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SIQUEIRA, Yasmim Cristina Ferreira de Almeida. Andlise de Variantes Genéticas no gene
da Endoglina em Leucemias Agudas Linfoblasticas de Células B Pediatricas. 2024. 85f. il.
(Tese) Doutorado em Processos Interativos de Orgédos e Sistemas — Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia.

RESUMO

Introducdo: A endoglina (ENG, CD105) é um correceptor integrante da familia do fator de
transformador do crescimento beta (TGF-B), descrita como um poderoso marcador do
processo de angiogénese. Recentemente, a endoglina (ENG) comecou a ser mais amplamente
estudada no contexto das neoplasias hematopoiéticas. A expressdo de ENG é relatada em
blastos na leucemia linfoblastica aguda (LLA) em diferentes estudos, sendo apontada como
uma promissora via complementar diagnostica, progndstica e terapéutica. Sendo assim, o
presente estudo analisa as variantes geneéticas rs11545664, rs35400405 e rs786514 no gene
ENG na leucemia linfoide aguda B pediatrica, bem como a dosagem de ENG soltvel (SENG).
Material e Métodos: O estudo envolveu 117 criancas de 1 a 13 anos em grupos de casos (27)
e controles (90). Foi feita a extracdo do DNA e genotipagem das variantes genéticas, a
extracdo e conversdao de RNA para expressdo génica, bem como, a dosagem de SENG.
Anaélises in silico também foram realizadas. Em seguida, as frequéncias genotipicas e alélicas
foram comparadas, como também, os dados sociodemograficos dos casos e controles. O
grupo de casos foi agrupado por genOtipos para as variantes genéticas selecionadas e
analisados de acordo com dados clinicos, niveis de dados bioguimicos, expressdo génica de
ENG e niveis de sENG. Resultados: Foi observada uma diferenca significante para o
rs7865146 em relacdo aos niveis de plaquetas para os casos. Os niveis séricos de SENG em
pacientes pediatricos com LLA-B recém-diagnosticados foram maiores comparados ao grupo
controle (P <0,0001). Nenhum paciente com LLA-B foi a 6bito e 23 (85,2%) pacientes foram
classificados como de baixo risco pelo indice NCI. As andlises in silico indicam a
possibilidade de envolvimento regulatério/funcional das variantes genéticas avaliadas.
Conclusdo: O nosso estudo ndo apresentou dados genéticos com achados significativos ou
sugestivos para o desfecho de LLA-B. Os niveis plaquetarios estavam aumentados para o
gendtipo TT da variante rs7865146. Este estudo relata que ha niveis aumentados de sSENG
circulante no momento do diagnostico de pacientes pediétricos com LLA-B. E necesséaria a
conducéo de estudos adicionais para se amplificar os conhecimentos acerca do papel da ENG
no contexto das neoplasias hematoldgicas.

Descritores: Endoglina. ENG. Leucemia Linfoblastica Aguda. Polimorfismo Genético.
Polimorfismo de Nucleotideo Unico.



SIQUEIRA, Yasmim Cristina Ferreira de Almeida. Genetic Variant Analysis of the Endoglin
Gene in Pediatric B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemias. 2024. 85s. ill. (Thesis) Doctorate
in Processos Interativos de Orgaos e Sistemas — Health Sciences Institute, Federal University
of Bahia.

ABSTRACT

Introduction: Endoglin (ENG, CD105) is a co-receptor part of the transforming growth
factor beta (TGF-B) family, described as a powerful marker of the angiogenesis process.
Recently, endoglin (ENG) has been increasingly studied in the context of hematopoietic
neoplasms. ENG expression is reported in blasts in acute lymphoblastic leukemia (ALL)
across different studies, and it is identified as a promising complementary diagnostic,
prognostic, and therapeutic pathway. Therefore, this study examines the genetic variants
rs11545664, rs35400405, and rs786514 in the ENG gene in pediatric B-cell acute
lymphoblastic leukemia, as well as the measurement of soluble ENG (SENG). Material and
Methods: The study involved 117 children aged 1 to 13 years in case (27) and control (90)
groups. DNA was extracted and genetic variants were genotyped, RNA was extracted and
converted for gene expression analysis, and SENG levels were measured. In silico analyses
were also performed. Genotypic and allelic frequencies were then compared, along with
sociodemographic data of cases and controls. The case group was stratified by genotypes for
the selected genetic variants and analyzed according to clinical data, biochemical data levels,
ENG gene expression, and sENG levels. Results: A significant difference was observed for
rs7865146 in relation to platelet levels in the cases. Serum sENG levels in newly diagnosed
pediatric B-ALL patients were higher compared to the control group (P <0.0001). No B-ALL
patients died, and 23 (85.2%) patients were classified as low risk according to the NCI index.
In silico analyses indicate the potential regulatory/functional involvement of the evaluated
genetic variants. Conclusion: Our study did not present genetic data with significant or
suggestive findings for B-ALL outcomes. Platelet levels were elevated for the TT genotype of
the rs7865146 variant. This study reports elevated levels of circulating SENG at the time of
diagnosis in pediatric B-ALL patients. Further studies are needed to expand knowledge about
the role of ENG in the context of hematological neoplasms.

Keywords: Endoglin. ENG Antigen. Genetic Polymorphism. Single Nucleotide Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A leucemia linfoide aguda (LLA), também conhecida como leucemia linfoblastica
aguda, € uma neoplasia hematoldgica maligna caracterizada pela perda de habilidade normal
de diferenciacdo e proliferacdo, havendo um acumulo de células progenitoras linfoides e
expansdo clonal em medula 6ssea (MO), sangue periférico (SP) e outros tecidos (JABBOUR
et al., 2015), gerando anemia, trombocitopenia e leucopenia. Os sintomas comuns incluem
fadiga, indisposicdo, hematomas, hemorragias, dispnéia, tontura e infeccdes (JABBOUR;
FADERL; KANTARJIAN, 2005).

Diferentes fatores podem estar diretamente associados a etiologia das neoplasias
hematopoiéticas, incluindo fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais (WIEMELS, 2012).
Atualmente, o cari6tipo dos blastos leucémicos é um dos fatores prognosticos mais
importantes, no entanto, o papel dos genes herdados na etiologia das leucemias agudas néo
pode ser subestimado, pois pode contribuir para o risco de leucemia (TAYLOR, 1996) e
variantes genéticas podem conferir resisténcia a tratamentos (INABA, GREAVES, e
MULLIGHAN, 2013). Desta forma, as varia¢cdes genéticas precisam ser mais exploradas e

novos genes candidatos identificados.

A endoglina (ENG, CD105) é um co-receptor para a superfamilia de citocinas do fator
de crescimento transformador f (TGF-B, do inglés transforming growth factor-beta), que
desempenha um papel crucial na regulacdo da angiogénese (LEBRIN et al., 2004). Apesar de
ser amplamente conhecida por sua expressao em células endoteliais, a endoglina também é
encontrada expressa nas células-tronco hematopoiéticas (HSC) de todos o0s sitios
hematopoiéticos (CHEN et al., 2002) e, recentemente, vem sendo estudada na etiologia das
neoplasias hematopoiéticas (CHAKACHIRO et al., 2013; COSIMATO et al., 2018;
DOURARQO et al., 2017; BORGES et al. 2019; KAUER et al, 2019; POREBA et al, 2006;
ELKHOLY et al. 2021; FONSATTI et al., 2001).

Neste contexto, nosso grupo estudou o papel da ENG nas leucemias agudas (LA) e
demonstrou que ela é encontrada distintamente expressa na grande maioria dos blastos
leucémicos em LA, tendo um papel crucial no desenvolvimento desta patologia. O estudo
demonstrou, ainda, que ENG é um alvo promissor para intervencdo terapéutica, pois ao

utilizar anticorpo monoclonal anti-endoglina TRACON105 (TRC105; carotuximabe) como
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monoterapia para LLA, sua acdo foi ineficaz, podendo este fator, estar relacionado a alta
secrecdo de forma sollvel de endoglina (SENG) (DOURADO et al., 2017).

Apesar dos interessantes resultados demonstrando que a expressdo de ENG possui um
papel importante no desenvolvimento e tratamento das LA, até o momento nenhum estudo
avaliou o papel de variagdes genéticas em ENG no contexto das neoplasias hematopoiéticas.
Assim, o presente estudo pretende explorar, em um estudo de caso-controle, o impacto
funcional das variantes genéticas rs11545664, rs35400405 e rs7865146 nas LLA de origem
de células B pediatrica (LLA-B), bem como analisar a dosagem de endoglina soltvel nesses

pacientes.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente as LLA tém boa resposta terapéutica em criancas, porém quando refrataria
ou recidiva, indica pior progndstico e menor sobrevida, sendo as mortes causadas, tanto por
complicagdes relacionadas a doenca, como a terapia (DELLA STARZA et al., 2019; DIAS et
al., 2016; FARHADFAR E LITZOW, 2016). Desta forma, o presente estudo esta relacionado
com o interesse cientifico e tecnoldgico de obter novas informacdes acerca de como fatores
genéticos podem influenciar a expressdo de endoglina, podendo apresentar um atividade
regulatéria e impacto funcional no gene da endoglina e, ocasionalmente estar relacionado ao
desenvolvimento e progressao de doencas associadas a expressdo deste receptor, como € o
caso da LLA-B. O entendimento do conjunto destes fatores pode enriquecer a compreensao
da patogénese da LLA-B, de modo a suscitar nova via de diagnostico, progndstico e

terapéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar o impacto funcional de variantes genéticas no gene ENG e avaliar o nivel de
ENG soltvel na LLA-B pediatrica.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Analisar as frequéncias genotipicas e alélicas das variantes genéticas em ENG na
LLA-B pediatrica;
3.2.2 Avaliar o impacto funcional in silico das variantes genéticas sobre a regulacdo e

expressdo da endoglina

3.2.4 Verificar se ha diferencas entre os gendtipos para as variantes genéticas avaliadas
neste estudo de acordo com dados clinicos, dados bioquimicos, expressao génica de ENG, e

niveis de ENG solavel.

3.2.5 Avaliar a dosagem de endoglina soltvel em pacientes pediatricos com LLA-B ao

diagndstico e comparar com controles.
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4 HIPOTESE

As variantes genéticas no gene da endoglina podem estar influenciando a expressédo
génica, podendo apresentar uma atividade regulatoria e impacto funcional no gene da
endoglina e, eventualmente, estar relacionado a uma maior predisposicdo para 0

desenvolvimento de leucemia linfoide aguda B pediatrica.
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

As causas da LLA, na maioria dos casos, sdo desconhecidas. As malignidades
hematoldgicas se desenvolvem como resultado de alteragdes genéticas e epigenéticas que se
acumulam nas células hematopoiéticas (JI-YOON NOH, 2020), como ocorre em muitos
eventos de céancer, sendo considerada uma condi¢do multifatorial, podendo incluir, além de

fatores genéticos, fatores imunoldgicos e ambientais (WIEMELS, 2012).

E postulado que diferentes agentes infecciosos, como virus e bactérias, induzem uma
resposta imune anormal ou desregulada em um individuo suscetivel, promovendo a LLA.
Além disso, a radiacdo ionizante é considerada uma exposi¢do causal estabelecida para LLA
na infancia (INABA, GREAVES E MULLIGHAN, 2013).

Outras condi¢Bes como a trissomia constitutiva 21 ou sindrome de Down em criangas
apresentam risco substancialmente elevado para LLA, cerca de 40 vezes na idade de 0 a 4
anos (HASLE, 2000). Do mesmo modo, sindromes de instabilidade cromossémica, tais como
Anemia de Fanconi e a Anemia de Bloom, também foram associadas a um maior risco de

desenvolver leucemias (SEIF, 2011).

