrado na Figura 4.5.

VDR rs2228570

Casos vs. Controles
Analise ndo estratificada

OR (96%IC)* P-valor*
CTvs.CC ' - 1.21(087-168) 028
TTvs.CC —a— 1.85(1,07-320) 0,03
CT+TT vs.CC 1 = - 1,30 (0,961 78) 0,09
TT s, CT + CC - 1,67 (0,99-283) 0,05

0.1 1 10
OR (95%Cl)

Figura 4.5. Associagdes entre o polimorfismo VDR rs2228570 e o risco para LLA em
analise ndo estratificada. OR, razdo de chances; 1C95%, intervalo de confianca de
95%; vs, versus.*Ajustado por cor de pele.

A andlise estratificada por subtipo de LLA mostrou que o alelo T para esse
SNP foi fortemente associado ao risco para LLA-cpB, como verificado nas anélises
para o gendtipo TT (OR 2,02 1C95% 1,14-3,56) e para o modelo recessivo (OR 1,79
IC95% 1,04-3,06). Para LLA-T, no entanto, essa variante ndo foi associada ao risco
(Figura 4.6).
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VDR rs2228570

Casos vs. Controles
Analise por subtipo de LLA

OR (95%I1C)* Pvalor®
LLA-cpB
CTvs, CC H 1.27(0,90-1,79) 0,18
TTws.CC —a— 202 (114356) 0,002
TT + CT vs, CC - 1,36 (0,89-1,92) 0,05
TTvs.CT+CC —— 1,79(1,04-3,06) 0,03
LLA-T
CTvs.CC —— 0,98 (0,55-1,76) 0,96
TTvs.CC ; u 1,06 (0,37-3,00) 0,82
TT+CTvs.CC —-—— 1,00 (0,57-1.73) 0,99
TT va. T + CF ; r 1.04 (0 38-2 85) 0,54
I T T T T T —TrTTrTT]
0.1 1 10
OR (95%:CI)

Figura 4.6. Associagdes entre o polimorfismo VDR rs2228570 e o risco para LLA de
acordo com o subtipo da doenca. OR, razdo de chances; 1C95%, intervalo de
confianca de 95%; vs, versus. *Ajustado por cor de pele.

Quando avaliamos o efeito desse polimorfismo de acordo com a idade ao
diagndstico, verificamos que o aumento do risco conferido por essa variante se deu
principalmente entre criancas diagnosticadas apds os cinco anos de idade, que
tiveram tempo maior de exposicao a fatores de risco ambientais e apresentam menor
frequéncia de alteracdes genéticas de origem intrauterina. O genétipo TT (OR 2,13;
IC95% 1,10-4,12) e o modelo recessivo (OR 1,96; IC95% 1,05-3,63) foram associados

ao risco para LLA entre criancas com idade superior a cinco anos (Figura 4.7).
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VDR rs2228570

Casos vs. Controles
Analise por idade

OR (95%IC)* P.valor*
Idade <5 anos

CT vs, CC - 1,20(0,82-177) 018

TT ws.CC —,-— 1.61(0,85-309) 0,14
TT+CT vs, CC [N 1,26 (0,87-182) 0.2
TTvs.CT +CC —— - 1,43(0,77-264) 0,25
ldade = h anos

CTvs.CC . 1,21(0,79-1,85) 0,38

LCC room .

TTvs.CC 213(1,10-412) 0,02
TT+CTwvs.CC H—— 1,36 (0,91-2,02) 013
TTws. CT + CF - 1,86 (105363 0,03

I T T T T T T T T
0.1 1 10
OR (95%Cl)

Figura 4.7. Associacfes entre o polimorfismo VDR rs2228570 e o risco para LLA de
acordo com a idade. OR, razédo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%;
Vs, versus. *Ajustado por cor de pele.

O efeito de VDR rs2228570 diferiu conforme a cor de pele, tendo o genétipo TT
aumentado o risco apenas entre criancas ndo brancas (OR 2,32; 1C95% 1,06-5,07). A
andlise estratificada por sexo mostrou que as criancas do sexo feminino sdo mais
suscetiveis ao efeito desse polimorfismo. Nesse grupo, os genétipos CT (OR 1,80;
IC95% 1,08-2,99) e TT (OR 2,63; 1C95% 1,13-6,09), além do modelo dominante (OR
1,93; I1C95% 1,19-3,15) foram associados ao risco para LLA, enquanto nenhum dos
genotipos alterou o risco em criangas do sexo masculino. As analises estratificadas

por sexo e cor de pele estédo ilustradas na Figura 4.8.
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A VDR rs2228570

Casos vs. Controles
Anadlise por cor de pele

. DR (85%IC) P-valar
Nio brancos
CT ws, CC R B 1.23(0,81-1,87) 0,33
TT vs. CC . 232(1,06-507) 0,03
TT +CT ws. CC I 1,35 (0,91-2,03) 0,14
TTwvs.CT+CC —— 1,14 (0,532 44) 0,05
Brancos
CTwvs.CC —r 1,17 (D 69-198) 055
TTvs.CC = 1,47 (0,68-3,16) 0,33
TT+l::T vs. CC - 1,24 (0, 76-202) 0,40
Ly V8. CT 4 CC = 1,35 (0,66-277) 041
T T T Tt T L |
0.1 1 10
OR (95%CI)
B VDR rs2228570
Casos vs. Controles
Analise por sexo
OR [9%%:10C)* Pvalaor*
Sexo masculino
CTwvs, CC [ 0.91(0,59-1,51) 0,69
TT vs.CC —— 1.45(0,70-3,02) 03
TT +CT ws, CC i 0,99 (0,66-1,500 0,99
TTws.CT + CC —— 1490743027 076
Sexo feminino
CTwvs.CC —a— 1,80 (1,08-299) 002
LCC A P
TT vs. CC 263(1,13609) 002
TT+CTws.CC —— 1,93 01,18-3.15) 0,008
TT vs. CT + CC H = 1,96 (0,854 32) 0,09
I T T T T T T T T
04 1 10

OR (95%Cl)

Figura 4.8. Associac¢des entre o polimorfismo VDR rs2228570 e o risco para LLA de
acordo sexo e cor de pele. A. Analises por cor de pele B. Analises por sexo. OR, razao
de chances; IC95%, intervalo de confianga de 95%; vs, versus. *Ajustado por cor de
pele.

57



Ja o polimorfismo VDR rs1544410 foi inversamente associado com o risco
para LLA entre criangas do sexo feminino no modelo recessivo (OR 0,42; IC95% 0,20-
0,86). Como houve uma variacdo grande entre as frequéncias do gendtipo TT entre
0s controles dos sexos masculino e feminino, ndo atribuimos essa associacdo a um

fendmeno biologico (Tabela 8.5).

4.2.4. CYP3A5 rs776746 e delecdes de GSTM1 e GSTT1

Nosso estudo investigou o papel de trés variantes em genes que codificam
enzimas de biotransformacao de xenobidticos, sendo elas, 0 SNP CYP3A5 rs776746,
responsavel pela auséncia de expresséo da enzima de fase 1 CYP3AD5, e as delecdes
completas dos genes GSTM1l e GSTT1, que participam da fase 2 da
biotransformacao. O gendtipo GG para CYP3AS5 rs776746 foi associado com o risco
para LLA-T em analise bruta (OR 3,68; IC95% 1,08-12,55), porém, em andlise
ajustada, essa associacdo ndo foi estatisticamente significante (Tabela 8.2). J& a
delecdo de GSTM1 foi associada ao risco para LLA-cpB em analise bruta (OR 2,09;
IC95% 1,45-3,02), associacdo que também ndo se manteve ap0s o ajuste (Tabela
8.2).

A delecdo em homozigose de GSTT1 foi um forte fator de risco para LLA em
nossas analises. Esse polimorfismo aumentou o risco para a doenca em analise nao
estratificada (OR 2,04; IC95% 1,42-2,94) e em todos 0s estratos de sexo, idade e cor
de pele. Seu efeito, porém, restringiu-se a LLA-cpB, ndo tendo alterado
significativamente o risco para LLA-T, assim como o0s demais polimorfismos

investigados. As analises referentes a essa variante estéo ilustradas na Figura 4.9).
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Delegao de GSTT1
Casos vs. Controles

OR [(96%I1C) P-valor
Nulo vs. ndo nulo
Todos 0s casos —a— 204 (1,42-254) =0001"
LLA-cpB - 220 (1,50-3,22)* <0,001*
LLA-T o 149 (0,80-2.82)* 022*
Mio brancos A 1.70(1,07-2,89) 0,02
Brancos —a— 2800152518 0,001
Idade = & anos —a— 223 (1,46-3 42 <=0,001*
ldade > & anos — . 1.89 (1,20-297)" 0,006*
Sexo masculing . | 1,93 (1.20-310)"  0.007*
Caxa fen e n 1 215 (1,22-3,79) 0,008*
El.l1 - 1 - II“”1|EI

OR (95%CI)

Figura 4.9. Associagfes entre o gendtipo GSTT1 nulo e o risco para LLA em analises
geral e estratificadas. OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%;
Vs, versus. *Ajustado por cor de pele.

4.2.5. Combinacdes genotipicas e o risco para LLA

Considerando que interacdes gene-gene podem influenciar o efeito dos
gendtipos sobre o fendétipo, investigamos o efeito de combinacgdes genotipicas sobre
o risco para LLA. Foram realizadas as seguintes combina¢des genotipicas: 1) os dois
polimorfismos envolvidos na atuacéo dos glicocorticoides (GLCCI1 rs37972 e CRHR1
rs242941); 2) os SNPS em VDR, que podem determinar conjuntamente a atividade
da enzima (VDR rs2228570 e rs1544410); 3) ambos os SNPs em VDR, que
influenciam a expressdo de enzimas da familia CYP3A, e a variante CYP3A5
rs776746;4) CYP3A5 rs776746, que reduz a eficiéncia da fase 1 de biotransformacéo,
com as delecdes de GSTT1 e GSTML1, que prejudicam as reacgOes de fase 2; 5) as
delecdes de GSTT1 e GSTM1, que podem conjuntamente alterar a conjugacao com
glutationa de xenobioticos. Os resultados detalhados das combina¢des genotipicas
estao expostos na Tabela 8.6.

59



Quanto aos SNPs em VDR, a combinacéo do genodtipo TT para rs2228570 com
0 homozigoto tipo selvagem GG para rs1544410 aumentou o risco para LLA quando
comparada a ambos os tipos selvagens combinados (OR 2,92; IC95% 1,25-6,83). Os
resultados para as combinacgfes rs2228570 e rs1544410 estéo ilustrados na Figura
4.10.