5.1.1 Aspectos Gerais e Epidemiologia

A LLA é a neoplasia maligna mais comum em criangas e adolescentes até 19 anos de
idade, sendo responsavel por cerca de 25% de todos os canceres infantis. Aproximadamente
3.000 criangas e adolescentes de 1 a 19 anos séo diagnosticadas anualmente com LLA nos
Estados Unidos (WARD et al., 2014), sendo a incidéncia aproximadamente de 3,4 casos em
cada 100.000 criangas, apresentando um pico de incidéncia entre 2 e 5 anos de idade,
diminuindo entre adolescentes e adultos jovens (BELSON; KINGSLEY; HOLMES, 2007)

No Brasil, foi registrado um pico de incidéncia entre 2 e 10 anos, sendo maior aos 4
anos, mais comum da cor branca e no sexo masculino (MELO, 2008), sendo considerado o

cancer mais comum em criangas menores de 15 anos (INCA, 2020). A idade ¢é considerada
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como um fator progndstico importante na LLA, pois a sobrevida diminui progressivamente
entre bebés e adultos (INABA, GREAVES, e MULLIGHAN, 2013).

A LLA tem uma tendéncia a maior frequéncia em meninos do que em meninas, além
disso, meninas parecem ter um prognostico ligeiramente melhor do que meninos, o0 que parece
estar associado a ocorréncia de recidivas testiculares e risco aumentado de recidiva em MO e
sistema nervoso central (QUINTANILLA et al., 2003; GALLIONE et al., 2004). A incidéncia
anual da doenca difere marcadamente de acordo com a cor e 0 grupo étnico. Os Estados
Unidos tém revelado, nas Ultimas décadas, que em criancas negras e hispanicas com LLA, as
taxas de sobrevivéncia apresentam-se um pouco mais baixas do que aquelas em criancgas
brancas com LLA (KAHN et al., 2018).

Atualmente, a sobrevida de pacientes pediatricos com LLA tratados em paises de alta
renda excede 90% (INABA; GREAVES; E MULLIGHAN, 2013; PUI, NICHOLS, YANG,
2019), no geral, essa taxa € superior a 80% devido a terapia intensiva. O principal problema é
a recidiva, que ocorre em cerca de 20% das criancas com LLA, e o prognéstico desses
pacientes é ruim. A resposta precoce ao tratamento esta fortemente associada ao risco de
recorréncia, por isso € essencial estabelecer fatores progndsticos mais sensiveis (DELLA
STARZA et al., 2019).

A quimioterapia é administrada com base na classificacdo de risco estratificada,
conforme determinado por fatores clinicos, como idade (1-9,9 anos vs. <1 ou >10 anos) e
contagem de leucécitos ao diagnostico (<50 x 10° / L vs. > 50 x 10° / L); analise citogenética
e genbmica de células LLA; e avaliacdo da resposta com um ensaio de doenca residual
minima (DRM), que reflete a presenca de celulas leucémicas residuais sem evidéncia clinica
da doenca. Além disso, hd uma melhora substancial nos resultados para aqueles que tem
ajuste da dosagem com base em estudos farmacodinamicos e farmacogenémicos, otimizando

a quimioterapia convencional (INABA e PUI, 2021).

5.1.2 Classificagéo de LLA

Inicialmente, a LLA foi descrita pela classificacdo geral da leucemia aguda (LA) que
caracteriza quanto a linhagem hematopoiética (linfoide ou mieloide) predominantemente

envolvida no processo e quanto ao grau de maturidade dessas células (aguda ou crdnica),
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sendo divididas em quatro padrdes distintos: LLA, Leucemia Mieloide Aguda (LMA),
Leucemia Linfoide Cronica e Leucemia Mieloide Cronica (DESCHLER e LUBBERT, 2006).
Dentre eles, as LLAs apresentam uma grande relevancia clinica, uma vez que constituem a
principal causa de cancer em criancas e adolescentes, sendo 85% dos casos derivados de
linhagens de células B e 15% de linhagens de células T (PUI; ROBISON; LOOK, 2008).

Embora o grupo das leucemias seja altamente heterogéneo, a apresentagdo clinica dos
diferentes subtipos é semelhante. Inicialmente, o diagndstico das LAs era realizado apenas
através da analise morfologica e citoquimica. Posteriormente, surgiram novas técnicas como
imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular para a adequada classificacdo, que hoje
sdo indispensaveis para um diagnéstico diferencial entre elas, bem como a estratégia
terapéutica a ser utilizada (HAFERLACH et al., 2007).

De acordo com classificacdo Franco-Americano-Britanica, a LA € caracterizada pela
presenca de blastos perfazendo mais de 30% das células nucleadas da MO (BENNET et al.,
1976), enquanto que, pela classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a LA ¢
determinada pela contagem de 20% de blastos na MO. Além disso, a classificacdo da OMS
foi revisada em 2016, incorporando novos dados clinicos, progndsticos, morfologicos,
imunofenotipicos e genéticos (ARBER et al., 2016). Recentemente a classificagdo da OMS

foi alterada através da 5% edicdo com foco nas neoplasias linfoides, publicada em 2022.

5.1.4. Caracterizacdo Genética

Atualmente, o caridtipo dos blastos leucémicos é um dos fatores progndsticos mais
importantes, pois através da identificacdo de anormalidades genéticas pode-se incorporar
terapia molecular direcionada para reduzir o risco de recidiva, mostrando o grande impacto
genético na fisiopatologia da doenca. Na LLA-B, 0s subtipos gendmicos recorrentes sao
caracterizados por aneuploidia cromossdémica (alteragcbes numéricas), como hiperdiploidia
(>50 cromossomos) ou hipodiploidia (<44 cromossomos) e por rearranjos (alteracdes
estruturais): fusdo ETV6::RUNX1, fusdo TCF3::PBX1, fusdo BCR:ABL1 (cromossomo
Philadelphia), e rearranjo de KMT2A (MLL). Outras anormalidades genéticas recentemente
identificadas por analises gendmicas abrangentes incluem BCR-ABL1 semelhante,

amplificagdo intracromossdmica do cromossomo 21 (iIAMP21), rearranjos envolvendo o0s
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genes DUX4, ZNF384, MEF2D e NUTML1, alteracdo em PAX5 (PAX5alt) e ETV6-RUNX1-
semelhante (INABA e PUI, 2021).

Com base nas alteracdes genéticas, os casos de LLA podem ser classificados em trés
categorias: baixo, intermediario e alto risco (Tabela 1). No entanto, as alteracdes genéticas
podem ser combinadas com variaveis clinicas e a resposta a terapia para estratificar o risco

dos pacientes com LLA de células B em grupos de prognostico (TEACHEY e PUI, 2019).

Tabela 1 — Classificacdo das LLAs baseado nas alteracdes genéticas.

Risco Alteracgdes genéticas

Baixo risco ETV6-RUNX1, alta hiperdiploidia, DUX4r

Risco intermediario | TCF3-PBX1, iAMP21, PAX5alt, ZNF384r, NUTM1r

Hipodiploidia, BCR-ABL1, KMT2Ar, MEF2Dr, TCF3-HLF,

Alto risco BCR-ABL semelhante, ETV6-RUNX1 semelhante

Fonte: Adaptado de Inaba e Pui (2021).

Novos alvos terapéuticos para LLA sdo urgentemente necessarios e continuam sendo
um desafio clinico (INABA, GREAVES, E MULLIGHAN, 2013), uma vez que, apesar de
um significativo progresso no tratamento ter sido alcangado na Ultima década, ainda existem
casos refratarios, nos quais a segunda linha de quimioterapia tem um efeito fraco e raramente
resulta em aumento da sobrevida (DIAS et al., 2016; FARHADFAR E LITZOW, 2016).
Além disso, a identificacdo de novos marcadores progndésticos ndo apenas ajudara a aumentar
a precisdo da estratificacdo de risco dos pacientes, como também minimizara as chances de

recaida, otimizando a terapia nos estagios iniciais do tratamento (RASHED et al., 2019).

5.1.5 Variantes genéticas nas leucemias

As variantes genéticas que se referem a varia¢do de nucleotideo Unico (SNV, do inglés:
single nucleotide variation) que € a variacdo genética mais comum, ocorre aleatoriamente na
populacdo em geral e afeta um par de bases de nucleotideo na sequéncia de bases do genoma
(NIH, 2024). Esse tipo de alteracdo pode ter um impacto funcional no desenvolvimento de

leucemias e na resisténcia ao tratamento (INABA e PUI, 2021).
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As variantes genéticas em regifes ndo codificadoras, conhecidas como introns, e em
regides reguladoras, podem afetar a regulagéo transcricional e impedir a ligagéo de fatores de
transcricao, podendo interferir na expressdo génica e molecular da proteina (BERTOLINO et
al., 2005; CASTONGUAY et al., 2011). Dependendo de onde estdo localizados, as variantes
genéticas podem interferir na funcdo de um gene, afetando as vias metabdlicas (NIH, 2024).
Nesse sentido, uma série de estudos ja investigaram a associacdo de variantes genéticas e
LLA.

Um estudo pioneiro sugere que as variantes genéticas comuns de baixa penetrancia
(IKZF1-rs4132601, ARIDB5-rs708942, CEBPE-rs2239633) estdo associadas a LLA infantil,
em uma populacao europeia, e diminuiram a expressao de seus respectivos produtos. Os genes
identificados neste estudo estdo envolvidos na regulacdo transcricional e diferenciacdo de
progenitores de células B (PAPAEMMANUIL et al., 2009). Similarmente, ja foi demonstrado
uma correlagdo significante entre LLA e variantes genéticas nos genes da HLA-II (WU et al.
2017) e de MLAA-34 (LEI et al. 2017). Alem disso, séo relatados que variantes genéticas de
genes envolvidos com vias metabolicas dos agentes quimioterdpicos tém significados
prognosticos na LLA infantil (DAVIES, BHATIA, ROSS, et al., 2002; KRAJINOVIC,
COSTEA, CHIASSON, 2002), a exemplo de TPMT (SCHMIEGELOW et al., 2009),
NUDT15 (YANG et al., 2015) e CEP72 (DIOUF et al., 2015).

Estudos recentes, do nosso grupo (DOURADO et al., 2017; SAMPAIO, 2023) e outros
(CHAKACHIRO et al., 2013; COSIMATO et al., 2018; KAUER et al, 2019; POREBA et al,
2006; ELKHOLY et al. 2021) apontam sugestdes promissoras para novas Vias
complementares diagnésticas, prognosticas e terapéuticas para a LLA, sugerindo a endoglina

como um alvo a ser melhor explorado.

5.2 Endoglina

5.2.1 Descoberta da Endoglina

A endoglina, também conhecida como ENG ou cluster de diferenciacdo 105 (ENG,

CD105), e uma glicoproteina transmembranar expressa como um homodimero com peso final
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de 180 kDa (GOUGOS E LETARTE, 1988). Inicialmente a molécula de ENG foi identificada
em 1985 através do desenvolvimento de anticorpo monoclonal murino (mAb) 44G4 criado
para proteinas da superficie celular de uma linhagem de célula leucémica pré-B, denominada
HOON (QUACKENBUSH e LETARTE, 1985). Pesquisas subsequentes evidenciaram que 0
mAb 44G4 reage fortemente com as células endoteliais (ECs) de todos os tipos de vasos
sanguineos (QUACKENBUSH e LETARTE, 1985; GOUGOS E LETARTE, 1988). Dessa
forma, ENG foi amplamente descrita como constitutivamente expressa em ECs vasculares.
Através da ligacdo a ligantes da superfamilia TGF-p, ENG exerce papel crucial no processo
de angiogénese, remodelamento vascular e homeostase, participando do controle de diversos
processos celulares, como diferenciagdo, proliferacédo, inflamacdo e cicatrizacdo de feridas
(BERNABEU e LOPEZ-NOVOA, 2009; LOPEZ-NOVOA e BERNABEU, 2010; LI et al.,
2004; LEBRIN et al., 2004; ABDALLA e LETARTE, 2006).

5.2.2 Sinalizacao e Papel Fisiolédgico

Funcionalmente, o papel de ENG esta relacionado a sua atuacdo como integrante da
familia TGF-B (Cheifetz et al., 1992). Os integrantes de TGF-B compdem mais de 30
membros, formando um conjunto de citocinas multifuncionais, entre eles as isoformas de
TGF-B (1, 2 e 3), proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs), ativinas A, inibinas, nodal e
horménios anti-Milleriano (DERYNCK e MIYAZONO, 2008; MOUSTAKAS e HELDIN,
2005; WAKEFIELD e HILL, 2013) as quais atuam na proliferacdo, migracao, diferenciacéo e
apoptose (GORDON e BLOBE, 2008). Foi relatado que sete receptores TGFp tipo I
(TGFBRI: quinases semelhantes a activina, ALKs 1-7) e cinco receptores TGFp tipo II
(TGFBRII) sao expressos no genoma humano (HELDIN e MOUSTAKAS, 2016). A
endoglina juntamente com o B-glicano constituem os receptores tipo Ill, s&o co-receptores,
auxiliares ou acessorios de sinalizacdo (CHEIFETZ et al., 1992; LOPEZ-CASILLAS et al.,
1991; LETAMENDIA et al., 1998; BARBARA et al., 1999; LASTRES et al., 1996) que
agem regulando o acesso de TGF-B ao complexo heteromérico de receptores 1 e II,
modulando as respostas celulares (WRANA et al. 1992; BERNABEU et al.,, 2010;
GUERRERO-ESTEO et al., 2002).

ENG é regulada pela fosforilagdo através da interacdo com receptores TGF-f e aos
ligantes TGF-B1 e ao TGF-B3 em ECs humanas com elevada afinidade (Cheifetz et al., 1992).
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Foi demonstrado que ENG pode interagir direta e indiretamente com os diferentes membros
de TGF-B (BARBARA et al., 1999; CHEIFETZ et al., 1992; LETAMENDIA et al., 1998;
LASTRES et al.,, 1996; GUERRERO-ESTEO et al.,, 2002; LLORCA et al., 2007).
Especificamente, em associagdo com TGFBRII, ENG liga-se a TGFB1, TGFB3, activina-A,
BMP-2 e BMP-7, mas nédo se liga ao TGF-B2 (CHEIFETZ et al., 1992; BARBARA et al.,
1999; LETAMENDIA et al., 1998). Também foi demonstrado que ENG se liga diretamente a
BMPs 9 e 10 (ALT et al., 2012; CASTONGUAY et al., 2011), mediando uma resposta
aumentada de ALK1 a BMP-9 (MALLET et al., 2015).

Na via de sinalizacdo canbnica, 0 TGF-B pode ativar duas cascatas através da formacao
do complexo receptor (Figura 1). O ligante TGF-p se liga ao TGFBRII, que sdo serina /
treonina quinases constitutivamente ativas e transfosforila o TGFPRI, que por sua vez
transduz o sinal fosforilando o receptor-SMAD (R-SMAD) a downstream (LEBRIN et al.,
2004; WRANA et al., 1994; HELDIN e MOUSTAKAS, 2016). O envolvimento de diferentes
TGFBRI (ALKs) pode provocar a inducdo de diferentes R-SMADs, demonstrando efeitos
opostos (LEBRIN et al., 2004).

Essencialmente, o ligante de TGF-§ se liga ao TGFBRII, que recruta e ativa ALK5 na
auséncia de ENG, promovendo a fosforilagdo de Smad 2 / 3, regulando genes alvo envolvidos
na maturacdo dos vasos (Figura 1A). Enquanto que a presenca de ENG inibe a via ALKS5 e
promove o recrutamento e transfosforilacdo de ALK1, que subsequentemente fosforila Smad
1/ 5/ 8 resultando na regulacdo de genes alvo angiogénicos (Figura 1B) (LEBRIN et al.,
2004; LIU e PAUWEE, 2021).
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Figura 1 — Sinalizagdo canonica de endoglina.

Notas: (A) via candnica intermediada por ALK-5 na auséncia de ENG. (B) via intermediada por ALK1 na
presenca de ENG, a qual inibe a via ALK-5. Ha também a representacdo da clivagem de ENG por
metaloproteinase-14, liberando SENG que mantém a capacidade de se ligar ao BMP-9.

Fonte: Adaptado de Liu e Pauwee (2021).

E importante ressaltar que ALKS5 é a via relacionada com a inibicdo da proliferacdo e
migracdo celular, sendo o mediador predominante da sinalizacdo de TGF-B em ECs
quiescentes, enquanto o ALK1 promove essas respostas e € preferencialmente ativado durante
a angiogénese (LEBRIN et al., 2004; BERTOLINO et al., 2005).

5.2.3 Estrutura Molecular de Endoglina

A molécula de ENG é composta por 658 aminodacidos (aa), iniciando com um peptideo
sinal (residuos 1-25) e seguida por trés estruturas diferenciadas: um grande dominio
extracelular (ectodominio, 561 aa), uma regido transmembranar (25 aa) e uma pequena cauda
citoplasmatica de comprimento varidvel (CT, mais comum de 47 aa) (Figura 2) (GOUGOS E
LETARTE, 1990). A regido extracelular apresenta diferentes dominios: um extenso dominio
orfao (OR, do inglés orphan domain; residuos 26-362) e dois mddulos de Zona Pelucida (ZP;
residuos 363-561) (GOUGOS E LETARTE, 1990).
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—— Dominio transmembranar

—— Dominio citoplasmatico

Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura da endoglina homodimérica.

Nota: SP, peptideo sinal; OR, regido 6rfdo; ZP, zona pelicida; TM, dominio transmembranar; CT, dominio
citoplasmatico.

Fonte: Adaptado de Saito et al., 2017.

Estruturalmente, ENG pertence a familia ZP (médulos ZP-N e ZP-C), uma importante
regido para a polimerizacdo e interacdo de proteinas devido a disposicdo de residuos de
cisteinas conservadas (JOVINE; DARIE; LITSCHER, 2007; LLORCA et al.,, 2007),
implicando na homodimerizagdo e estabilidade da molécula (ABDALLA et al., 2006; SAITO
etal., 2017).

A estrutura de OR consiste em dois dominios entrelacados (OR1 e OR2, vide Figura 1)
apresentando ~18% de similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos (SAITO et al.,
2017). Essa estrutura apresenta residuos de cisteina que sdo alvos potenciais no envolvimento
de ligagdes intermoleculares ( LLORCA et al., 2007).

O terminal C na regido CT de ENG é rico em residuos de serina / treonina, importantes
substratos para fosforilagao por ALKS e TBRII (GUERRERO-ESTEO et al., 2002; LASTRES
et al. 1994; WRANA et al. 1992). Esse dominio CT interage também com proteinas Tctex2[3
(MENG et al, 2006), B-arrestina2 (LEE e BLOBE 2007), Zyxin e ZRP-1 (KOLEVA et
al.,2006) e supde-se que através dessas ligacdes, ENG pode mediar adesdo e migragéo celular,
transporte de proteina via vesiculas endociticas e rearranjos de actina F, participando na
reorganizacéo do citoesqueleto (PEREZ-GOMEZ et al., 2010).
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A ENG mais predominante é a L-Endoglina (do inglés: Large Endoglin) que apresenta
uma variante de splicing alternativo, a S-Endoglina (do inglés: Small Endoglin). Essa variante
evidencia um Terminal C encurtado (14 aa) devido retencéo do intron 14 (Figura 3) (PEREZ-
GOMEZ et al., 2010; BELLON et al., 1993). Ambas isoformas ja foram relatadas como
expressas na membrana plasmatica em células mieloides, endotélio e placenta (BELLON et
al., 93). A S-Endoglina ndo apresenta residuos importantes de fosforilacdo por TBRII e TBRI
(ALK1 e ALKD5) (Figura 3) e parece ser induzida durante a senescéncia endotelial, com acéo
antiangiogénica, o que pode culminar em patologia vascular dependente da idade (LEBRIN et
al., 2004).

L-endoglina S-endoglina

| |

el Intron 14 traduzido

TBRII ————» S634 /3635
TRRI(ALK1) ———» T640
TBRI (ALKS) ————» S646 / 5649

TBRI (ALK1) — % T654

Dominio PDZ

o

Hls]

B
L-endoglina Humanz 607-658: YIYSHTRSPSKREPVVAVAAPASSESSSTNHSIGSTQSTPCSTSSMA
Murina  B07-653: YIYSHTRGPSKREPVVAVAAPASSESSSTNHSIGSTOSTPCSTSSMA
S-endoglina Humana 607-625: ¥IYSHTREYPRPPO,
Murina 07-641: YIYSHTREYPKPPPHSHSKRSGPVHTTPGHTQWSL

Figura 3 — Estruturas do dominio citoplasmatico das isoformas de endoglina.

Nota: (A) Representacdo esquematica do dominio citoplasmatico de isoformas de endoglina humana. Setas
representam locais de interacdo receptores TGF-B. (B) Sequéncia peptidica do dominio citoplasmatico de
isoformas de endoglina humana e murina; em azul estdo representados os residuos fosforilados, em laranja os
residuos do dominio PDZ e em sublinhado os aminoacidos em comum em L-endoglina nas espécies de humano
e murino.

Fonte: Adaptado de Almeida (dissertacéo, 2019).

A ENG possui uma forma solavel (SENG) (Figura 4), circulante de ectodominio

(residuos 1-586; 65 kDa) que pode formar complexos heteroméricos com integrantes TGF-B,
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atuando negativamente, com efeito antiangiogénico e apresentando papel importante na
atividade pro-inflamatéria (VENKATESHA ET AL., 2006; GALLARDO-VARA et al., 2018;
ARISTORENA et al., 2019; VAREJCKOVA et al., 2017). O derramamento de SENG ocorre
sob certas condices fisiologicas como inflamacéo, lesdo endotelial, bem como na presenca
de fator de necrose tumoral-a (TNF-o) e anticorpos anti-endoglina (LOPEZ-NOVOA e
BERNABEU, 2010; GALLARDO-VARA et al., 2018; ARISTORENA et al., 2019), tendo
seus niveis plasmaticos aumentados em condicgdes fisiopatologicas envolvendo o endotélio
como na pré-eclampsia (VENKATESHA et al., 2006; GREGORY et al., 2014); cancer e
metastase (HAWINKELS et al., 2010; LI et al., 2000); doencas relacionadas a inflamacéo
(BLAZQUEZ-MEDELA et al., 2010; HONSAWEK; TANAVALEE; YUKTANANDANA,
2009); e mais recentemente em leucemias agudas (DOURADO et al., 2017), representando

um potencial biomarcador para essas patologias.

SENG N T eefTOTO R cT
S-endoglina  NT s o161 0 Nl Ve /51T EYPRPPQ cT

: @ 0o 8]
L-endoglina  NT e s L e /51 TR SPSKREPVAYAAPASSESSSTNHSIGSTQSTPCSTSSMA  CT

Figura 4 — Estrutura esquematica das isoformas de endoglina.

Notas: Endoglina soltvel (SENG), isoforma curta (S-endoglina) e isoforma longa (L-endoglina). Dominios
relevantes como ectodominio (ECD), dominio transmembranar (TB) e citoplasmatico (CT) e sitios de
fosforilagdo por TGF-BII e ALK1 indicados na isoforma longa (P).

Fonte: Adaptado de JENG et al., 2021.

5.2.4 Expressao de Endoglina

ENG é reconhecidamente expressa em ECs vasculares, sendo regulada positivamente
em tecidos submetidos a angiogénese, como em tecidos em regeneracao e inflamados, ou em
tumores (FONSATTI et al., 2003; JERKIC et al., 2006; LOPEZ-NOVOA e BERNABEU,
2010). Ja a inibicdo de ENG prejudica o processo de angiogénese (LI et al., 2000), sendo

considerada um bom alvo para normalizagéo vascular.

Foi evidenciado que camundongos nulos para ENG (ENG ) morrem na gestagio
(E10-11.5) devido a angiogénese defeituosa e graves anormalidades cardiovasculares. Em
contrapartida, camundongos ENG heterozigotos (ENG *) apresentam uma vida Gtil normal
(BOURDEAU; DUMONT; LETARTE, 1999; LI et al., 1999; ARTHUR et al., 2000). Em

humanos, a haploinsuficiéncia de ENG (ENG *) é responsavel por um dos tipos mais comuns
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de telangiectasia hemorrégica hereditaria (HHT), a HHT do tipo 1, j& tendo sido associada ao
aumento de permeabilidade vascular devido fragilidade da barreira epitelial (ANDERBERG
etal., 2013).