Combinag¢ao genotipica
VDR rs2228570 / VDR rs1544410
Casos vs. Controles

OR (95%IC)  P-valor*
VDR rs 2228570 / VDR rs1544410
CCIGA vs. CCIGG —i— 1,16 (0,71-1.90) 0,54
CCiAA vs, CCIGG I i { 0,68 (0,32-1.46) 0,68
CTIGG vs., CCIGG —— 0.99(060-163) 058
CTIGA vs. CCIGG —— 1,36 (083-222) 023
CTIAA vs, CCIGG —t+—— 1.45(067-312) 0,34
TTIGG vs. CCIGG _—a— 29820125683 001
TTIGA vs. CCIGG T 1,20 (0,50-2.86) 0,69
TTIAA vs, CCIGG i i 1 1,87 (0,51-5,85) 034
I v v o v v L |
0.4 1 10
OR (95%CI)

Figura 4.10. Associacdes entre combinacfes genotipicas dos polimorfismos
rs2228570 e rs1544410 em VDR e o risco para LLA. OR, razdo de chances; IC95%,
intervalo de confianca de 95%; vs, versus. *Ajustado por cor de pele.
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Quanto aos polimorfismos em genes que codificam enzimas de
biotransformacgéo de xenobidticos, a ocorréncia concomitante de CYP3A5 rs776746
AG e GSTT1 nulo aumentou o risco para LLA (OR 2,02; IC95% 1,01-4,03) (Figura
4.11). A anélise da combinacdo das delecbes de GSTT1 e GSTM1 revelou que o
genatipo nulo para GSTT1 aumenta o risco para LLA mesmo combinado com com
GSTM1 néo nulo (OR 1,99 IC95% 1,19-3,35). A combinacdo de ambas as delec¢des,
porém, apresentou magnitude de risco maior (OR 2,26 1C95% 1,39-3,68) (Figura
4.12).

Combinagdo genotipica
CYP3A5rs776746 | GSTTI del
Casos vs. Controles

- OR (95%IC)* P-valor®
CYP3ASrsTIald6 | GSTTIdel

AA [ nulo vs. AA | ndo nulo I . | 1,03 (0,37-2,88) 0,85
AG ! ndo nulo vs, AA | ndo nulo — 0,82 (0 46-1.45] 0,50
AG I nulo vs. AA | ndo nulo —— 2,02 (1,01-403) 004
GG / ndo nulo vs. AA [ ndo nulo — . 0.84 (0. 46-1.50) 0,55
GG/ nulo vs, AA ! ndao nulo [N I 1,76 (0 88-3,50) 010G

I T T T T T T T T

0 1 10

OR (95%CI)

Figura 4.11. Associacdes entre combinacdes genotipicas dos polimorfismos CYP3A5
rs776746 e GSTT1 del e o risco para LLA. OR, razdo de chances; IC95%, intervalo
de confianca de 95%; vs, versus; del, delecdo. *Ajustado por cor de pele.
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Combina¢ao genotipica
G5TTidel /| GSTM1 del
Casos vs. Controles

OR (95%IC)*  P-valor*
GSTTIdel ! GSTM 1T del
Nio nulo ! Nulo vs, Mao nulo ! Nao nulo [ B 1,13 {0, 78-1,65) 0,52

Mulo { Néo nulo vs. Ndo nulo | Ndo nulo —.— 1,99 (1,18-335) 0,009
Nulo { Nulo vs. Nio nulo / Nao nulo —— 2,26 (1,29-3,58) 0.001

I v T T L L v T T L |

04 1 10

OR (95%CI)

Figura 4.12. Associacdes entre combinagdes genotipicas dos polimorfismos GSTT1
del e GSTM1 del e o risco para LLA. OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de
confianca de 95%; vs, versus; del, delecédo. *Ajustado por cor de pele.

62



5. DISCUSSAO

A LLA pediatrica é uma doenca que na maioria das vezes tem origem na vida
intrauterina, durante a qual as questdes relacionadas a vida materna, como exposi¢ao
a carcindégenos e alimentacdo interagem com o perfil genético do feto na génese da
alteracdo genética fundadora. Essa alteracdo ainda nao € suficiente para causar a
doenca, sendo necessaria a aquisicdo de outras mutagBes apds o nascimento,
guando novamente fatores genéticos e ambientais influenciam a eliminacdo dos
clones leucémicos ou a sobrevivéncia dessas células e surgimento das mutacfes
secundarias. Corroboram com esse modelo, diversos estudos que identificaram
fatores genéticos e ambientais, relacionados aos periodos intrauterino e pdés-natal
como capazes de influenciar o risco para LLA (WHITEHEAD et al., 2016; GREAVES,
2018;).

Quanto a vida materna, algumas das principais questdes investigadas séo
referentes a alimentacao e a exposicao a carcindgenos ambientais. Maior ingestao de
frutas e hortalicas é um fator protetor, fato que pode ser explicado em parte por serem
fontes naturais de nutrientes envolvidos no metabolismo de um carbono. Estudos que
avaliaram a ingestdo de nutrientes especificos verificaram que maior ingestdo de
folato e vitaminas B12, B6 e B2 é associada a reducdo do risco, bem como a
suplementacdo com acido félico antes e durante a gestacdo (WHITEHEAD et al.,
2016). Quanto ao papel dos carcinégenos quimicos, a exposi¢ao a pesticidas, tabaco,
tintas, solventes, poluentes do ar e da dgua, medicamentos (dipirona, metronidazol e
anticoncepcionais) e cosméticos ja foram diretamente associadas ao risco para LLA
(POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2006; FERREIRA et al., 2012; COUTO et al., 2013;
WHITEHEAD et al., 2016).

ApGs o0 nascimento, tornam-se relevantes fatores relacionados ao
desenvolvimento do sistema imunoldgico, sendo a exposi¢cdo precoce a antigenos
crucial para esse processo. Ja foi demonstrado que exposi¢ao a infec¢cdes em idades
precoces reduz o risco para LLA (MAIA; WUNSCH-FILHO, 2013). Outro conhecido
fator protetor para LLA € aleitamento materno, e sabe-se que o leite contém
microorganismos, antigenos, citocinas, proteinas imunoestimulantes e fatores
bifidogénicos, que contribuem para o desenvolvimento de um sistema imunol6gico
eficaz (GUISE et al., 2005; HENRICK et al., 2017). Além de o sistema imune poder

eliminar células pré-leucémicas diretamente, uma resposta inflamatéria eleva a

63



secrecdo de (glicocorticoides endogenos, potentes agentes anti-leucémicos
(SCHMIEGELOW et al., 2008).

Polimorfismos genéticos acarretam em maior ou menor sensibilidade as
exposicdes ambientais, podendo intermediar a associacdo entre o ambiente e a
leucemogénese. Variantes em genes que participam da diferenciacado celular de
linfécitos, do sistema imune, do metabolismo de folatos e do sistema de reparo do
DNA ja& foram associados ao risco para LLA (BRISSON et al., 2015). Nesse sentido,
nosso estudo abordou alguns polimorfismos em genes do metabolismo de
xenobidticos e outros que além de participarem indiretamente desse processo,
controlam processos endogenos importantes para a leucemogénese, como 0

metabolismo dos folatos, a acao de glicocorticoides e da vitamina D.

Embora o polimorfismo MTHFR rs1801133 tenha sido abordado por numerosos
estudos, ndo ha consenso quanto a seu papel na leucemogénese. Enquanto estudos
individuais apresentam resultados discordantes, uma metanalise que incluiu 35
estudos de caso-controle em populacdo pediatrica, identificou auséncia de associacao
entre 0 SNP e o risco para LLA (LI et al., 2015). O efeito dessa variante € modulado
por outros fatores, como o estado nutricional de folatos e outros nutrientes envolvidos
no metabolismo de um carbono, a suplementacdo com &cido félico durante a
gestacdo, o uso de alcool e a presenca de outras variantes em genes importantes
para o metabolismo de um carbono (MILNE et al., 2015). Sendo assim, em populacdes
expostas a diferentes fatores ambientais e com caracteristicas genéticas distintas,

esse polimorfismo pode desempenhar papeis diferentes.

Nossos resultados mostraram que o SNP MTHFR rs1801133 apresenta efeitos
diferentes a depender da cor de pele. Entre criancas brancas, o genotipo homozigoto
variante reduziu o risco para LLA, enquanto um valor préximo a significancia para
aumento de risco foi observado entre ndo brancos. A ancestralidade genética da
populacao brasileira € majoritariamente de origem europeia e africana, enquanto 0s
amerindios contribuem com uma parcela menor. Embora os brasileiros
autodeclarados brancos e pretos sejam geneticamente distintos respectivamente de
europeus e africanos, a cor de pele serve como marcador da propor¢cao em que cada
origem contribui com os marcadores de ancestralidade genética (SUAREZ-KURTZ et
al., 2014). Nossos achados séo coerentes com o fato de que os estudos realizados

em populagcdes de origem europeia identificaram associagéo inversa ou nula entre o
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SNP e a LLA (OLIVEIRA et al., 2005; SCHNAKENBERG et al., 2005; CHATZIDAKIS
et al. 2006; PETRA et al., 2007; DE JONGE et al. 2009; DAMNJANOVIC et al., 2010;
LIGHTFOOT et al.,, 2010; LAUTNER-CSORBA et al., 2013; KREILE et al., 2014;
GORICAR et al., 2015). J4 aumento do risco foi descrito em populacdes da india e do
Brasil (SOOD et al., 2010; SILVA et al., 2013).

Além do nosso, trés estudos de caso-controle investigaram o papel de MTHFR
rs1801133 sobre o risco para LLA na populacdo brasileira. Franco et al. (2001)
incluiram 71 criancas com LLA provenientes da regido Sudeste do Brasil, e 0 mesmo
namero de controles de origem hospitalar. A amostra foi majoritariamente de criancas
de cor de pele brancas (90%). Apesar do reduzido numero amostral, foi identificada
reducdo do risco associada ao gendtipo TT (OR 0,3 IC95% 0,09- 0,80). Esse resultado
€ semelhante ao que verificamos entre criangcas de cor de pele branca.
Posteriormente, Zanrosso et al. (2005) incluiram 176 pacientes com LLA pediatrica e
199 controles. Semelhantemente aos nossos resultados, a analise da totalidade dos
casos ndo mostrou associagdo significativa. Apos estratificacdo por cor de pele,
porém, verificaram resultados divergentes dos nossos. O gendtipo CT reduziu o risco
apenas entre criancas nao brancas (OR 0,46 1C95% 0,22-0,97). Ja Silva et al. (2013)
incluiram 144 casos e 224 controles provenientes de um hospital situado na regido
Nordeste do Brasil. Esse estudo e verificou aumento do risco para LLA de 1,6 vezes

conferido pelo gendtipo CT, e ndo levou em consideracéo a cor de pele dos pacientes.