A expressdo elevada e seletiva de ENG em vasos sanguineos recém-formados em
tumores solidos destacou ENG como um indicador prognoéstico desfavoravel (ROSEN et
al., 2014; PAAUWE; TEN DIJKE; HAWINKELS, 2013). Foi constatado que as alteracGes na
estrutura da vasculatura devido ao aumento de expressao de ENG leva a falta de estabilizacéo
e maturacdo dos vasos, facilitando o intravasamento e a metastase das células tumorais (JAIN
e MARTIN 2014; REYMOND ¢ D’AGUA 2013). Diante disto, um anticorpo monoclonal
especifico para ENG, o TRC105, foi desenvolvido como terapia anti-angiogénica e testado
em estudos de até fase 11 para tumores sélidos. Recentemente os estudos foram interrompidos
devido ndo apresentar resultados significativamente eficazes (AHLUWALIA et al., 2023;
JONES et al., 2021).

Para além da angiogénese no endotélio, foi demonstrado que ENG apresenta um papel
importante na hematopoiese, atuando como um marcador funcional que define e permite o
enriquecimento de um subgrupo de HSCs (HSCs, do inglés hematopoietic stem cells) de
repovoamento de longo prazo (LTR HSCs, do inglés long term repopulation) que sao
ENG+ CD34+ (BORGES, 2019; CHEN et al., 2002; PIERELLI et al., 2000). Esses achados
trazem luz sobre sua participacdo na imunidade inata e adaptativa, demonstrando um papel
importante em outros processos, como a regulacdo da resposta imune, tema explorado em
artigos de revisdo recentes (OLLAURI-IBANEZ; AYUSO-INIGO; PERICACHO, 2021;
SCHOONDERWOERD; GOUMANS; HAWINKELS, 2020).

5.2.5 Endoglina no contexto das Malignidades Hematoldgicas

No contexto das neoplasias hematopoiéticas, ENG foi investigado nas sindromes
mielodisplasicas (SMD) e leucemias. Na SMD, o CD105 apresentou maior expressdao em
eritroblastos em comparagdo com controles patologicos e saudaveis (P <0.001). O estudo
aponta ainda o uso de ENG na investigacdo diagnostica para SMD (DELLA PORTA et al.,
2006).
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Nas LMAs, Fonsatti et al. (2001) mostrou que ENG foi expresso em 47% dos casos
(Fonsatti et al., 2001). Em um grande estudo de analise citométrica, Cosimato et al. (2018)
encontrou positividade para CD105 em 36,9% dos blastos em 246 de 666 casos de LMA,
principalmente nos subtipos mais imaturos (COSIMATO et al., 2018). Ja& em um estudo
baseado em analises de imunohistoquimica, ENG foi encontrada expressa em 24% dos casos
de forma varidvel (de 11% a 100%) na medula de 119 pacientes com LMA de diferentes
subtipos (CHAKACHIRO et al, 2013). Uma expressao consideravel foi observada por
citometria de fluxo em 92% (57/62) dos pacientes analisados com LMA, tendo sido associada
a resultados desfavoraveis e falhas de resposta a quimioterapia (KAUER et al., 2019). Os
autores indicam ENG como marcador prognéstico na LMA, sugerindo que o aumento de
angiogénese da uma melhor chance de sobrevivéncia de células malignas com aumento do
risco de DRM (KAUER et al., 2019). Além disso, XU et al. (2017) sugeriram que a
resisténcia a terapia intensiva pode ser explicada pela presenca de transportadores de
resisténcia a maltiplas drogas induzidos pelo fator 1 alfa induzivel por hipoxia, HIF1la, em
células blasticas ENG+ com LMA alta (XU et al., 2017).

Na LLA, ENG apresentou expressdo em 82% das LLA-B, e em 7% de LLA de origem
de células T (LLA-T) (FONSATTI et al., 2001). A expressdo de ENG na LLA foi mais
consistente em linhagens mais imaturas, como em LLA Prd-B (77% dos casos), LLA-B de
tipo comum (84% dos casos) e LLA Pré-T (27% dos casos). Ja os subtipos maduros das
linhagens B e T ndo expressaram ENG (FONSATTI et al, 2001). A expressdo
imunofenotipica de ENG foi relatada por Cosimato et al. (2018) em 68,4% dos casos (230 de
336) de LLA, principalmente nos casos de LLA-B, apresentando 81,8% de expressdo nos
subtipos mais imaturos em grupos de alto e muito alto risco (COSIMATO et al., 2018).
Também foi relatada expressdo de ENG associada a maior taxa de falha de inducédo
(ELKHOLY et al., 2021), tendo sido associada a pior prognéstico (CATCHPOOLE et al.,
2007). Esses dados indicam que informacGes adequadas sobre o impacto prognostico na LLA-

B ainda merecem uma avaliagdo mais aprofundada.

No estudo de nosso grupo, Dourado et al. (DOURADO et al., 2017) demonstraram, em
um modelo de xenoenxerto, que blastos ENG+ apresentam maior atividade leucemogénica em
comparagdo com sua contraparte negativa. Este artigo também mostrou que o direcionamento
de células blasticas in vivo com 0 mAb TRC105 preveniu o enxerto de células LMA em

camundongos e inibiu a progressdo da leucemia apds o estabelecimento da doenga. Na LLA-
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B, mesmo na presenca de derramamento de antigeno, o TRC105 atuou em sinergia com
quimioterapia de baixa intensidade na inibi¢do do crescimento da leucemia (DOURADO et
al., 2017).

Um recente estudo brasileiro desenvolvido por Sampaio (2023) demonstrou a expressao
positiva de ENG em na maioria dos casos diagnosticados com LLA-B. Os achados revelaram,
pela primeira vez, que a expressdo de ENG em hematogOnias pode estar relacionada ao
processo de diferenciacdo normal de células B, tanto em pacientes com DRM positiva quanto
negativa, indicando a possibilidade do uso de ENG na identificacdo de blastos leucémicos.
Esse estudo sugere que ENG possa ser utilizado para correlacdo da intensidade de expresséo
diferencial entre as células doentes. Esses dados sdo priméarios, mas trazem novas informacdes
gue podem contribuir tanto para o diagnostico como ao prognostico das LLA-B (SAMPAIQ,
2023).

Com base nos resultados desses estudos prévios, se faz necessério aprofundar no
entendimento de como fatores genéticos podem influenciar a expressdo de ENG, podendo
apresentar uma atividade regulatéria e impacto funcional no gene da endoglina (ENG) e,
ocasionalmente estar relacionado ao desenvolvimento e progressdo de doencas associadas a

expressdo deste receptor, como é o caso da LLA-B.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Populacéo de Estudo

O estudo de caso-controle incluiu uma amostra de conveniéncia de 117 criangas nédo
aparentadas com idade de 1 a 13 anos. O grupo controle foi composto por 90 criangas
provenientes do projeto Programa Social Change, Asthma and Allergy in Latin America
(SCAALA), uma coorte brasileira (BARRETO et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2011), e 0

grupo de casos compreendeu 27 criangas recém-diagnosticadas com LLA-B.

A populacdo do SCAALA compreendeu 1309 criangas entre 4 e 11 anos, sem grau de
parentesco. Para este trabalho, foram extraidas, aleatoriamente e sem pareamento,
informagdes de 90 individuos que compunham o grupo controle do banco imputado do
projeto SCAALA. O desenho do estudo ja foi relatado em outros trabalhos (BARRETO et al.,
2006; FIGUEIREDO et al., 2011).

Para os casos, foram incluidas amostras de pacientes com LLA-B com idade igual ou
inferior a 13 anos, provenientes majoritariamente do Hospital Martagdo Gesteira (HMG, 21
casos), seguido do Hospital Aristides Maltez/Liga Bahiana Contra o Cancer (HAM/LBCC, 5
casos), ambos localizados no municipio de Salvador, e do Hospital Manoel Novaes (HMN, 1
caso) no municipio de Itabuna. Os hospitais ficam localizados no estado da Bahia, Brasil. As
amostras foram coletadas no periodo de agosto de 2021 a junho de 2023.

O diagndstico de LLA tem como base o que é preconizado pela Organizacdo Mundial
da Saude (ARBER et al., 2016; STEVEN et al., 2017). O critério de diagndstico considera a
apresentacdo clinica, o hemograma completo, os esfregacos morfoldgicos e citoquimicos, e
confirmado através das analises da porcentagem de blastos na MO e no SP através da técnica
de citometria de fluxo, procedimento padrdo no diagndéstico clinico desta patologia (ARBER
etal., 2016; STEVEN et al., 2017).

Foram obtidos, para o grupo de casos deste estudo, dados clinicos, demogréaficos e
laboratoriais, como: idade, sexo, data de nascimento, tipo de amostra utilizada no diagndstico,
percentual de blastos leucémicos, leucometria, concentracdo de enzima lactato desidrogenase

(LDH; um conhecido marcador de progressdo em neoplasias hematolégicas), contagem de
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plaquetas, idade ao inicio do tratamento, diagndstico imunofenotipico, citogenética, sorologia,
tratamento, exame do liquido cefalorraquidiano (LCR).

A estratificacdo de risco foi feita de acordo com os critérios do National Cancer
Institute (NCI) através da idade e apresentacdo de contagem de leucocitos ao diagnostico
(SMITH et al., 1996). Os casos foram classificados em grupo de risco padrdo (baixo)
(criancas de 1 ano a <10 anos com leucdcitos <50.000/uL no momento do diagndstico) e
grupo de alto risco (criangas com idade >10 anos e/ou criangas com leucocitos >50.000/uL no

momento do diagnostico) (SMITH et al., 1996).

Foram utilizados como critérios de ndo inclusdo para ambos 0s grupos: presencga
concomitante de outras doencas consideradas graves, como: HIV1-2, HTLV, LuUpus
Eritematoso  Sistémico, sindromes genéticas (ex.. Down, Fanconi, Bloom) e
neurofibromatose. Como critérios de exclusdo para os casos, foram consideradas as amostras
insuficientes ou com baixa qualidade de material genético e diagndstico inconclusivo para
LLA-B ou positivo para outro fen6tipo. Foram excluidos 2 pacientes que tiveram diagndstico
para LMA e LLA-T. Um paciente foi transferido para outro estado, assim, somente seus

dados e sua amostra coletados inicialmente foram considerados para as analises.

6.2 Extracéo de Acido Desoxirribonucleico (DNA), quantificacio e genotipagem

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue coletadas em tubos com
EDTA de MO e SP de acordo com o protocolo do kit Pure Link Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen). Todas as amostras extraidas foram uniformizadas em uma concentracdo de 100

ng/uL e armazenadas a -30°C.

A quantificacdo fotométrica do DNA foi realizada apds os processos de extracdo atraves
da leitura no espectrofotbmetro NanoDrop Lite Spectrophotometer 2000/2000c (Thermo
Fisher Scientific). A mensuracdo da quantidade de DNA obtida das amostras foi realizada
utilizando 2 pL. A unidade de concentracdo foi dada em ng/uL, sob absorbancia medida & 260
nm. Para verificar a pureza das amostras, foram utilizados nimeros préximos a 1,8, como

valores de referéncia da razdo dos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm.
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A genotipagem foi realizada em PCR de tempo real no equipamento QuantStudio 12K
(Applied Biosystems) utilizando sondas comerciais TagMan (Thermo Fisher Scientific) para
as variantes genéticas rs11545664 (ID do ensaio: C_192035372_10), rs35400405 (ID do
ensaio: C_25592395 10) e rs7865146 (ID do ensaio: C_3130534_30).

As variantes genéticas foram selecionadas de acordo com a frequéncia do menor alelo
(do inglés, minor allele frequency — MAF) (> 5%) para a populacdo de Salvador descrita no
projeto SCAALA (BARRETO et al.,, 2006; FIGUEIREDO et al., 2011); pela posicdo de
interesse; dados de anotacdo de potencial regulatério consultado através do banco de dados

RegulomeDB (v2.2; dbSNP 153; www.regulomedb.org); e através de busca na literatura.

6.3 Extracéo de Acido Ribonucleico (RNA) e sintese de DNA complementar (cDNA)

Aliquotas de 0,5 mL de buffy coat foram obtidas das amostras de MO e armazenadas
em 1,0 mL de reagente: primeiramente em RNAlater (Ambion; amostras ENG 01-04) e,
posteriormente, foi adquirido o reagente TRIzol Reagent (Invitrogen; amostras ENG 05-30).
As amostras foram mantidas congeladas a -80 °C até que 0os RNAs totais fossem preparados
usando o kit Pure Link RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) conforme as recomendacdes

do fabricante.

O RNA extraido foi submetido a quantificacdo fotométrica em NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific) utilizando 2 pL de cada amostra. A concentracdo foi expressa em
ng/ul, determinada pela absorbancia medida a 260 nm. Na avaliacdo da pureza, utilizamos
como referéncia uma relacdo ideal entre as absorbancias a 260 nm e 280 nm, geralmente entre
1,8 e 2,0. Apenas as amostras com quantificacdo e qualidade satisfatdrias foram selecionadas

para a sintese do cDNA.

Para sintese de cDNA, 500 ng de RNA foram submetidos a transcri¢do reversa em no
maximo 13 pL (volumes abaixo foram completados com agua DEPC), utilizando 2 pL de
Oligo(dT) e dNTP de SuperScript IV Master Mix (Invitrogen) de acordo com as instrucdes do
fabricante. A mistura foi homogeneizada e levada ao termociclador ProFlex PCR System
(Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢bes: 65°C por 5 minutos, 50-55°C por 10

minutos, e 80°C por 10 minutos.
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6.4 Quantificacdo génica por PCR quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)

Com os cDNAs funcionantes, foi iniciado o procedimento para quantificacdo dos niveis
de expressdo génica através de RT-gPCR no equipamento QuantStudio 12K Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), e as informacbes foram
processadas pelo programa QuantStudio Real-Time PCR versdo 1.2 (Applied Biosystems).

As sondas comerciais TagMan (Thermo Fisher), rs11545664 (ID do ensaio:
C_192035372_10), rs35400405 (ID do ensaio: C_25592395 10) e rs7865146 (ID do ensaio:
C_3130534_30) foram utilizadas para a detec¢do dos genes ENG e g-actina (ACTB, gene de
referéncia). Cada RT-PCR foi realizada com 20 ng de amostra de cDNA em 5 ul de
MasterMix Rox (Applied Biosystems), 0,5 uL da respectiva mistura de primer e &gua DEPC

em quantidade suficiente para 10 pL.

Um experimento de validacéo foi realizado para verificar as eficiéncias dos genes-alvo e
controle (Figura 5). A amplificacdo de todas as amostras apresentou a mesma eficiéncia para a
quantificacdo exata de dados de RT-PCR. Uma curva de dilui¢do seriada, comegando com 30
ng de cDNA do grupo controle, foi utilizada. Os valores médios do ciclo de deteccdo (cycle
threshold, Ct) foram tragados em relacdo a concentracdo logaritmica da respectiva diluig&o.
Os valores da regressao linear aplicados a essa curva foram também obtidos. As eficiéncias de

amplificacdo (E = 10°(-1/slope)™?) foram préximos de 1,0 (Figura 5).

A quantificagdo dos niveis de expressdo génica relativa foi realizada usando o metodo
comparativo Ct (AACt), como previamente descrito (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).

A ACTB y=-4,0911x + 25,248 B ENG V= 3.3788x+ 33,43
R? = 0,9985 R? = 0,8682
30,000 33,000
’ 24,130 4 31,999
22,974
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S o | T e @, ] ‘ol °
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@ 10,000 o 29,000 28,049
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Figura 5 — Variacdo linear de amplificacdo conforme o numero de copias de DNA obtidas
pela RT-PCR e eficiéncia para os genes (A) ACTB e (B) ENG.
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6.5 Analises Funcionais In Silico

Anélises para investigar o impacto das variantes na expressdo genética de ENG em
sangue total foram realizadas através do banco de dados GTEx Project (GTEx Analysis
Release V8 em www.gtexportal.org/home/). Essa plataforma permite identificar eQTL de

acordo com um genotipo e expressao relativa do gene.

Foi utilizado o recurso Haploreg (v4.2) para explorar estados de cromatina,
conservagdo e alteragdes de motivos regulatorios. Essa ferramenta utiliza dados do Projeto
1000 Genomas, Roadmap Epigenomics e ENCODE, conservacdo de sequéncia em
mamiferos, o efeito de variantes genéticas em motivos regulatorios e na expressao de
estudos eQTL (WARD e KELLIS, 2012).

6.6 Dosagem de Endoglina Soluvel

Para determinar os niveis circulantes de SENG, foram obtidas 26 aliquotas de plasma
viaveis de amostras de sangue venoso doadas pelos pacientes com LLA-B e armazenadas a -
20°C até o uso. Para os controles, foram utilizadas amostras de plasmas congeladas a -30°C
do projeto SCAALA. Posteriormente, a concentracdo de SENG foi mensurada através de
ensaio, utilizando o kit MILLIPLEX® (Merck, Darmstadt, Alemanha) e analito com esferas
(beads) magnéticas para ENG (HAGP1MAG-12K-01, Merck), e seguindo as instrugcdes do
fabricante.

Resumidamente, um total de 25 pL de beads magnéticas foi colocado em uma placa de
96 pocos. As beads foram entdo lavadas uma vez com o tampéo de lavagem fornecido pelo
fabricante, e as amostras foram transferidas para cada po¢o. Uma diluicéo seriada dos padrdes
foi realizada e colocada nos pogos apropriados. A placa foi incubada durante a noite a 4°C. As
beads foram lavadas trés vezes com o tampdo de lavagem, e o anticorpo de deteccdo foi
adicionado e incubado por 1 hora. As beads foram novamente lavadas, seguidas pela adigéo
de 25 uL de Estreptavidina-Ficoeritrina (PE) a cada poco. Apoés lavar as beads trés vezes com

o tampéo de lavagem, elas foram ressuspendidas no tampao de leitura e agitadas por 5 min.

O ensaio foi realizado na plataforma Luminex MAGPIX® (Life Technology, Carlsbad,
California, EUA) através do software de andlise XPONENT® (v.4.2.1324.0, Luminex
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Corporation). Uma férmula de regressdo 5-PL foi utilizada para as concentragdes das
amostras a partir das curvas padréo. Os resultados foram expressos em pg/ml.

6.7 Estratégia estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov a fim de
verificar a normalidade da distribuicdo das varidveis. As comparacfes entre grupos para
variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste % e exato de Fisher. O teste Mann Whitney
foi utilizado na comparacdo dos dois grupos de variaveis quantitativas com distribuicdo nédo
normal. Para varidveis quantitativas com mais de dois grupos e com distribuicdo ndo normal,
foi utilizado o teste de Kruskal Wallis e, para distribuicdo normal foi utilizada a analise
ANOVA. Os graficos foram produzidos no software estatistico STATA 8.2 (StataCorp LP,
College Station, TX, USA). Os valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente
significantes. Foi utilizado o GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software,

San Diego California USA, www.graphpad.com na geracgao dos gréaficos.

6.8 Aspectos éticos

O estudo prospectivo esta de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP-ICS-UFBA), com aprovacao em
abril/2019, CAAE numero 03826318.2.0000.5662. Para os dados do projeto SCAALA foi
aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal da Bahia (registro 003-05/CEP-ICS) e
pelo Comité Nacional de Etica de Pesquisa do Brasil (CONEP, resolucdo nimero
15 895/2011). Os pacientes foram incluidos no estudo apds assinatura do termo de

consentimento pelo responsavel legal da crianca.
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7. RESULTADOS

7.1 Manuscrito 1 - Endoglina: Analise de Variantes Genéticas e Expressdo Génica no
contexto da Leucemia Linfoblastica Aguda de células B Pediatrica

Yasmim Cristina Ferreira de Almeida Siqueira®, Louise Correia de Limal, Raisa Santos
Coelho?, Bruno de Almeida Lopes?, Keina Maciele Campos Dourado?, Camila Alexandrina

Figueiredo!

AfiliacOes
! Instituto de Ciéncias da Salde, Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Brasil.

2 Genetics of Acute Leukaemia Laboratory (GenLAb), Research and Innovation Coordination,
Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro, Brasil.

7.1.1 Introducéo

A endoglina (ENG, CD105) € um correceptor integrante da familia do fator
transformador de crescimento B (TGF-f) amplamente descrita como um poderoso marcador
de angiogénese, estando envolvida em processos patoldgicos vasculares e na progressao
tumoral (FONSATTI et al., 2001). Seu uso tem sido proposto para imagem e prognostico
tumoral, bem como sugere potencial terapéutico em pacientes com tumores sélidos e outras
doencas neoplasicas que apresentam aumento da angiogénese (CHAKACHIRO et al., 2013).
Apesar da expressdo de ENG ter sido bastante explorada no contexto de tumores sélidos e
angiogénese, s6 mais recentemente comecgou a ser mais amplamente estudada nas neoplasias

hematopoiéticas.

A MO, localizada no centro da maioria dos 0ssos longos, abriga grande quantidade de
células-tronco hematopoiéticas (HSC) que sdo responsaveis por reabastecer constantemente
todos os tipos celulares. As HSCs de longo prazo (HSC-LT) sdo um subgrupo que expressam
0 CD105 (CHEN et al., 2002). Nesse tipo celular, o CD105 parece atuar como um mediador
que afeta a quiescéncia e permite o repovoamento a longo prazo, cruciais para a manutencéo
do conjunto de HSC (BORGES et al., 2019).
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A expressdo do CD105 ja foi relatada na sindrome mielodisplasica (DELLA PORTA et
al., 2006), na leucemia linfoide aguda (LLA) (FONSATTI et al, 2001; CATCHPOOLE et al.
2007; DOURADO et al, 2017; COSIMATO et al. 2018, POREBA et al., 2006; ELKHOLY et
al., 2021) e na leucemia mieloide aguda (LMA) (CHAKACHIRO et al, 2013; DOURADO et
al, 2017; COSIMATO et al., 2018; KAUER et al, 2019; XU et al., 2017). Através de estudos
morfolégicos e imunofenotipicos é estabelecido que, os subtipos celulares mais imaturos
apresentem expressdo constitutiva do CD105, embora essa expressdo esteja ausente em
subtipos mais diferenciados (FONSATTI et al., 2001).

Um estudo do nosso grupo desenvolvido por Dourado et al. (2017), revelou pela
primeira vez que a expressdo de ENG tem um papel crucial no desenvolvimento da leucemia
aguda (LA) (DOURADO et al., 2017). Interessantemente, esse estudo revelou que o bloqueio
da ENG em um modelo in vivo utilizando o anticorpo monoclonal TRC105, inibiu a
progressao da leucemia apo6s o estabelecimento da doenga em LMA, mas ndao em LLA. Na
LLA o TRC105 sozinho foi ineficaz devido a uma maior secre¢cdo de SENG. Contudo, quando
combinado com quimioterapia padrdo, a inibicdo da progressdo da doenca foi potencializada,
indicando que o TRC105 pode representar uma nova opcdo terapéutica para as LAS
(DOURADO et al., 2017).

Aliado a esses dados, achados recentes do nosso grupo, liderado por Sampaio (2023)
também apontam sugestBes promissoras para novas vias complementares de diagnostico e
prognostico para a LLA-B. Tomados esses resultados em conjunto, sugere-se ENG como um
alvo a ser melhor explorado. Assim, considerando que ENG atua como um importante
regulador dos estagios iniciais da especificacdo dos hemangioblastos e do comprometimento
hematopoiético (PERLINGEIRO, 2007), o presente trabalho teve como objetivo analisar, em
um estudo de caso-controle, a expressao génica e o impacto funcional de variantes genéticas

no gene ENG em pacientes pediatricos com LLA-B.