Em nosso estudo, as analises brutas mostraram associacao direta entre o
gendtipo MTHFR rs1801133 CT e o risco para LLA entre criancas com idade menor
ou igual a cinco anos. Embora apés o ajuste por cor de pele essa diferenca tenha
perdido a significancia estatistica, € possivel que esse resultado seja explicado pela
biologia da doenca. A maioria das leucemias da primeira infancia apresentam origem
intrauterina, e nessa fase da vida, o metabolismo de um carbono exerce importante
papel no estabelecimento do padrdo de metilacdo do DNA. Apos a fertilizacdo do
ovulo, todo o padrdo de metilacdo herdado dos pais é apagado e posteriormente
reestabelecido, 0 que demanda eficacia na produgéo de doadores do radical metil.
Sabe-se que a deficiéncia de folato e outros nutrientes relacionados ao metabolismo
de um carbono podem gerar hipometilagdo global, hipometilacdo de regibes
promotoras de oncogenes e hipermetilacdo de genes supressores de tumor. Como o
polimorfismo MTHFR rs1801133 reduz a capacidade de sintetizar SAMe e portanto, a

eficacia do metabolismo de um carbono, na LLA da primeira infancia, o efeito pré-
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leucemogénico dessa variante pode prevalecer (CRIDER et al., 2012; CHANG et al.,
2013; GREAVES, 2018).

Os glicocorticoides sé@o capazes induzir células imaturas da linhagem linfoide a
morte celular programada, motivo pelo qual analogos do cortisol estdo entre o0s
principais farmacos utilizados na fase de inducédo do tratamento da LLA. Uma das
principais hipéteses para a etiologia da LLA-cpB se baseia na premissa de que
maiores niveis séricos de cortisol podem eliminar clones pré-leucémicos antes de
adquirirem mutacdes adicionais e o fenétipo maligno (SCHMIEGELOW et al., 2008).
Embora essa hipdtese seja suportada por uma importante base epidemiolédgica e
biologica, o papel de polimorfismos em genes relacionados a fisiologia dos

glicocorticoides na leucemogénese nao havia sido explorado anteriormente.

Os polimorfismos em genes que controlam a secrecdo e a acao de
glicocorticoides foram estudados principalmente quanto a resposta ao tratamento com
glicocorticoides exdgenos. Polimorfismos no gene GLCCI1, por exemplo, foram
associados a reduzida resposta a glicocorticoides em individuos asmaticos, tanto por
GWAS quanto por estudos com abordagem gene candidato (KESKIN et al., 2019).
Esse gene codifica uma proteina cuja exata funcdo ndo € bem conhecida, mas sabe-
se que exerce um papel na ativagdo do receptor de glicocorticoides e na indugéo de
apoptose em resposta a essas substancias (HU et al., 2018; TANTISIRA et al., 2011).
Esse gene apresenta dois polimorfismos importantes, (rs37972 e rs37973) que estao
em desequilibrio de ligacdo completo, sendo necessario avaliar apenas um deles para
testar o efeito das variantes em GLCCI1 (HAMADA et al., 2017).

Em nosso estudo, o gendtipo TT de GLCCI1 rs37972 foi associado a aumento
do risco para LLA-cpB e ndo modificou o risco para LLA-T. Esse resultado corrobora
com a hipotese adrenal para a leucemogénese, segundo a qual a exposi¢cao a picos
de cortisol durante os primeiros anos de vida eliminaria células pré-leucémicas da
linhagem B, que também apresentam melhor resposta aos glicocorticoides exdgenos
durante o tratamento (SCHMIEGELOW et al., 2008). O aumento do risco ocorreu entre
criangas com idade menor ou igual a cinco anos, o que também esta de acordo com
a hipotese adrenal da leucemogénese. Nessa faixa etaria concentra-se a maior parte
dos casos de LLA com HeH e ETV6-RUNX1, alteragbes originadas na vida

intrauterina, que necessitariam de muta¢des adicionais para adquirir fenotipo
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leucémico, mas poderiam ser eliminadas precocemente pela exposicdo aos

glicocorticoides.

Outro importante gene polimérfico relacionado a fisiologia dos glicocorticoides
€ CRHR1, que é responsavel por grande parte da variabilidade interindividual na
atuacao do eixo HPA e na secrecéo de cortisol. Os polimorfismos nesse gene reduzem
a expressao do receptor e sdo associados a melhor resposta a glicocorticoides
inalados em individuos asmaticos (DUONG-THI-LY et al., 2017). Embora
polimorfismos nesse gene ndo tenham sido estudados quanto a seu papel na
leucemogénese, dois estudos avaliaram o efeito do SNP CRHR1 rs242941 nos efeitos
toxicos dos glicocorticoides no tratamento da LLA pediatrica. Jones et al. (2008)
verificaram que esse polimorfismo é associado a menor densidade mineral 0ssea e
Kandem et al. (2008) identificaram que esse SNP esta entre os preditores de
hipertensdo secundaria ao tratamento (JONES et al., 2008; KANDEM et al., 2008).
Embora seja biologicamente plausivel, a associacdo entre esse SNP e o risco para
LLA néo foi verificada em nosso estudo. Esse fato pode estar relacionado com a néo

avaliacao de outros polimorfismos nesse gene que também alteram sua expressao.

A vitamina D desempenha importante papel em processos relacionados a
carcinogénese, como proliferacdo celular, apoptose, autofagia, inflamacéo e
eliminagcdo de carcindgenos. Especificamente em células do sistema imune, a
vitamina D estimula a acdo de fagocitos e reduz a proliferacao de células da linhagem
linfoide. Por conta de seu efeito anti-proliferativo em células de LLA, analogos de
vitamina D tém sido testados em estudos pré-clinicos e mostrado efeitos promissores
como possiveis novos farmacos para o tratamento da LLA (MEDRANO et al., 2018).
Polimorfismos no gene VDR séo conhecidamente associados ao risco de cancer de
préstata, mama, colon e melanoma (GANDINI et al., 2014). Embora sejam conhecidos
os efeitos anti-leucemogénicos da vitamina D, polimorfismos nesse gene néo foram

avaliados anteriormente quanto ao risco para LLA.

Por conta de seu efeito modulador da expressdao de enzimas de
biotransformagé&o de xenobibticos, os estudos de polimorfismos em VDR em criangas
com LLA abordaram seu efeito na toxicidade e nos resultados do tratamento. Esses
polimorfismos tém sido associados a maior risco de toxicidade 6ssea apos uso de
glicocorticoides, manifestada como osteonecrose ou reducdo da densidade mineral
O0ssea (ELHAROUNI et al., 2018; ERDEM et al.,, 2018). Além disso, um estudo
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realizado por Rocha et al (2005) mostrou associacdo entre os polimorfismos
rs2228570 e rs1544410 e o risco para recaida da LLA em sistema nervoso central
(ROCHA et al., 2005).

Com base nos efeitos anti-leucémicos da vitamina D, hipotetizamos que
polimorfismos em VDR possam ser associados também ao risco para LLA, o que foi
confirmado em nossos resultados. Em nosso estudo, o genoétipo rs2228570 TT foi
fortemente associado ao risco para LLA, e esse efeito foi restrito ao subtipo LLA-cpB,
sem apresentar influéncia sobre a LLA-T. A analise estratificada por idade revelou que
esse polimorfismo tem maior importancia no risco para LLA diagnosticada apés os
cinco anos de idade. Esse fato pode indicar que o mecanismo pelo qual VDR esta
envolvido na leucemogénese nao envolve a vida intrauterina, e sim a aquisicéo de
mutacBes adicionais durante a infancia. O papel dessa variante foi maior entre
meninas, e uma possivel explicacdo para esse fato é a maior expressao de enzimas
da familia CYP3A, induzidas por VDR, no sexo feminino. Crian¢as de cor de pele nao
branca também foram mais sensiveis aos efeitos desse SNP, o que pode ser
explicado pela maior frequéncia dos alelos mais ativos de CYP3A4 e CYP3A5 em
populacdes negras (ZANGER; SCHWAB, 2013; PEZESHKI et al., 2018).

Em nossos resultados, apenas a variante rs2228570 foi associada a LLA,
enquanto rs1544410 nao alterou o risco para a doenca em nenhuma das anélises para
o polimorfismo individualmente. A andlise de combinacédo genotipica mostrou que a
ocorréncia concomitante do homozigoto variante para rs2228570 e do homozigoto tipo
selvagem para rs1544410 aumenta o risco para LLA, o que refor¢ca a importancia do
SNP rs2228570 na leucemogénese. Estudos que abordaram o efeito dessas variantes
em canceres, de forma geral, identificaram o polimorfismo rs2228570 como sendo 0
mais relevante nesse gene (GANDINI et al., 2014). A analise de combinac¢des entre
0s genotipos para polimorfismos em VDR e CYP3A5 ndo mostrou associacfes
estatisticamente significantes, o que pode ter ocorrido por reducao no poder estatistico

nessa andlise

O SNP CYP3A5 rs776746 esta presente na maior parte da populacao brasileira
e que gera uma proteina truncada nao funcionante. Essa € a variagao genética mais
significativa na fase 1 de biotransformacdo. E um dos polimorfismos classicamente
estudados quanto a resposta ao tratamento e a toxicidade de farmacos. Em LLA, é

associado a maior toxicidade gastrintestinal e maior risco de infec¢des (KISHI et al.,
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2007; MEEKER et al., 2012). Seu papel na etiologia da doenca, porém foi pouco
explorado na literatura. Uma metanalise incluiu cinco estudos (trés asiaticos, um
europeu e um brasileiro) e identificou que esse polimorfismo € capaz de aumentar o
risco para LLA (MA et al., 2015).

Em nosso estudo, CYP3A5 rs776746 nao foi associado ao risco para LLA
guando analisada individualmente. Na populacéo brasileira, foram realizados outros
dois estudos abordando esse polimorfismo. Silveira et al. (2012) realizaram um estudo
com 204 casos de LLA provenientes de um centro de tratamento situado na regiao
Sudeste brasileira e 364 controles. Os casos incluidos nesse estudo foram
majoritariamente de cor de pele branca (86%), diferentemente de nossa amostra.
Esse estudo identificou aumento do risco para LLA conferido pelo polimorfismo. Ja
Lopes et al. (2015) abordaram o efeito desse polimorfismo especificamente na LLA de
lactentes. Esse estudo incluiu 235 casos de criancas com até 24 meses de idade e
404 controles. Assim como em nosso estudo, 0 SNP né&o foi associado ao risco para
a doenca.