7.1.2 Material e Métodos

7.1.2.1 Populagdo e Desenho do Estudo
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Este estudo incluiu 117 criangas com idade de 1 a 13 anos. O grupo controle
compreendeu 90 criancas do projeto Programa Social Change, Asthma and Allergy in Latin
America (SCAALA), uma coorte brasileira (BARRETO et al., 2006; FIGUEIREDO et al.,
2011), e o grupo de casos compreendeu 27 criancas recém-diagnosticadas com LLA-B. O
projeto SCAALA foi aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal da Bahia
(registro 003-05/CEP-ICS), e pelo Comité Nacional de Etica de Pesquisa do Brasil (CONEP,
resolucdo nlimero 15 895/2011). O estudo prospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal da Bahia (CAAE numero 03826318.2.0000.5662/CEP-
ICS). Os pacientes foram incluidos no estudo apds assinatura do termo de consentimento pelo
responsavel legal da crianca.

A populacdo do SCAALA compreendeu 1309 criangas entre 4 e 11 anos, sem grau de
parentesco. Para este trabalho foram extraidas, aleatoriamente e sem pareamento, informacdes
de 90 individuos que compunham o grupo controle do banco imputado do projeto SCAALA.
O desenho do estudo ja foi relatado em outros trabalhos (BARRETO et al., 2006;
FIGUEIREDO et al., 2011).

Para os casos, foram incluidas amostras de pacientes com LLA-B com idade igual ou
inferior a 13 anos, provenientes majoritariamente do Hospital Martagdo Gesteira (HMG, 21
casos), seguido do Hospital Aristides Maltez/Liga Bahiana Contra o Cancer (HAM/LBCC, 5
casos), ambos localizados em Salvador, e do Hospital Manoel Novaes (HMN, 1 caso)
localizado em Itabuna. Todos os hospitais ficam localizados no estado da Bahia, Brasil. As

amostras foram coletadas no periodo de agosto de 2021 a junho de 2023.

Foram obtidos, para o grupo de casos deste estudo, dados clinicos, demograficos e
laboratoriais, como: idade, sexo, data de nascimento, tipo de amostra utilizada no diagnéstico,
percentual de blastos leucémicos, leucometria, LDH, contagem de plaquetas, idade do inicio
do tratamento, diagnostico imunofenotipico, citogenética, sorologia, tratamento, exame do

liquido cefalorraquidiano (LCR).

A estratificacdo de risco foi feita de acordo com os critérios do National Cancer
Institute (NCI), atraves da idade e apresentacdo de contagem de leucdcitos ao diagnostico
(SMITH et al., 1996). Os casos foram classificados em grupo de risco padrdo (baixo)

(criancas de 1 ano a <10 anos com leucdécitos <50.000/pL no momento do diagndstico) e
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grupo de alto risco (criangas com idade >10 anos e/ou criangas com leucocitos >50.000/uL no
momento do diagnéstico) (SMITH et al., 1996).

Foram utilizados como critérios de ndo inclusdo para ambos 0s grupos: presenca
concomitante de outras doencas consideradas graves, como: HIV1-2, HTLV, Lupus
Eritematoso  Sistémico, sindromes genéticas (ex.: Down, Fanconi, Bloom) e
neurofibromatose. Para os casos, foram consideradas como critérios de excluséo as amostras
insuficientes ou com baixa qualidade de material genético e diagnostico inconclusivo para
LLA-B ou positivo para outro fenétipo. Foram excluidos 2 pacientes que tiveram diagndstico
para LMA e LLA-T. Um paciente foi transferido para outro estado, assim, somente seus
dados e amostra coletados inicialmente foram considerados para as analises.

7.2.1.2 Extragdo de DNA e genotipagem

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de MO e SP coletadas em tubos
com EDTA de acordo com o protocolo do kit Pure Link Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen).
Todas as amostras extraidas foram uniformizadas a concentragao de 100 ng/uL e armazenadas
a -30°C. A genotipagem foi realizada em PCR de tempo real em no equipamento QuantStudio
12K Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems), utilizando sondas comerciais TagMan
(Thermo Fisher Scientific) para as variantes genéticas rs11545664 (ID do ensaio:
C_192035372_10), rs35400405 (ID do ensaio: C_25592395 10) e rs7865146 (ID do ensaio:
C_3130534_30).

As variantes genéticas foram selecionadas de acordo com o MAF (> 5%) para a
populacdo de Salvador descrito no projeto SCAALA (BARRETO et al., 2006; FIGUEIREDO
et al., 2011); pela posicdo de interesse; dados de anotacdo de potencial regulatério consultado
através do banco de dados RegulomeDB (v2.2; dbSNP 153; www.regulomedb.org); e através

de busca na literatura.

7.2.1.3 Extragdo de RNA e sintese de cDNA
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Aliquotas de 0,5 mL de buffy coat obtidas das amostras de MO foram armazenadas em
1,0 mL de reagente RNAlater (Ambion; amostras ENG 01-04) e TRIzol Reagent (Invitrogen;
amostras ENG 05-30), e foram mantidas congeladas a -80 °C. Os RNAs totais foram
preparados usando o kit Pure Link RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), conforme as
recomendacdes do fabricante. Em seguida, foi feita a sintese de cDNA a partir da transcri¢do
reversa de 500 ng de RNA em no maximo 13 pL, utilizando 2 pL de Oligo(dT) e dNTP de
SuperScript 1V Master Mix (Invitrogen) de acordo com as instrucbes do fabricante. Agua

tratada com DEPC esterilizada e filtrada foi usada em todas as reacdes de cDNA.

7.2.1.4 Quantificagdo Génica por RT-qPCR

Com os cDNAs funcionantes, foi iniciado o procedimento para quantificacdo dos niveis
de expressdo génica através de RT-gPCR no equipamento QuantStudio 12K Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e as informacgdes foram
processadas pelo programa QuantStudio Real-Time PCR verséo 1.2 (Applied Biosystems). As
sondas comerciais TagMan (Thermo Fisher) foram utilizadas para a detec¢do dos genes ENG
e f-actina (ACTB, gene de referéncia). Cada RT-PCR foi realizada com 20 ng de amostra de
cDNA em 5 ul de MasterMix Rox (Applied Biosystems), 0,5 pL da respectiva mistura de
primer e agua DEPC em quantidade suficiente para 10 pL. A quantificacdo dos niveis de
expressdo génica relativa foi realizada usando o método comparativo de Ct (AACt), como
previamente descrito (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).

7.2.1.5 Analises funcionais In Silico

Andlises para investigar o impacto das variantes na expressdao genética de ENG em
sangue total foram realizadas através do banco de dados GTEXx Project (GTEx Analysis

Release V8 em www.gtexportal.org/home/).

O recurso Haploreg (v4.2) foi utilizado para explorar estados de cromatina, conservagéo
e alteraces de motivos regulatérios (WARD e KELLIS, 2012).
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7.2.1.7 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Kolmogorov—-Smirnov para verificar a
normalidade da distribuicdo das variaveis. As comparacGes entre grupos para variaveis
categoricas foram avaliadas pelo teste y 2e exato de Fisher. O teste Mann Whitney foi
utilizado para comparar dois grupos de varidveis quantitativas com distribuicdo néo
normal. Para varidveis quantitativas com mais de dois grupos e com distribui¢cdo ndo normal,
foi utilizado o teste de Kruskal Wallis e, para distribuicdo normal foi utilizada a analise
ANOVA. Os graficos foram produzidos no software estatistico STATA 8.2 (StataCorp LP,
College Station, TX, USA). Os valores de P <0.05 foram considerados estatisticamente
significantes. Foi utilizado o GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software,

San Diego California USA, www.graphpad.com para a geragao dos graficos.

7.1.3 Resultados

7.1.3.1 Populagdo do Estudo

As caracteristicas da populacdo estudada estdo sumarizadas na Tabela 1. O grupo
controle apresenta igual proporcdo para sexo e mediana de idade de 7 anos e 5 meses, ja 0
grupo caso tem 55% de meninos, mediana de idade de 4 anos, e a maioria apresenta cor da
pele reportada pelo responsavel como parda (56%), enquanto que o grupo controle apresenta

maioria de cor de pele preta (32%), seguida de cor parda (31%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados sociodemograficos da populacdo do estudo.

Variaveis/categorias Controles (n = 90) Casos (n = 27) Valor de P

Sexo, n (%) 0,612*
Masculino 45 (50) 15 (55)

Feminino 45 (50) 12 (44)

Idade (anos), mediana (11Q) 7,5 (5,9-8,5) 4,0 (2,4-6,4) <0,001*
1-10 anos, n (%) 85 (94) 25 (93) 0,722*
>10 anos, n (%) 5 (6) 2(7)

Cor da pele, n (%) 0,087*
Preta 29 (45) 6 (22)

Parda 28 (43) 15 (56)
Branca 7 (11) 6 (22)

* Teste Qui-quadrado de Pearson, * Teste Mann-Whitney.
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No tempo do seguimento do estudo prospectivo (agosto/2021 a novembro/2023) de
leucemia pediatrica, ndo houve registro de oObito, e 23 (85%) pacientes foram classificados
como de baixo risco pelo indice NCI (Tabela 2). Dos 27 casos de LLA-B, 25 (93%) foram
acompanhados até a fase de consolidacdo e a fase primaria de manutencdo; 3 de 26 casos
(12%) foram refratarios ao primeiro ciclo de indugdo. A remissdo ao primeiro ciclo de
inducdo foi alcancada em 16 de 26 casos (62%) (Tabela 2). Alguns pacientes apresentavam
dados faltantes em prontuario, o que impossibilitou a contagem global em algumas categorias

analisadas.

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes com LLA-B.

Parametros n=27
Grupo de risco NCI, n (%)
Baixo 23 (85)
Dados laboratoriais, mediana (11Q)
Leucometria (x10%L) 8.900 (1.800-338.900)
Plaquetas (x10%/cmm) 55 (8-895)
LDH (U/L) 860 (240-20.970)

Aberracdes genéticas de alto risco, n (%)

BCR::ABL1
Sim 2(7)
Né&o 8 (30)
Dados clinicos, n (%)
Outra infiltrac8o extramedular 6 (22)
Recaida 2(7)
Néo recaida 14 (54)
Falha na inducéo 3(12)
Remissédo 16 (62)
Status vital
Vivo 27 (100)

LDH — lactato desidrogenase

7.1.3.2 Descrigdo das variantes genéticas no gene ENG

A descrigdo funcional e genética das variantes genéticas compreendida no estudo esta
sumarizada na Tabela 3. Os dados do Haploreg apontam possibilidade de envolvimento
regulatério/funcional para essas variantes genéticas (Tabela 3), estando associadas a estados

de cromatina, conservacao e alteraces de motivos regulatorios em diferentes tecidos.
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Tabela 3 — Descricdo funcional e genética das variantes genéticas no ENG.

Variante genética Posicdo (GRCh37)  Alelos2  MAFP Anotagio® Haploreg
EHM, DNAse,
Sindnimo MC, SiPhy
rs11545664 9:130605385 T/IC 0,19 _
(p.Leu69=)
PHM, EHM,
. DNAse, PB
. Missense, !
rs35400405 9:130616621 AlG 0,09 (0. Thr5Met)
Upstream PHM, EHM,
rs7865146 9:130619637 T/C 0,45 P DNAse, RPB, MC,
eQTL

2 O primeiro é o alelo alternativo e o segundo é o alelo de referéncia (1/2). ® Frequéncia do menor alelo (minor
allele frequency) referente a coorte do SCAALA. ¢ NCBI (National Center for Biotechnology Information).
EHM, Enhancer Histone Mark; eQTL, expression Quantitative Trait Loci; MC, Motifs Changed; PHM,
Promoter Histone Mark; RPB, Regulatory Protein Bindpla; SiPhy, Slte-specific PHYlogenetic analysis.

As frequéncias genotipicas e alélicas das variantes genéticas sao descritas na Tabela 4.
Para esta analise, ndo houve diferenca significante entre as frequéncias dos gendtipos e alelos

para casos e controles.