Embora CYP3A5 rs776746 néo tenha alterado individualmente o risco para
LLA, a combinacdo desse SNP com a delecdo em homozigose de GSTT1 apresentou
um efeito deletério. Esse fato demonstra que os polimorfismos em genes do
metabolismo de xenobidticos agem em conjunto na leucemogénese. Interacbes gene-
gene entre SNPs em CYPs e dele¢cdes em GSTs também foram descritas em estudo
realizado por Canalle et al. (2004). Esse estudo mostrou que SNPs em CYP1Al e
CYP2E1 combinados com delecdes de GSTT1 e GSTM1 séo fortemente associados
ao risco para LLA.

As GSTs sdo importantes para a biotransformacdo de substancias toxicas
provenientes de exposi¢cdes ambientais associadas ao risco para LLA. Elas
metabolizam substancias presentes na fumaca de tabaco, como benzeno, acroleina,
e crotonaldeido, além de componentes de pesticidas tintas e solventes. A auséncia
de uma ou mais isoformas implica em menor eficacia da eliminagédo desses compostos
(HOYOS-GIRALDO et al., 2009; YUAN et al., 2016; AHLUWALIA; KAUR, 2018).
Essas delecbes estdo entre os polimorfismos mais estudados quanto ao risco para
LLA. Uma recente metanalise de 30 estudos caso-controle realizada por Zhao et al.
(2018) mostrou associagéo direta com o risco para LLA apenas para a delecéo de

GSTML1. A delecdo de GSTT1, no entanto, confere aumento do risco entre asiaticos,
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como demonstrado em outras duas metanalises (TANG et al., 2013; MOULIK et al.,
2014).

Em nosso estudo, diferentemente do descrito na metandlise mais recente,
apenas a delecdo de GSTT1 foi associada ao risco para LLA em analise ajustada por
cor de pele. Nosso resultado foi semelhante ao do estudo realizado por Moulik et al.
(2014), que em amostra de 100 criancas indianas com LLA e 300 controles saudaveis,
verificaram aumento do risco para LLA de 2,54 vezes conferido pela delecdo de
GSTT1, enquanto a de GSTM1 néo alterou o risco. As diferencas entre a importancia
de uma delecédo ou outra nas diferentes populacdes pode dever-se as exposicdes
ambientais presentes em cada populacéo e a especificidade de substratos de cada
enzima. Enquanto GSTM1 metaboliza moléculas maiores, como as de acroleina e
estlbenos, as menores, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo substratos
da GSTT1 (JANCOVA et al., 2010).

Em nossos resultados, a delecdo de GSTT1 aumentou o risco para LLA em
todos os estratos de sexo, cor de pele e idade, no entanto, seu efeito foi restrito ao
subtipo LLA-cpB. Na populacao brasileira, além do nosso, foram realizados outros
dois estudos. Canalle et al. (2004) incluiram 113 criancas com LLA e 221 controles e
nao identificaram associacéo entre as delecdes e o risco para a doenca. Ja o estudo
realizado por Lopes et al. (2015) entre criancas com até 24 meses de idade, também
nao verificou associacdo entre delecdes de GSTT1 ou GSTM1 isoladamente com o

risco para LLA.

Nossos resultados mostraram que a delecdo concomitante de GSTT1 e
GSTML1 é mais fortemente associado ao risco para LLA se comparada a ocorréncia
isolada de uma das delecbes. Esse resultado é também semelhante ao descrito por
Moulik et al. (2014), e indica que esses polimorfismos ajam em conjunto na

determinacao do risco para LLA.

Nenhum dos polimorfismos abordados nesse estudo foi associado ao risco
para LLA-T, indicando que essa doenca apresenta fatores etioldgicos distintos dos
associados a LLA-cpB. Pouco se conhece sobre os fatores de risco para LLA-T. Por
ser menos frequente, a maioria dos estudos sobre a etiologia da LLA excluem casos
de LLA-T ou analisam estes juntamente com os de LLA-cpB (KARRMAN e
JOHANSSON, 2017).
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Nosso estudo foi o primeiro a avaliar o papel de polimorfismos em genes
envolvidos na acao dos glicocorticoides e da vitamina D na modulacao do risco para
LLA. Além disso, foi realizado com uma amostra representativa da populacdo
brasileira, proveniente de quatro das cinco regides do pais, e 0 numero amostral
robusto permitiu a realizacdo de andlises estratificadas. Usamos como controles,
filhos de doadoras de corddo umbilical, o que consideramos superior ao uso de
controles hospitalares, que podem apresentar outras patologias também associadas

aos polimorfismos estudados.

Como trata-se de uma abordagem gene candidato, ndo foi possivel avaliar
todas as variantes que interferem em cada processo bioldgico. Também né&o foi
possivel avaliar o papel das exposi¢cdes ambientais que podem interagir com 0s
fatores genéticos investigados, o que seria ideal para a investigacdo da etiologia de
uma doenca multifatorial como a LLA. Se compararmos o humero de casos incluidos
no estudo ao de casos incidentes no periodo, tivemos uma perda de 29%. A analise
das caracteristicas demograficas dos casos incluidos no estudo e dos que nao

tivemos acesso ao material biolégico, porém, ndo mostrou diferencas.
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. CONCLUSOES

O genodtipo homozigoto variante para MTHFR rs1801133 apresentou distintos
efeitos sobre o risco para LLA em funcédo da cor de pele: reduziu o risco entre
brancos e apresentou valor proximo a significancia para aumento do risco entre nao

brancos.

O polimorfismo rs37972, no gene GLCCI1, envolvido na acéo dos glicocorticoides
esta associado o risco para LLA-cpB, principalmente entre criancas com idade
menor ou igual a cinco anos. Nossos achados corroboram com a hipotese adrenal

para a leucemogénese.

O gendtipo TT para o polimorfismo VDR rs2228570 esta fortemente associado ao
risco para LLA-cpB. O efeito desse SNP se deu principalmente entre criangas com
idade maior que cinco anos, do sexo feminino, e cor de pele ndo branca. Esse
resultado indica que a vitamina D exerce um papel na leucemogénese, de forma

direta ou através de regulacéo da biotransformacéo de xenobibticos.

A delecdo em homozigose de GSTT1 é um importante fator de risco para LLA na
populacao brasileira, e seu efeito ndo é dependente da idade, do sexo ou da cor de

pele. A relevancia desse polimorfismo, porém, é restrita ao subtipo LLA-cpB.

Os polimorfismos em genes do metabolismo de xenobidticos interagem na
determinacao do risco para LLA. O SNP CYP3A5 rs776746 foi associado a LLA
guando em combinacdo com a delecdo de GSTTL, e a delecdo concomitante de
GSTT1 e GSTM1 conferem maior risco se comparada a ocorréncia de uma delas
isolada.

O risco para LLA-T nao foi modificado por nenhum dos polimorfismos estudados, o
que corrobora com a hipétese de que essa doenca apresenta fatores etiolégicos

distintos dos associados a LLA-cpB.

Este estudo traz elementos para melhorar a compreensdo da susceptibilidade
genética e da etiologia da LLA pediatrica, especialmente para a populagcéo

brasileira.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO | — Lista de centros colaboradores

Numero de
Centro Estado Regiéo _criancas
incluidas no
estudo
Hospital Amaral Carvalho Séo Paulo 40
Hospital Santa Marcelina Séo Paulo Sudeste 11
Hospital Sarina Rolin Séo Paulo 44
Hospital Aradjo Jorge Goias 57
i i - S Centro-
Hospital da Crianca de Brasilia Distrito
Oeste 82
José Alencar Federal
Hospital das Clinicas de Porto | Rio Grande do
Sul 25
Alegre Sul
Hospital Martagao Gesteira Bahia 76
_ : Nordeste
Hospital Manoel Novaes Bahia 9
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8.2. ANEXO Il — Padrées de curva dos polimorfismos genotipados através de PCR-HRM.

Curvas normalizadas do polimorfismo MTHFR rs1801133
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Curvas de diferenca do polimorfismo MTHFR rs1801133 (normalizadas para o genotipo CT)
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Curvas normalizadas do polimorfismo VDR rs1544410
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Curvas de diferenca do polimorfismo VDR rs1544410 (normalizadas para o genoétipo GA)
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Curvas normalizadas do polimorfismo VDR rs2228570
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Curvas de diferenca do polimorfismo VDR rs2228570 (normalizadas para o genotipo CT)
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Curvas normalizadas do polimorfismo CRHR1 rs242941
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Curvas de diferenca do polimorfismo CRHR1 rs242941 (normalizadas para o genétipo CT)
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Curvas normalizadas do polimorfismo GLCCI1 rs37972
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Curvas de diferenca do polimorfismo GLCCI1 rs37972 (normalizadas para o genétipo CT)
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Curvas normalizadas do polimorfismo CYP3A5 rs776746

Mormalized F luorescence
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Curvas de diferenca do polimorfismo CYP3A5 rs776746 (normalizadas para o gendétipo AG)
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8.3. ANEXO Ill - CARTAS DE APROVACAO DOS PROJETOS PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA E PELA COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

R
(INCA "oincermenrs ~ CRecad ™
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

ODADOS IO PROJETD DE PFEEOUIEA

Tituls da Pesguisa: ESTUDDE DE POLIMORFIEMCS DE GEMES DO METAECOLISMO DE FOLATO E
METILAGAD GLOBAL EM LEUWCEMIAE PEDIATRICAS

Faiquisador: Maria o Eo0omo Pomibo & Diivsin

Ares Tamdbics: Cordboa Humana:

(T i ol i Eaa oDl vl 0 Seiereliicia Huimmaie Quad N mooessng de &ndlise
ilica por pame da SOONEP; |

Worsbo: 3

CAAE: 12255013 60000 5274

InstituagSo Proponents: Coomenaio de Prsqusa
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Confoime apreseniados nos Parsosnes Consu bsiantiades o CEP-IMCA de nidmaens 476 188, dalads de 02
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8.4. ANEXO IV — ANALISESS DETALHADAS DAS ASSOCIACOES ENTRE OS

GENOTIPOS E O RISCO PARA LLA PEDIATRICA.

Tabela 8.1. Distribuicdes das freqéncias genotipicas e associacdes de riscos em

em casos de leucemias linfoblasticas e controles, Brasil, 2012-2015.

. Caso, n Controle, n OR bruta OR ajustada**  P-valor**

Gendtipo
(%) (%) (1C95%) (1C95%)

MTHFR rs1801133 329 (100) 346 (100)
cC 152 (46,2) 183 (52,9) 1,0* 1,0*
CT 146 (44,4) 132(38,2) 1,33(0,97-1,83) 1,21(0,87-1,69) 0,25
TT 31(9.4) 31(8,9) 1,20 (0,70-2,07) 0,94 (0,53-1,67) 0,84
MD 1,31(0,97-1,77) 1,18 (0,86-1,61) 0,31
MR 1,06 (0,63-1,78) 0,86 (0,50-1,48) 0,60
CRHR1 rs242941 326 (100) 345 (100)
CcC 114 (35,0) 123 (35,6) 1,0* 1,0*
CA 159 (48,8) 170 (49,3) 1,01(0,72-1,41) 1,01 (0,80-1,50) 0,64
AA 53 (16,2) 52 (15,1) 1,12 (0,70-1,74) 1,17 (0,73-1,87) 0,52
MD 1,03 (0,75-1,41) 1,10 (0,79-1,53) 0,55
MR 1,10 (0,72-1,66) 1,12 (0,73-1,73) 0,59
GLCCI1rs37972 337 (100) 343 (100)
cC 137 (40,7) 158 (46,1) 1,0* 1,0*
CT 154 (45.7) 154 (44,9) 1,15(0,84-1,59) 1,15 (0,83-1,60) 0,39
TT 46 (13,6) 31(9,0) 1,71 (1,03-2,85) 1,64 (0,98-2,76) 0,06
MD 1,25(0,92-1,69) 1,24 (0,91-1,69) 0,18
MR 1,59 (0,98-2,58) 1,59 (0,98-2,58) 0,09
VDR rs1544410 333 (100) 348 (100)
GG 144 (43.2) 156 (44,8) 1,0* 1,0*
GA 149 (44.8)  145(41,7) 1,11(0,81-1,54) 1,12(0,80-1,56) 0,49
AA 40 (12,0) 47 (13,50 0,92 (0,57-1,49) 0,94 (0,57-1,53) 0,79
MD 1,07 (0,79-1,44) 1,07 (0,79-1,47) 0,65
MR 0,87 (0,56-1,37) 0,88 (0,55-1,40) 0,59
VDR rs2228570 334 (100) 344 (100)
CcC 138 (41,3) 163 (47.4) 1,0* 1,0*
CT 152 (45,5) 150 (43,6) 1,20(0,87-1,65) 1,21 (0,87-1,68) 0,26
TT 44 (13,2) 31(9,0) 1,68 (1,00-2,80) 1,85 (1,07-3,20) 0,03
MD 1,28 (0,94-1,73) 1,30 (0,96-1,78) 0,09
MR 1,53 (0,94-2,50) 1,67 (0,99-2,83) 0,05
CYP3A5 rs776746 320 (100) 349 (100)
AA 41 (12,8) 52 (14,9) 1,0* 1,0*
AG 134 (41,9) 151 (43,3) 1,13(0,70-1,80) 1,07 (0,66-1,73) 0,78
GG 145 (45,3) 146 (41,8) 1,26 (0,79-2,01) 1,06 (0,65-1,73) 0,80
MD 1,19 (0,77-1,85) 1,07 (0,68-1,69) 0,77
MR 1,15(0,85-1,56) 1,02 (0,74-1,4) 0,92

Abreviac¢8es: n, nimero; OR, raz@o de chances; IC95%, intervalo de confian¢a de 95%; MD, modelo
dominante; MR, modelo recessivo. *Gendtipo de referéncia. **ajuste por cor de pele.
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Tabela 8.1. Distribuicdes das freqéncias genotipicas e associacdes de riscos em

em casos de leucemias linfoblasticas e controles, Brasil, 2012-2015 (continuacao).

o Caso, n Controle, n OR bruta OR ajustada**  P-valor**

Genaotipo
(%) (%) (IC95%) (1C95%)

GSTM1 del 307 (100) 349 (100)
Nao nulo 160 (52,1) 204 (58,5) 1,0* 1,0*
Nulo 147 (47,9) 145(41,5) 1,30(0,95-1,76) 1,21 (0,88-1,66) 0,24
GSTT1 del 307 (100) 349 (100)
N&o nulo 204 (66,4) 277 (79,4) 1,0* 1,0*
Nulo 103 (33,6) 72 (20,6) 1,94 (1,37-2,76) 2,04 (1,42-2,94) <0,001

Abreviac6es: n, nimero; OR, razao de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo
dominante; MR, modelo recessivo. *Gendtipo de referéncia. **ajuste por cor de pele.
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Tabela 8.2. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com o subtipo de LLA, Brasil, 2012-2015.

LLA-cpB LLA-T

Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-

(%) n (%) (IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
MTHFR
rs1801133 269 (100) 346 (100) 60 (100) 346 (100)
CcC 122 (45,3) 183 (52,9) 1,0* 1,0* 30 (50) 183 (52,9) 1,0* 1,0*
CT 121 (45,0) 132(38,2) 1,38(0,98-1,93) 1,24 (0,87-1,76) 0,23 25(41,7) 132(38,2) 1,15(0,65-2,05) 1,07 (-,59-1,92) 0,83
TT 26 (9,7) 31(8,9) 1,26 (0,71-2,22) 0,95 (0,52-1,73) 0,86 5(8,3) 31(8,9) 0,98(0,35-2,72) 0,79 (0,27-2,32) 0,67
MD 1,35(0,98-1,86) 1,20 (0,86-1,67) 0,28 1,12 (0,65-1,93) 1,04 (0,59-1,82) 0,90
MR 1,09 (0,63-1,87) 0,86 (0,49-1,51) 0,60 0,92 (0,34-2,48) 0,78 (0,28-2,16) 0,63
CRHR1
rs242941 266(100) 345 (100) 60 (100) 345 (100)
CcC 97 (36,5) 123 (35,6) 1,0* 1,0* 17 (28,3) 123 (35,6) 1,0* 1,0*
CA 128 (48,1) 170(49,3) 0,95(0,67-1,36) 1,03 (0,71-1,48) 0,88 31(51,7) 170(49,3) 1,3(0,70-2,49) 1,42 (0,75-2,70) 0,28
AA 41 (15,4) 52(15,1) 0,99(0,61-1,63) 1,05 (0,64-1,74) 0,85 12 (20,0) 52(15,1) 1,67(0,75-3,74) 1,72 (0,76-3,90) 0,19
MD 0,97 (0,69-1,35) 1,03 (0,73-1,46) 0,85 1,40 (0,77-2,56) 1,48 (0,81-2,73) 0,20
MR 1,03 (0,66-1,60) 1,04 (0,66-1,64) 0,87 1,40 (0,70-2,83) 1,44 (0,71-2,92) 0,31
GLCCI1
rs37972 277(100) 343 (100)
CC 111 (40,1) 158 (46,1) 1,0* 1,0* 60 (100) 343 (100) 1,0* 1,0*
CT 125 (45,1) 154 (44,9) 1,16 (0,82-1,62) 1,16 (0,82-1,65) 0,39 26 (43,3) 158 (46,1) 1,14 (0,64-2,03) 1,12 (0,63-2,00) 0,67
TT 41 (14,8) 31 (9,0 1,88 (1,11-3,18) 1,78 (1,04-3,06) 0,03 29 (48,3) 154 (44,9) 0,98 (0,35-2,75) 0,93 (0,33-2,62) 0,89
MD 1,28 (0,93-1,76) 1,27 (0,91-1,77) 0,15 5(8,3) 31(9,0) 1,12 (0,64-1,94) 1,10 (0,63-1,92) 0,73
MR 1,75 (1,06-2,87) 1,64 (0,99-2,71) 0,05 0,92 (0,34-2,46 0,90 (0,33-2,43) 0,84

Abreviacg8es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Genotipo de

referéncia. **ajuste por cor de pele.
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Tabela 8.2. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com o subtipo de LLA, Brasil, 2012-2015 (continuacao).

LLA-cpB LLA-T

Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-

(%) n (%) (1IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
VDR
rs1544410 272 (100) 348 (100) 61 (100) 348 (100)
GG 119 (43,8) 156 (44,8) 1,0* 1,0* 25 (41,0) 156 (44,8) 1,0* 1,0*
GA 122 (44,8) 145(41,7) 1,10(0,78-1,55) 1,13(0,80-1,59) 0,50 27 (44,3) 145(41,7) 1,16 (0,64-2,09) 1,17 (0,65-2,13) 0,59
AA 31(11,4) 47(13,5 0,86 (0,52-1,44) 0,86 (0,51-1,46) 0,58 9 (14,7) 47 (13,5) 1,19(0,52-2,74) 1,26 (0,55-2,91) 0,58
MD 1,04 (0,76-1,44) 1,06 (0,76-1,47) 0,72 1,17 (0,67-2,03) 1,19 (0,68-2,08) 0,53
MR 0,82 (0,51-1,34) 0,81 (0,49-1,34) 0,42 1,11 (0,51-2,39) 1,15 (0,53-2,50) 0,73
VDR
rs2228570 274(100) 344 (100) 60 (100) 344 (100)
CcC 109 (39,8) 163 (47,4) 1,0* 1,0* 29 (48,3) 163 (47,4) 1,0* 1,0*
CT 126 (46,0) 150 (43,6) 1,26 (0,89-1,76) 1,27 (0,90-1,79) 0,18 26 (43,3) 150 (43,6) 0,97 (0,55-1,73) 0,98 (0,55-1,76) 0,96
TT 39 (14,2) 31 (9,0 1,88 (1,10-3,19) 2,02 (1,14-3,56) 0,02 5 (8,4) 31(9,00 0,90 (0,32-2,52) 1,06 (0,37-3,00) 0,92
MD 1,36 (0,99-1,88) 1,38 (0,99-1,92) 0,05 0,96 (0,56-1,67) 1,00 (0,57-1,73) 0,99
MR 1,68 (1,01-2,76) 1,79 (1,04-3,06) 0,03 0,92 (0,34-2,46) 1,04 (0,38-2,85) 0,94
CYP3A5
rs776746 262(100) 349 (100) 58 (100) 349 (100)
AA 38(14,5) 52 (14,9) 1,0* 1,0* 3(5,2) 52 (14,9) 1,0* 1,0*
AG 110(42,0) 151 (43,3) 1,00(0,61-1,62) 0,94 (0,57-1,56) 0,82 24 (41,4) 151 (43,3) 2,75(0,79-9,53) 2,69 (0,77-9,35) 0,12
GG 114 (43,5) 146 (41,8) 1,07 (0,66-1,73) 0,90 (0,54-1,50) 0,69 31(53,4) 146 (41,8) 3,68 (1,08-12,55) 3,19 (0,92-11,07) 0,07
MD 1,03 (0,66-1,62) 0,92 (0,58-1,47) 0,74 3,21 (0,97-10,64) 2,97 (0,89-9,92) 0,08
MR 1,07 (0,77-1,48) 0,94 (0,67-1,31) 0,71 1,59 (0,91-2,79) 1,50 (0,84-2,66) 0,17

Abreviag8es: n, nimero; OR, razao de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Gendtipo de

referéncia. **ajuste por cor de pele.
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Tabela 8.2. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com o subtipo de LLA, Brasil, 2012-2015 (continuacao).