Tabela 4 — Frequéncias Genotipicas e Alélicas das variantes genéticas do gene ENG em
Controles e Pacientes com LLA.

Controles Casos

Variante genética (n = 90) (n=27) Valor de P*
N (%) N (%) MQQeIo M(_)qelo Mod_elo Model_o
alélico aditivo dominante recessivo

rs11545564
Frequéncia 0,6914 ** **
genotipica

cC 56 (62,2) 20 (74,1)

CT 31 (34,4) 5 (18,5)

TT 3(3,3) 2 (7,4)
Frequéncia alélica 0,5283

C 143 (79,4) 45 (83,3)

T 37 (20,6) 9 (16,7)
rs35400405
Frequéncia ** ** **
genotipica

GG 76 (84,4) 21 (77,8)

GA 14 (15,6) 5 (18,5)

AA - 1(3,7)
Frequéncia alélica 0,2423

G 166 (92,2) 47 (87,0)

A 14 (7,8) 7(12,9)
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. . Controles Casos "
Variante genética (n = 90) (n=27) Valor de P
N (%) N (%) Modelo Modelo Modelo Modelo
alélico aditivo dominante recessivo

rs7865146
Frequéncia 0,3277 0,2726 1,0
genotipica

cC 30 (33,3) 6 (22,2)

CT 40 (44,4) 15 (55,6)

TT 20(22,2) 6 (22,2)
Frequéncia alélica 0,4723

C 100 (55,6) 27 (48,2)

T 80 (44,4) 27 (48,2)

* Teste Mann-Whitney. ** Modelo ndo foi possivel ser realizado devido baixa frequéncia de genétipo.

A Tabela 5 traz a distribuicdo genotipica dos pacientes com LLA de acordo com a

resposta ao tratamento. Observou-se que 0s 3 pacientes que apresentaram falha na inducéo da

remissao apresentam os gendtipos mais frequentes de cada variante genética analisada.

Tabela 5 — Distribuicdo genotipica das variantes genéticas do gene ENG em pacientes com
LLA-B de acordo com resposta ao tratamento.

Variante genética Falha nainducdo N&o falha na inducéo Recaida Remissdo
(n=3) (n=16) (n=2) (n=16)
rs11545664
cC 3(100,0) 11 (68,7) 2 (100,0) 10 (62,5)
CT - 4 (25,0) - 5(31,2)
TT - 1(6,2) - 1(6,2)
rs35400405
GG 3(100,0) 12 (75,0) 2 (100,0) 13 (81,3)
GA - 3(18,7) - 3(18,7)
AA - 1(6,2) - -
rs7865146
ccC - 4 (25,0) - 4 (25,0)
CT 3(100,0) 8 (50,0) 1(50,0) 9 (56,2)
TT - 4 (25,0) 1 (50,0) 3(18,7)

7.1.3.4 Predig¢do de anotagdo funcional

O genotipo CT da variante genética rs11545664 foi correlacionado com o aumento da

expressdao do gene ENG no sangue total (P <0,0001), na plataforma Gtex (Figura 1A).

Contudo, quando investigada a influéncia das variantes genéticas rs30400405 e rs7565146
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nos niveis de expressdo de ENG, ndo foi observada correlacdo para os dados desta plataforma
(Figura 1B e 1C).

>
-]
[g]

rs11545664 rs30400405 rs7865146
6] Q [C]
g g Z
g 20 g 20 : 20
2 0 2 oo/ mm ¥r ¥ vV
c [ c —
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p=4,21e-8 p=18le-1 p=77e-1

Sangue total

Figura 1 — Nivel de expressdo para o gene ENG em células humanas de sangue total
agrupados por gendtipos para as variantes genéticas.

Valor de P em destaque na cor vermelha: P <0,0001. Fonte: GTEXx Analysis Release V8 (GTEX Project em
www.gtexportal.org/home/).

7.1.3.5 Andlise de indicadores bioquimicos e Distribui¢do Genotipica

A fim de avaliar se as variantes genéticas em ENG apresentam diferencas estatisticas
para 0s niveis bioquimicos de marcadores importantes a LLA, foram feitas analises dos niveis
de leucdcitos, das plaquetas e do LDH para os diferentes genétipos (Figuras 2-4). Observou-
se que 0 geno6tipo homozigoto recessivo TT do rs7865146 exibiu mediana maior de plaquetas
em comparacdo com os genotipos CC e CT no modelo aditivo (P = 0.03, Figura 3C). Néo

foram encontradas diferencas significantes nas demais analises.
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Figura 2 — Distribuicdo genotipica das variantes genéticas do gene ENG em pacientes com

LLA-B de acordo com leucometria.
(A-C) Representacdo do nimero de individuos por gendtipo. (D-F) Representacdo dos modelos de dominancia

dos alelos T, A, e T, respectivamente. Testes de Kruskall-Walis e Mann-Whitney.
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Figura 3 — Distribuicdo genotipica das variantes genéticas do gene ENG em pacientes com

LLA-B de acordo com niveis de plaguetas.
(A-C) Representacdo do nimero de individuos por gendtipo. (D-F) Representacdo dos modelos de dominancia

dos alelos T, A, e T, respectivamente. Testes de Kruskall-Walis e Mann-Whitney.



52

rs11545664 rs35400405 rs7865146
25000 25000 25000 -
=0,36 =012 p=015
200001 o P zoooo]- o p=9 zoooo-l- °
5000 5000 4000
4000+ 4000+ 3000 ] o
5 s004 o o 5 s000{ o o g
= ° - ° ~ 2000
2000 2000 o
[e)
1000
1000 §° ¢ PP 1000 % %@ 0o
0 OI T T 0 T T ? 0 T T T
cc cT TT GG GA AA cc cT TT
n=18 n=5 n=2 n=19 n=5 n=1 n =06 n=12 n =06
Genotipo B Genotipo c Gen6tipo
rs11545664 rs35400405 rs7865146
250001 o P=027 250001 p =0,65 250001 p =093
15000 20000 o 20000 o
4000 4000 4000
3000+ o o 30001 o o 3000+ Oo
I I I
e o 9 o a [¢]
2000+ 2000 ~ 2000
o o
]
1000 é‘% ° 10004 % olo 1000
o e} ¢} 9 o o o
[e]
8 o 8
0 T 0 T 0 T T
cc CT+TT GG GA +AA cc CT+TT
n=18 n=7 n=19 n=6 n =06 n=19
Genotype Gen6étipo Genétipo
D E F

Figura 4 — Distribuicdo genotipica das variantes genéticas do gene ENG em pacientes com

LLA-B de acordo com niveis de lactato desidrogenase.
(A-C) Representagdo do nimero de individuos por genétipo. (D-F) Representacdo dos modelos de dominancia

dos alelos T, A, e T, respectivamente. Testes de Kruskall-Walis e Mann-Whitney.

7.1.3.6 Expressdo Génica

Analisamos se a expressdo génica de ENG pode ser alterada de acordo com o0s

genotipos, porém nédo foram observadas diferencas estatisticas (Figura 5).
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Figura 5 — Distribuicdo genotipica das variantes genéticas do gene ENG em pacientes com

LLA-B de acordo com quantificacdo dos niveis de expressao génica em medula 0ssea.
(A-C) Representacdo do nimero de individuos por gendtipo. Testes de Kruskall-Walis e Mann-Whitney.
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7.1.4 Discussao

A endoglina vem sendo um alvo de maior interesse no campo das neoplasias
hematologicas, especialmente na investigagdo das leucemias agudas nos ultimos anos
(FONSATTI et al., 2001; CATCHPOOLE et al. 2007; DOURADO et al., 2017; COSIMATO
et al., 2018, POREBA et al., 2006; ELKHOLY et al. 2021; KAUER et al. 2019; XU et al.,
2017), devido a sua fungdo na angiogénese, apresentando grande impacto nos tumores sélidos
de diferentes sitios e, assim como a sua expressdo em HSC-LT, podendo repercutir no
comprometimento hematopoiético (BORGES et al., 2019; PERLINGEIRO, 2007). Neste
trabalho, analisamos a expressdo génica e o impacto funcional de variantes genéticas no gene

ENG em pacientes pediatricos com LLA-B.

A LLA é a neoplasia maligna mais comum em criangas e adolescentes até 19 anos de
idade, sendo responsavel por cerca de 25% de todos os canceres infantis. No Brasil, é
considerado o cancer mais comum em criancas menores de 15 anos (INCA, 2019), tendo sido
registrado um pico de incidéncia entre 2 e 10 anos (maior aos 4 anos), ocorrendo com maior
frequéncia em individuos com a cor da pele branca e do sexo masculino (MELO, 2008). Os
resultados deste estudo estdo consistentes em relacdo a mediana de idade (4 anos). A cor da
pele parda foi a mais autodeclarada (56%), o que também foi relatado por Carvalho et al.
(2023) em um estudo da prevaléncia e da caracterizacdo da mortalidade em criangas e
adolescentes por leucemia no Nordeste do Brasil (CARVALHO et al., 2023). Este fator pode

ser devido & alta miscigenacéo local.

Em relacdo a leucometria, é possivel observar que a maioria das criancas com LLA-B
apresentam leucometria baixa (mediana de 8.900/mm?), o que é esperado para o desfecho
(<10.000/mm?) (PUI et al., 2010). O nivel de LDH apresentou mediana de 860 (240-20.970)
UI/L, préximo ao nivel de LDH (822 (340-3200) UI/L) referido no estudo de Elkholy et al.
(2021), o qual relata uma correlagéo positiva fraca (rs < 0,3; valor de P de 0,035) entre o LDH
e a expressdo do CD105 (ELKHOLY et al., 2021). As frequéncias genotipicas e alélicas

foram analisadas em relacdo aos gendtipos, ndo sendo observada correlacdo entre as variaveis.

O genotipo CT da variante rs11545664 apresenta maior expressdo em sangue total de
acordo com a base de dados de eQTL do Gtex (P < 0,0001). No entanto, essa diferenga ndo
foi observada na populacdo estudada, possivelmente devido ao numero amostral. O

rs11545664 é uma variante sinbnima, localizada no éxon 2 e é indicado como elemento
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conservado (SiPhy), apesar de apresentar MAF de 19% na nossa populagdo. Essa regido
apresenta importante atividade como intensificador génico em alguns tipos celulares, como
HSC primarias e células primarias endoteliais da veia umbilical. O rs11545664 foi
relacionado a alteracdo da sequéncia de motivos de ligacdo ao DNA, podendo reduzir a
afinidade com fatores de transcricdo (TF) importantes ao desenvolvimento e a fun¢do normal
das células linfoides, como Ets e NF-kappaB (WARD E KELLIS, 2012). Vale destacar, que
variantes sinbnimas podem alterar a cinética de traducdo do RNA mensageiro devido a
alteracdo da sequéncia dos acidos nucleicos, dessa maneira, pode afetar o dobramento da
proteina co-traducional e repercutir na producéo e funcdo da proteina, influenciando o risco e
0 espectro dos sintomas da doenca, bem como podendo afetar a resposta terapéutica
(RAUSCHER E IGNATOVA, 2018).

Ao investigar a distribuicdo dos niveis de leucocitos, plaquetas e LDH em relacdo aos
genotipos das variantes genéticas, observamos que, no modelo dominante, o gen6tipo TT do
rs7865146 afeta os niveis de plaquetas (P = 0,003) em relacdo aos genétipos CC e TC. O
rs7865146 € uma variante intergénica, localizada a < 3kb a upstream de ENG, em uma regiao
regulatéria, apresentando atividade como intensificador e promotor génico em diferentes tipos
celulares. Além disso, demonstrou modificar a sequéncia de diferentes motivos de DNA
(WARD E KELLIS, 2012). Uma possivel associacdo de ENG com alteracdo de plaquetas
pode ser plausivel, uma vez que ENG é necessaria a homeostase vascular e desempenha um
papel na adesdo plaquetaria ao endotélio (ROSSI et al., 2018). Sendo assim, é possivel inferir
gue uma desordem na expressdo de ENG pode refletir nos niveis plaguetarios. No entanto, 0s
dados deste estudo ndo mostram diferenca estatistica entre os gendétipos para os niveis de

expressao de ENG.