LLA-cpB LLA-T
Genétipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-
(%) n (%) (IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
GSTM1
del 247 (100) 349 (100) 60 349 (100)
N&o nulo 122 (49,4) 204 (58,5) 1,0* 1,0* 38 (63,3) 204 (58,5) 1,0* 1,0*
Nulo 125 (50,6) 145 (41,5) 1,44 (1,04-2,00) 1,34 (0,96-1,81) 0,08 22 (36,7) 145(41,5) 0,80(0,48-1,47) 0,77 (0,44-1,37) 0,39
GSTT1
del 247 (100) 349 (100) 60 (100) 349 (100)
N&o nulo 160 (64,8) 277 (79,4) 1,0* 1,0* 44 (73,3) 277 (79,4) 1,0* 1,0*
Nulo 87(35,2) 72(20,6) 2,09 (1,45-3,02) 2,20(1,50-3,22) <0,001 16(26,7) 72(20,6) 1,39(0,75-2,62) 1,49 (0,80-2,82) 0,22

Abreviag¢6es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confian¢a de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Gendtipo de

referéncia. **ajuste por cor de pele.
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Tabela 8.3. Analise de associacdes de risco dos gendtipos de acordo com a cor de pele, Brasil, 2012-2015.

Brancos N&o brancos

Gendtipo Caso, n Controle, n OR (IC95%) P-valor Caso,n Controle, n OR (IC95%) P-valor

(%) (%) (%) (%)
MTHFR
rs1801133 160 (100) 110 (100) 169 (100) 216 (100)
CC 67 (41,8) 41 (37,3) 1,0* 85(50,3) 130 (60,2) 1,0*
CT 75 (46,9) 47 (42,7) 0,98 (0,57-1,66) 0,93 71 (42,0) 78 (36,1) 1,39 (0,91-2,12) 0,12
TT 18 (11,3) 22 (20,0) 0,50 (0,24-1,04) 0,06 13 (7,7) 8(3,7) 2,49 (0,99-6,25) 0,05
MD 0,82 (0,50-1,36) 0,45 1,49 (0,99-2,24) 0,05
MR 0,51 (0,26-0,99) 0,04 2,17 (0,88-5,36) 0,09
CRHR1
rs242941 161 (100) 110 (100) 165 (100) 215 (100)
CcC 62 (38,5) 46 (41,9) 1,0* 52 (31,5) 71 (33,0) 1,0*
CA 76 (47,2) 48 (43,6) 1,17 (0,69-1,99) 0,54 83(50,3) 111(51,6) 1,02 (0,65-1,61) 0,93
AA 23 (14,3) 16 (14,5) 1,07 (0,51-2,24) 0,86 30 (18,2) 33 (15,4) 1,24 (0,67-2,29) 0,49
MD 1,15 (0,70-1,88) 0,58 1,07 (0,69-1,65) 0,75
MR 0,98 (0,49-1,95) 0,95 1,23 (0,71-2,11) 0,46
GLCCI1
rs37972 162 (100) 109 (100) 175 (100) 215 (100)
CC 67 (41,4) 48 (44,0) 1,0* 70 (40,0) 101 (47,0) 1,0*
CT 72 (44,4) 53 (48,7) 0,97 (0,58-1,63) 0,91 82 (46,9) 91 (42,3) 1,30 (0,85-1,99) 0,22
TT 23 (14,2) 8 (7,3) 2,05 (0,85-4,99) 0,11 23 (13,1) 23 (10,7) 1,44 (0,75-2,77) 0,27
MD 1,12 (0,68-1,82) 0,66 1,33 (0,89-1,99) 0,17
MR 2,08 (0,89-4,86) 0,09 1,26 (0,68-2,34) 0,46

Abreviac¢des: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo
recessivo. *Genotipo de referéncia.
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Tabela 8.3. Analise de associa¢des de riscos dos genaotipos de acordo com a cor de pele, Brasil, 2012-2015

(continuacéo).

Brancos N&o brancos

Gendtipo Caso, n Controle, n OR (IC95%) P-valor Caso,n Controle, n OR (IC95%) P-valor

(%) (%) (%) (%)
VDR
rs1544410 160 (100) 110 (100) 173 (100) 218 (100)
GG 63 (39,4) 49 (44,6) 1,0* 81(46,8) 101 (46,4) 1,0*
GA 75 (46,9) 46 (41,8) 1,27 (0,75 -2,14) 0,37 74 (42,8) 89 (40,8) 1,04 (0,68-1,59) 0,87
AA 22 (13,7) 15 (13,6) 1,14 (0,54-2,43) 0,73 18 (10,4) 28 (12,8) 0,80 (0,41-1,55) 0,51
MD 1,24 (0,76-2,02) 0,39 0,98 (0,66-1,46) 0,92
MR 1,01 (0,49-2,05) 0,98 0,79 (0,42-1,48) 0,79
VDR
rs2228570 162 (100) 109 (100) 172 (100) 215 (100)
CC 63 (38,9) 48 (44,1) 1,0* 75 (43,6) 110 (51,1) 1,0*
CT 74 (45,7) 48 (44,0) 1,17 (0,69-1,98) 0,55 78 (45,4) 93 (43,3) 1,23 (0,81-1,87) 0,33
TT 25 (15,4) 13 (11,9) 1,47 (0,68-3,16) 0,33 19 (11,0) 12 (5,6) 2,32 (1,06-5,07) 0,03
MD 1,24 (0,76-2,02) 0,40 1,35 (0,91-2,03) 0,14
MR 1,35 (0,66-2,77) 0,41 1,14 (0,53-2,44) 0,05
CYP3A5
rs776746 154 (100) 117 (100) 166 (100) 212 (100)
AA 16 (10,4) 12 (10,3) 1,0* 25 (15,1) 35 (16,6) 1,0*
AG 53 (34,4) 41 (35,0) 0,97 (0,41-2,27) 0,94 81(48,8) 101(47,6) 1,12(0,62-2,02) 0,70
GG 85 (55,2) 64 (54,7) 1,00 (0,44-2,25) 0,99 60 (36,1) 76 (35,8) 1,10 (0,60-2,04) 0,75
MD 0,99 (0,45-2,17) 0,97 1,11 (0,64-1,95) 0,70
MR 1,02 (0,63-1,65) 0,93 1,01 (0,66-1,55) 0,95

Abreviac¢fes: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo
recessivo. *Genotipo de referéncia.
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Tabela 8.3. Analise de associa¢des de riscos dos genaotipos de acordo com a cor de pele, Brasil, 2012-2015

(continuacéo).

Brancos N&o brancos
Gendtipo Caso, n Controle, n OR (IC95%) P-valor Caso,n Controle, n OR (IC95%) P-valor
(%) (%) (%) (%)
GSTM1
Del 156 (100) 118 (100) 151 (100) 211 (100)
N&o nulo 76 (48,7) 64 (54,2) 1,0* 84 (55,6) 126 (59,7) 1,0*
Nulo 80 (51,3) 54 (45,8) 1,25 (0,77-2,01) 0,37 67 (44,4) 85 (40,3) 1,18 (0,77-1,80) 0,44
GSTT1
Del 156 (100) 118 (100) 151 (100) 211 (100)
N&o nulo 106 (67,9) 101 (85,6) 1,0* 98 (64,9) 160 (75,8) 1,0*
Nulo 50 (32,1) 17 (14,4) 2,80 (1,52-5,18) 0,001 53 (35,1) 51 (24,2) 1,70 (1,07-2,69) 0,02

Abreviagdes: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo

recessivo. *Genotipo de referéncia.
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Tabela 8.4. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com a idade Brasil, 2012-2015.

<5 anos >5 anos
Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-
(%) n (%) (1IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**

MTHFR
rs1801133 184 (100) 346 (100) 145 (100) 346 (100)
CcC 79 (42,9) 183 (52,9) 1,0* 1,0* 73 (50,3) 183 (52,9) 1,0* 1,0*
CT 87 (47,3) 132(38,2) 1,53(1,05-2,23) 1,40 (0,95-2,07) 0,08 59 (40,7) 132(38,2) 1,12(0,74-1,69) 0,98 (0,64-1,50) 0,94
TT 18 (9,8) 31(8,9) 1,34 (0,71-2,54) 0,98 (0,50-1,95) 0,96 13 (9,0) 31(8,9) 1,05 (0,52-2,12) 0,81 (0,38-1,70) 0,58
MD 1,49 (1,04-2,14) 1,34 (0,92-1,95) 0,12 1,11 (0,75-1,63) 0,97 (0,65-1,45) 0,87
MR 1,10 (0,59-2,03) 0,86 (0,46-1,63) 0,65 1,00 (0,51-1,97) 0,79 (0,39-1,60) 0,52
CRHR1
rs242941 181 (100) 345 (100) 145 (100) 345 (100)
CcC 70 (38,7) 123 (35,6) 1,0* 1,0* 44 (30,3) 123 (35,6) 1,0* 1,0*
CA 83 (45,9) 170(49,3) 0,86 (0,58-1,27) 0,94 (0,63-1,41) 0,77 76 (52,4) 170(49,3) 1,25(0,81-1,93) 1,31(0,84-2,06) 0,23
AA 28 (15,5) 52(15,1) 0,95(0,55-1,63) 1,03 (0,58-1,80) 0,91 25(17,2) 52(15,1) 1,34(0,75-2,42) 1,38(0,76-2,51) 0,29
MD 0,88 (0,60-1,27) 0,96 (0,65-1,40) 0,82 1,27 (0,84-1,93) 1,34 (0,87-2,05) 0,18
MR 1,03 (0,62-1,69) 1,07 (0,64-1,78) 0,80 1,17 (0,69-1,98) 1,18 (0,69-2,02) 0,54

149 (100) 343 (100)
GLCCI1
rs37972 188 (100) 343 (100)
CcC 75(39,9) 158 (46,1) 1,0* 1,0* 62 (41,6) 158 (46,1) 1,0* 1,0*
CT 86 (45,7) 154 (44,9) 1,17 (0,80-1,72) 1,18 (0,80-1,74) 0,40 68 (45,6) 154 (44,9) 1,12 (0,75-1,69) 1,11 (0,73-1,68) 0,63
TT 27 (14,4) 31(9,0) 1,83 (1,02-3,29) 1,81 (1,00-3,28) 0,05 19 (12,8) 31 (9,0 1,56 (0,82-2,97) 1,48 (0,77-2,85) 0,24
MD 1,28 (0,89-1,84) 1,28 (0,89-1,85) 0,18 1,19 (0,81-1,76) 1,17 (0,79-1,74) 0,44
MR 1,68 (0,97-2,92) 1,64 (0,94-2,85) 0,08 1,52 (0,83-2,79) 1,40 (0,76-2,60) 0,28

Abreviacg8es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Genotipo de
referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.4. Analise de associagfes de riscos dos gendtipos de acordo com a idade Brasil, 2012-2015 (continuacao).

<5 anos >5 anos

Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-

(%) n (%) (IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
VDR
rs1544410 184 (100) 348 (100) 149 (100) 348 (100)
GG 76 (41,3) 156 (44,8) 1,0* 1,0* 68 (45,6) 156 (44,8) 1,0* 1,0*
GA 85 (46,2) 145(41,7) 1,20(0,82-1,76) 1,24 (0,84-1,83) 0,27 64 (43,0) 145(41,7) 1,01(0,67-1,52) 0,99 (0,65-1,51) 0,98
AA 23(12,5) 47(13,5) 1,00(0,57-1,77) 1,02 (0,57-1,83) 0,94 17 (11,4) 47 (13,5) 0,83(0,44-1,55) 0,85 (0,45-1,61) 0,62
MD 1,15 (0,80-1,66) 1,19 (0,82-1,72) 0,35 0,97 (0,66-1,42) 0,96 (0,65-1,42) 0,83
MR 0,91 (0,54-1,56) 0,92 (0,53-1,59) 0,77 0,82 (0,46-1,49) 0,84 (0,46-1,54) 0,58
VDR
rs2228570 187 (100) 344 (100) 147 (100) 344 (100)
CcC 78 (41,7) 163 (47,4) 1,0* 1,0* 60 (40,8) 163 (47,4) 1,0* 1,0*
CT 87 (46,5) 150 (43,6) 1,21(0,83-1,77) 1,20(0,82-1,77) 0,34  65(44,2) 150(43,6) 1,17 (0,77-1,78) 1,21(0,79-1,85) 0,38
TT 22 (11,8) 31 (9,0) 1,48 (0,80-2,73) 1,61 (0,85-3,09) 0,14 22 (15,0) 31(9,0) 1,93(1,03-3,58) 2,13 (1,10-4,12) 0,02
MD 1,26 (0,88-1,80) 1,26 (0,87-1,82) 0,21 1,30(0,88-1,93) 1,36 (0,91-2,02) 0,13
MR 1,34 (0,75-2,39) 1,43 (0,77-2,64) 0,25 1,78 (0,99-3,19) 1,96 (1,05-3,63) 0,03
CYP3A5
rs776746 179 (100) 349 (100) 141(100) 349 (100)
AA 26 (14,5) 52 (14,9) 1,0* 1,0* 15 (10,6) 52 (14,9) 1,0* 1,0*
AG 78 (43,6) 151(43,3) 1,03 (0,60-1,78) 0,98 (0,56-1,71) 0,95 56 (39,7) 151 (43,3) 1,29 (0,67-2,46) 1,21 (0,63-2,36) 0,56
GG 75(41,9) 146(41,8) 1,03(0,59-1,77) 0,86 (0,49-1,53) 0,62 70 (49,6) 146 (41,8) 1,66 (0,87-3,16) 1,40 (0,72-2,71) 0,31
MD 1,03 (0,62-1,71) 0,93 (0,55-1,57) 0,78 1,47 (0,80-2,71) 1,30 (0,70-2,44) 0,40
MR 1,00 (0,69-1,44) 0,89 (0,61-1,29) 0,53 1,37 (0,93-2,03) 1,20 (0,80-1,81) 0,37

Abreviacg8es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Genotipo de
referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.4. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com a idade, Brasil, 2012-2015 (continuacéo).

<5anos >5 anos
Genétipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-
(%) n (%) (1C95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
GSTM1
del 166 (100) 349 (100) 141 (100) 349 (100)
N&o nulo 87 (52,4) 204 (58,5) 1,0* 1,0* 73 (51,8) 204 (58,5) 1,0 1,0*
Nulo 79 (47,6) 145(41,5) 1,28(0,88-1,85) 1,19 (0,82-1,75) 0,36 68 (48,2) 145(41,5) 1,31(0,88-1,94) 1,23(0,83-1,84) 0,30
GSTT1
del 166 (100) 349 (100) 141 (100) 349 (100)
N&o nulo 108 (65,1) 277 (79,4) 1,0 1,0* 96 (68,1) 277 (79,4) 1,0 1,0*
Nulo 58(34,9) 72(20,6) 2,06(1,37-3,11) 2,23(1,46-3,42) <0,001 45(31,9 72(20,6) 1,80(1,16-2,80) 1,89 (1,20-2,97) 0,006

Abreviag¢6es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confian¢a de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Gendtipo de
referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.5. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com sexo, Brasil, 2012-2015.

Masculino Feminino

Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-

(%) n (%) (IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
MTHFR
rs1801133 203 (100) 191 (100) 126 (100) 155 (100)
CcC 93 (45,8) 98(51,3) 1,0* 1,0* 59 (46,8) 85 (54,9) 1,0* 1,0*
CT 92 (45,3) 75(39,3) 1,29(0,85-1,96) 1,13(0,73-1,76) 0,57 54 (42,9) 57(36,8) 1,36(0,83-2,25) 1,28 (0,77-2,13) 0,34
TT 18 (8,9) 18 (9,4) 1,05 (0,52-2,15) 0,73 (0,33-1,56) 0,64 13 (10,3) 13 (8,3) 1,44 (0,62-3,33) 1,25 (0,53-2,97) 0,60
MD 1,25 (0,84-1,85) 1,08 (0,71-1,64) 0,71 1,38 (0,86-2,21) 1,27 (0,78-2,07) 0,32
MR 0,94 (0,47-1,85) 0,74 (0,36-1,52) 0,41 1,26 (0,56-2,82) 1,06 (0,47-2,42) 0,88
CRHR1
rs242941 199 (100) 191 (100) 127 (100) 154 (100)
CcC 73 (36,7) 66 (34,5) 1,0* 1,0* 41 (32,3) 57(37,0) 1,0* 1,0*
CA 91 (45,7) 100 (52,4) 0,82(0,53-1,27) 0,86 (0,55-1,36) 0,53 68 (53,6) 70(45,5) 1,35(0,80-2,28) 1,50 (0,88-2,56) 0,13
AA 35(17,6) 25(13,1) 1,27 (0,69-2,33) 1,29 (0,69-2,43) 0,42 18 (14,1) 27(17,5) 0,93(0,45-1,90) 1,03 (0,49-2,14) 0,95
MD 0,91 (0,60-1,38) 0,96 (0,62-1,48) 0,85 1,23 (0,75-2,02) 1,36 (0,82-2,25) 0,23
MR 1,01 (0,60-1,70) 1,45 (0,81-2,58) 0,20 0,78 (0,41-1,49) 0,80 (0,41-1,55) 0,51
GLCCI1
rs37972 205 (100) 190 (100) 132 (100) 153 (100)
CcC 81(39,5) 89 (46,8) 1,0* 1,0* 56 (42,4) 69 (45,1) 1,0* 1,0*
CT 91 (44,4) 84 (44,2) 1,19(0,78-1,82) 1,16 (0,85-1,80) 0,49 63 (47,7) 70(45,8) 1,11(0,68-1,81) 1,13(0,69-1,87) 0,62
TT 33(16,1) 17 (9,0) 2,13 (1,10-4,12) 1,92 (0,97-3,79) 0,06 13(9,9) 14 (9,1) 1,14 (0,50-2,63) 1,14 (0,49-2,65) 0,76
MD 1,35 (0,90-2,01) 1,30 (0,86-1,96) 0,21 1,11 (0,70-1,78) 1,13 (0,70-1,83) 0,60
MR 1,95 (1,05-3,64) 1,79 (0,95-3,37) 0,07 1,08 (0,49-2,40) 1,06 (0,48-2,37) 0,88

Abreviacg8es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Genotipo de
referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.5. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com sexo, Brasil, 2012-2015 (continuacao).

Masculino Feminino

Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-

(%) n (%) (1IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
VDR
rs1544410 205 (100) 191 (100) 128 (100) 157 (100)
GG 95 (46,3) 94 (49,2) 1,0* 1,0* 49 (38,3) 62(39,5) 1,0* 1,0*
GA 82 (40,0) 81(42,4) 1,00(0,66-1,52) 0,98 (0,64-1,51) 0,92 67 (52,3) 64 (40,8) 1,32(0,80-2,20) 1,42 (0,85-2,39) 0,18
AA 28 (13,7) 16 (8,4) 1,73 (0,88-3,41) 1,77 (0,87-3,62) 0,11 12 (9,4) 31(19,7) 0,49 (0,23-1,05) 0,50 (0,23-1,10) 0,09
MD 1,12 (0,76-1,67) 1,10 (0,73-1,66) 0,64 1,05 (0,65-1,70) 0,11 (0,68-1,81) 0,66
MR 1,73 (0,90-3,31) 1,78 (0,89-3,55) 0,99 0,42 (0,21-0,86) 0,42 (0,20-0,86) 0,02
VDR
rs2228570 203 (100) 188 (100) 131 (100) 156 (100)
CcC 93 (45,8) 85 (45,2) 1,0* 1,0* 45 (34,4) 78 (50,0) 1,0* 1,0*
CT 85(41,9 86(45,8) 0,90(0,59-1,37) 0,91 (0,59-1,41) 0,69 67 (51,1) 64 (41,0) 1,81(1,10-3,00) 1,80 (1,08-2,99) 0,02
TT 25 (12,3) 17 (9,0) 1,34 (0,68-2,66) 1,45 (0,70-3,02) 0,31 19 (14,5) 14 (9,0) 2,35(1,08-5,14) 2,63 (1,13-6,09) 0,02
MD 0,98 (0,66-1,45) 0,99 (0,66-1,50) 0,99 1,91 (1,18-3,08) 1,93(1,19-3,15) 0,008
MR 1,41 (0,74-2,71) 1,49 (0,74-3,02) 0,26 1,72 (0,83-3,58) 1,96 (0,89-4,32) 0,09
CYP3A5
rs776746 195 (100) 189 (100) 125 (100) 160 (100)
AA 26 (13,3) 23(12,1) 1,0* 1,0* 15(12,0) 29(18,1) 1,0* 1,0*
AG 78 (40,0) 88(46,6) 0,78(0,41-1,48) 0,78 (0,40-1,52) 0,47 56 (44,8) 63(39,4) 1,72(0,84-3,53) 1,60 (0,76-3,35) 0,21
GG 91 (46,7) 78(41,3) 1,03(0,54-1,95) 0,90 (0,46-1,74) 0,75 54 (43,2) 68 (42,5) 1,53(0,75-3,15) 1,27 (0,60-2,71) 0,53
MD 0,90 (0,49-1,64) 0,83 (0,44-1,55) 0,57 1,62 (0,83-3,18) 1,47 (0,73-2,93) 0,28
MR 1,25(0,83-1,86) 1,06 (0,70-1,63) 0,77 1,03 (0,64-1,65) 0,94 (0,58-1,54) 0,81

Abreviac8es: n, nimero; OR, razao de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Gendtipo de
referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.5. Analise de associacfes de riscos dos gendtipos de acordo com sexo, Brasil, 2012-2015 (continuacao).

Masculino Feminino
Genotipo Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P- Caso,n  Controle, OR bruta OR ajustada** P-
(%) n (%) (1IC95%) valor** (%) n (%) (IC95%) valor**
GSTM1
del 185 (100) 189 (100) 122 (100) 160 (100)
N&o nulo 103 (55,7) 119 (62,9) 1,0* 1,0* 57 (46,7) 85(53,1) 1,0* 1,0*
Nulo 82(44,3) 70(37,1) 1,35(0,89-2,05) 1,30 (0,85-2,00) 0,23 65 (53,3) 75(46,9) 1,29(0,81-2,07) 1,19 (0,74-1,93) 0,47
GSTT1
del 185 (100) 189 (100) 122 (100) 160 (100)
N&o nulo 121 (65,4) 147 (77,8) 1,0* 1,0* 83 (68,1) 130(81,3) 1,0* 1,0*
Nulo 64 (34,6) 42(22,2) 1,85(1,17-2,93) 1,93(1,20-3,10) 0,007 39(31,9) 30(18,7) 2,04(1,17-3,53) 2,15(1,22-3,79) 0,008

Abreviac8es: n, nimero; OR, razdo de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; MD, modelo dominante; MR, modelo recessivo. *Genotipo de

referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.6. Andlise de associacfes de combinacdes genotipicas com o risco para LLA,

Brasil, 2012-2015.

o Caso, n Controle, n OR bruta OR ajustada** P-valor**

Genaotipo
(%) (%) (1C95%) (1C95%)

GLCCI1rs37972/
CRHR1 rs242941 324 (100) 341 (100)
cc/cc 51 (15,7) 56 (16,4) 1,0* 1,0*
CC/CT 59 (18,2) 77(22,6) 0,84 (0,50-1,39) 0,93 (0,55-1,57) 0,78
CC/TT 22 (6,8) 25 (7,3) 0,97 (0,48-1,92) 1,07 (0,53-2,17) 0,85
Ct/CC 48 (14,8) 54 (15,8) 0,98 (0,57-1,68) 1,11 (0,70-1,76) 0,67
CT/CT 76 (23,5) 76 (22,3) 1,09 (0,67-1,80) 1,19 (0,73-1,93) 0,48
CT/TT 23 (7,1) 22 (6,5) 1,15 (0,57-2,30) 1,18 (0,58-2,43) 0,63
TT/CC 15 (4,6) 13 (3,8) 1,27 (0,55-2,92) 1,23 (0,52-2,90) 0,64
TT/CT 22 (6,8) 15 (4,4) 1,61 (0,75-3,44) 1,76 (0,80-3,87) 0,16
TT/TT 8(2,5) 3(0,9) 2,93 (0,74-11,64) 2,96 (0,72-12,10) 0,13
VDR rs2228570 /
VDR rs1544410 328 (100) 344 (100)
CC/GG 60 (18,3) 72 (20,9) 1,0* 1,0*
CC/GA 64(19,5) 67 (19,5) 1,15 (0,71-1,86) 1,16 (0,71-1,90) 0,54
CC/AA 14 (4,3) 24 (7,0) 0,70 (0,33 -1,47) 0,68 (0,32-1,46) 0,68
CT/GG 58 (17,7) 71 (20,6) 0,98 (0,60-1,59) 0,99 (0,60-1,63) 0,98
CT/GA 69 (21,0) 62 (18,0) 1,34 (0,82-2,17) 1,36 (0,83-2,22) 0,23
CT/AA 19 (5,8) 17 (4,9) 1,34 (0,64-2,81) 1,45 (0,67-3,12) 0,34
TT/GG 23 (7,0) 11 (3,2) 2,51 (1,13-5,56) 2,92 (1,25-6,83) 0,01
TT/GA 14 (4,3) 15 (4,4) 1,12 (0,50-2,50) 1,20 (0,50-2,86) 0,69
TT/AA 7(21) 5(1,5) 1,68 (0,51-5,57) 1,87 (0,51-6,85) 0,34

Abreviac8es: n, nimero; OR, razao de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; *Gendtipo de

referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.6. Andlise de associa¢cfes de combinacdes genotipicas com o risco para LLA,

Brasil, 2012-2015 (continuag&o).

o Caso, n Controle, n OR bruta OR ajustada** P-valor**

Genaotipo
(%) (%) (1C95%) (1C95%)

CYP3A5rs776746/ 317 (100) 341 (100)
VDR rs1544410
AA /GG 21 (6,6) 25(7,3) 1,0* 1,0*
AA/GA 15 (4,7) 18 (5,3) 0,99 (0,40-2,43) 1,18 (0,46-3,05) 0,73
AA T AA 5(1,6) 7(21) 0,85 (0,23-3,08) 0,81 (0,22-2,95) 0,75
AG /GG 53 (16,7) 64 (18,8) 0,99 (0,49-1,96) 0,97 (0,49-1,94) 0,94
AG/GA 67 (21,1) 64 (18,8) 1,25 (0,64-2,44) 1,24 (0,63-2,47) 0,53
AG/AA 13 (4,1) 21 (6,2) 0,74 (0,29-1,82) 0,80 (0,32-2,04) 0,65
GG /GG 65 (20,5) 64 (18,8) 1,21 (0,62-2,37) 1,12 (0,56-2,24) 0,75
GG/GA 59 (18,6) 60 (17,6) 1,17 (0,59-2,32) 1,04 (0,51-2,12) 0,91
GG /AA 19 (6,0) 18 (5,3) 1,26 (0,53-2,99) 1,13 (0,45-2,85) 0,79
CYP3A5 rs776746 /
VDR rs2228570 316 (100) 337 (100)
AA/CC 21 (6,6) 24 (7,1) 1,0* 1,0*
AA/CT 16 (5,1) 20 (5,9) 0,91 (0,38-2,21) 1,01 (0,40-2,51) 0,98
AA/TT 3(0,9) 6 (1,8) 0,57 (0,13-2,57) 0,95 (0,16-5,59) 0,96
AG/CC 59 (18,7) 66 (19,6) 1,02 (0,52-2,02) 1,06 (0,53-2,14) 0,86
AG/CT 52 (16,5) 68 (20,2) 0,87 (0,44-1,74) 0,90 (0,44-1,82) 0,77
AG/TT 22 (7,0) 12 (3,6) 2,09 (0,84-5,23) 2,39 (0,91-6,25) 0,07
GG/CC 52 (16,5) 68 (20,2) 0,87 (0,44-1,74) 0,77 (0,38-1,57) 0,47
GG/CT 74 (23,4) 60 (17,8) 1,41 (0,72-2,78) 1,33 (0,66-2,68) 0,42
GG/TT 17 (5,4) 13 (3,9) 1,49 (0,59-3,79) 1,18 (0,42-3,29) 0,75

Abreviac8es: n, nimero; OR, razao de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; *Gendtipo de

referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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Tabela 8.6. Andlise de associa¢cfes de combinacdes genotipicas com o risco para LLA,

Brasil, 2012-2015 (continuag&o).

o Caso, n Controle, n OR bruta OR ajustada** P-valor**

Genaotipo
(%) (%) (1C95%) (1C95%)

CYP3A5 rs776746 /
GSTM1 del 290 (100) 346 (100)
AA / Nao nulo 24 (8,3) 33(9,5) 1,0* 1,0*
AA/ Nulo 14 (4,8) 19(5,5) 1,01 (0,42-2,41) 0,92 (0,37-2,30) 0,87
AG / N&o nulo 65 (22,4) 90 (26,0) 0,99 (0,54-1,84) 0,95 (0,50-1,79) 0,88
AG / Nulo 56 (19,3) 60 (17,3) 1,28 (0,68-2,43) 1,11 (0,57-2,16) 0,75
GG / Nao nulo 61 (21,0) 79 (22,8) 1,06 (0,57-1,98) 0,86 (0,44-1,66) 0,65
GG / Nulo 70 (24,1) 65 (18,8) 1,48 (0,79-2,77) 1,01 (0,56-2,13) 0,80
CYP3AS5 rs776746
+ GSTT1 del 290 (100) 346 (100)
AA / Nao nulo 29 (10,0) 39 (11,3) 1,0* 1,0*
AA/ Nulo 9(3.1) 13 (3,8) 0,93 (0,35-2,47) 1,03 (0,37-2,86) 0,95
AG / N&o nulo 75 (25,9) 121 (35,0) 0,83 (0,48-1,46) 0,82 (0,46-1,45) 0,50
AG / Nulo 46 (15,9) 29 (8,4) 2,13 (1,09-4,16) 2,02 (1,01-4,03) 0,04
GG / N&o nulo 88 (30,3) 114 (32,9) 1,04 (0,59-1,81) 0,84 (0,46-1,50) 0,55
GG / Nulo 43 (14,8) 30(8,7) 1,93 (0,99-3,76) 1,76 (0,88-3,50) 0,10
GSTT1 del / 307 (100) 349 (100)
GSTML1 del
N&o nulo/N&o nulo 115 (37,4) 167 (47,9) 1,0* 1,0*
N&o nulo / Nulo 89 (29,0) 110 (31,5) 1,17 (0,81-1,69) 1,13 (0,78-1,65) 0,52
Nulo / N&o nulo 45 (14,7) 37 (10,6) 1,76 (1,08 -2,89) 1,99 (1,19-3,35) 0,009
Nulo / Nulo 58 (18,9) 35 (10,0) 2,41 (1,49-3,89) 2,26 (1,39-3,68) 0,001

Abreviac8es: n, nimero; OR, razao de chances; IC95%, intervalo de confianca de 95%; *Gendtipo de

referéncia. ** ajustado por cor de pele.
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