Digno de nota, os achados indicam que as variantes genéticas analisadas neste estudo,
estdo, muito provavelmente, relacionadas com importante atividade regulatéria do gene em
diversos tipos celulares, alterando motivos de DNA e a interagdo com diferentes TFs.
Contudo, ndo houve correlagcdo entre as frequéncias genotipicas e alélicas e os diferentes

gendtipos, possivelmente devido ao pequeno nimero amostral.

As limitagGes do presente estudo envolvem o nimero pequeno de participantes, o que
impossibilita que haja um efeito e poder estatistico robusto na observacdo mais adequada dos
fendmenos. Além disso, estender a duracdo do acompanhamento pode ser interessante na

avaliacdo da recidiva no tratamento a longo prazo.
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7.1.5 Conclusao

A endoglina é um potencial marcador progndéstico de pacientes pediatricos com LLA-B,
como os estudos mais recentes vém sugerindo. O nosso estudo ndo apresentou dados com
achados significativos ou sugestivos para a LLA-B. Foi encontrada diferenca significante no
aumento dos niveis de plaquetas para o genotipo TT do rs7865146, o que pode ser plausivel
devido ao envolvimento de ENG na integridade endotelial. Os achados indicam que as
variantes genéticas analisadas neste estudo estdo, muito provavelmente, relacionadas com
importante atividade regulatéria do gene em diversos tipos celulares. Em conclusdo, é
necessaria a conducdo de estudos adicionais para avancarmos nha compreensdo dos

mecanismos exatos pelos quais ENG influencia as neoplasias hematoldgicas.
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7.2 Manuscrito 2 — Niveis diferenciais de Endoglina soluvel (SENG) na Leucemia
Linfoide Aguda B Pediétrica

Yasmim Cristina Ferreira de Almeida Siqueira, Louise Correia de Lima!, Candace Machado
de Andrade!, Bruno de Almeida Lopes?, Keina Maciele Campos Dourado!, Camila

Alexandrina Figueiredo?!

Afiliacbes
! Instituto de Ciéncias da Satide, Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Brasil.

2 Genetics of Acute Leukaemia Laboratory (GenLAb), Research and Innovation Coordination,
Instituto Nacional de Cancer (INCA), Rio de Janeiro, Brasil.

7.2.1 Introducéo

A endoglina (ENG, CD105) é uma glicoproteina transmembrana, um correceptor
integrante da familia do fator transformador de crescimento  (TGF-3), amplamente descrita
como um poderoso marcador de angiogénese, estando envolvida em processos fisioldgicos e
patoldgicos vasculares e na progressao tumoral (FONSATTI et al., 2001). Sua expressao tem
sido relatada para além das células endoteliais, nas células do sistema imunoldgico, como em
células da imunidade inata e adaptativa, sugerindo seu papel na resposta imune, e sendo
relatada na diferenciacdo da hematopoiese (BORGES, 2019; CHEN et al., 2002; PIERELLI et
al., 2000).

A liberacdo de ENG da matriz celular ocorre sob certas condigdes fisiol6gicas, como no
aumento do estresse oxidativo, complicacOes isquémicas € mesmo por acdo de anticorpos
anti-endoglina (LOPEZ-NOVOA e BERNABEU, 2010; GALLARDO-VARA et al., 2018;
ARISTORENA et al., 2019). A porcdo transmembranar de ENG ¢é clivada por
metaloproteinases de matriz, ocorrendo o derramamento de sua forma soltvel circulante
(SENG) que pode formar complexos heteroméricos com integrantes TGF-fB. Dessa forma, é
conhecida por atuar negativamente, com efeito antiangiogénico e apresentando papel
importante na atividade pré-inflamatoria (VENKATESHA et al., 2006; GALLARDO-VARA
etal., 2018; ARISTORENA et al., 2019; VAREJCKOVA et al., 2017).
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Os niveis plasméaticos aumentados de SENG foram relatados em condigOes
fisiopatolégicas envolvendo o endotélio como na pré-eclampsia (VENKATESHA et al.,
2006; GREGORY et al., 2014); cancer e metastase (FONSATTI et al., 2001; LI et al., 2000);
doencas relacionadas a inflamacio (BLAZQUEZ-MEDELA et al., 2010; HONSAWEK;
TANAVALEE; YUKTANANDANA, 2009); e mais recentemente em leucemias agudas
(DOURADO et al., 2017), representando um potencial biomarcador para essas condigdes.

Um estudo do nosso grupo desenvolvido por Dourado et al. (2017), revelou pela
primeira vez que a expressao de ENG tem um papel crucial no desenvolvimento da leucemia
aguda (LA) (DOURADO et al., 2017). Interessantemente, esse estudo revelou que o bloqueio
da ENG em um modelo in vivo utilizando o anticorpo monoclonal TRC105, inibiu a
progressdo da leucemia ap6s o estabelecimento da doenca na leucemia mieloide aguda
(LMA), mas ndo na LLA. Na LLA o TRC105 sozinho foi ineficaz devido a uma maior
secrecdo de SENG. Contudo, quando combinado com quimioterapia padréo, a inibicdo da
progressao da doenga foi potencializada, indicando que o TRC105 pode representar uma nova
opcao terapéutica para as LAs (DOURADO et al., 2017). Um estudo mais recente aponta a
importancia de investigar a medicdo acoplada de ENG em células blasticas e SENG no soro de
pacientes com LLA-B (ELKHOLY et al.,, 2021). Sendo assim, o presente estudo objetiva
investigar a presenca dos niveis de SENG no soro de pacientes pediatricos recém-
diagnosticados com LLA-B e comparar com controles, bem como, analisar 0s niveis de SENG

em relacdo as variantes genéticas no gene da endoglina.

7.2.2 Material e Métodos

7.2.2.1 Populagdo e Desenho do Estudo

Este estudo inclui 65 criangas com idade de 1 a 13 anos. O grupo controle compreendeu
39 criancas do projeto Programa Social Change, Asthma and Allergy in Latin America
(SCAALA), uma coorte brasileira (BARRETO et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2011) e o
grupo de casos compreendeu 26 criangas recém-diagnosticadas com LLA-B. O projeto
SCAALA foi aprovado pelo Comité de ética da Universidade Federal da Bahia (registro 003-
05/CEP-ICS) e pelo Comité Nacional de Etica de Pesquisa do Brasil (CONEP, resolucio
numero 15 895/2011). O estudo prospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal da Bahia (CAAE numero 03826318.2.0000.5662/CEP-ICS). Os
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pacientes foram incluidos no estudo ap6s assinatura do termo de consentimento pelo

responsavel legal da crianga.

A populacdo do SCAALA compreendeu 1309 criangas entre 4 e 11 anos, sem grau de
parentesco. Para este trabalho foram extraidas, aleatoriamente e sem pareamento, informacdes
de 90 individuos que compunham o grupo controle do banco imputado do projeto SCAALA.
O desenho do estudo ja foi relatado em outros trabalhos (BARRETO et al., 2006;
FIGUEIREDO et al., 2011).

Para os casos, foram incluidas amostras de pacientes com LLA-B com idade igual ou
inferior a 13 anos, provenientes majoritariamente do Hospital Martagdo Gesteira (HMG),
seqguido do Hospital Aristides Maltez/Liga Bahiana Contra o Cancer (HAM/LBCC), ambos
localizados em Salvador, e do Hospital Manoel Novaes (HMN) localizado em Itabuna. Todos
os hospitais ficam localizados no estado da Bahia, Brasil. As amostras foram coletadas no

periodo de agosto de 2021 a junho de 2023.

Foram obtidos, para o grupo de casos deste estudo, dados clinicos, demograficos e
laboratoriais, como: idade, sexo, data de nascimento e tipo de amostra utilizada no

diagnostico.

Foram utilizados como critérios de ndo inclusdo para ambos os grupos: presenca
concomitante de outras doencgas consideradas graves, como: HIV1-2, HTLV, Lupus
Eritematoso  Sistémico, sindromes genéticas (ex.: Down, Fanconi, Bloom) e
neurofibromatose. Para os casos, foram consideradas como critérios de exclusdo as amostras
insuficientes ou com baixa qualidade de material genético e diagnostico inconclusivo para
LLA-B ou positivo para outro fen6tipo. Foram excluidos 2 pacientes que tiveram diagndstico
para LMA e LLA-T. Um paciente foi transferido para outro estado, assim, somente seus

dados e amostra coletados inicialmente foram considerados para as analises.

7.2.2.2 Dosagem de sENG

Para determinar os niveis circulantes de sENG, foram obtidas 26 aliquotas de plasma
viaveis de amostras de sangue venoso que foram doadas pelos pacientes com LLA-B ao

momento do diagndstico e armazenadas a -20°C até o uso. Para os controles, foram utilizadas



59

amostras de plasmas congeladas a -30°C do projeto SCAALA. Posteriormente, a
concentracdo de SENG foi mensurada através de ensaio utilizando o kit MILLIPLEX®
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e analito com esferas magnéticas para ENG (HAGP1MAG-
12K-01, Merck), seguindo as instrucbes do fabricante. O ensaio foi realizado na plataforma
Luminex MAGPIX® (Life Technology, Carlsbad, Califérnia, EUA) através do software de
analise XPONENT® (v.4.2.1324.0, Luminex Corporation). Uma férmula de regressdo 5-PL
foi utilizado para as concentracGes das amostras a partir das curvas padrdo. Os resultados

foram expressos em pg/ml.

7.2.2.3 Extragdo de DNA e genotipagem

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue coletadas em tubos com
EDTA de MO e SP de acordo com o protocolo do kit Pure Link Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen). Todas as amostras extraidas foram uniformizadas a concentragdo de 100 ng/uL e
armazenadas a -30°C. A genotipagem foi realizada em PCR de tempo real em no equipamento
QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems) utilizando sondas comerciais
TagMan (Thermo Fisher Scientific) para as variantes genéticas rs11545664 (ID do ensaio:
C_192035372_10), rs35400405 (ID do ensaio: C_25592395 10) e rs7865146 (ID do ensaio:
C_3130534_30).

As variantes genéticas foram selecionadas de acordo com o MAF (> 5%) para a
populacdo de Salvador descrito no projeto SCAALA (BARRETO et al., 2006; FIGUEIREDO
et al., 2011); pela posi¢do de interesse; dados de anotacdo de potencial regulatério consultado
através do banco de dados RegulomeDB (v2.2; dbSNP 153; www.regulomedb.org); e através

de busca na literatura.

7.2.2.4 Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Kolmogorov—-Smirnov para verificar a
normalidade da distribuicdo das variaveis. As comparagdes entre grupos para variaveis

categoricas foram avaliadas pelo teste y 2e exato de Fisher. O teste Mann Whitney foi
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utilizado para comparar dois grupos de varidveis quantitativas com distribuicdo néo
normal. Para varidveis quantitativas com mais de dois grupos e com distribui¢cdo ndo normal,
foi utilizado o teste de Kruskal Wallis e, para distribuicdo normal foi utilizada a analise
ANOVA. Os graficos foram produzidos no software estatistico STATA 8.2 (StataCorp LP,
College Station, TX, USA). Os valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente
significantes. Foi utilizado o GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software,

San Diego California USA, www.graphpad.com para a geracao dos graficos.

7.2.3 Resultados

7.2.3.1 Populagdo do estudo

As caracteristicas da populacdo estudada estdo sumarizadas na Tabela 1. O grupo
controle apresenta proporcao igual para sexo e mediana de idade de 7 anos e 2 meses, ja 0
grupo caso tem 58% de meninos, mediana de idade de 4 anos e 2 meses e a maioria apresenta
cor da pele reportada pelo responsavel como parda (54%), enquanto que o grupo controle

apresenta maioria de cor de pele preta (47%) e parda (47%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados sociodemograficos da populacao do estudo.

Variaveis/categorias Controles (n = 39) Casos (n = 26) Valor de P

Sexo, n (%) 0,478*
Masculino 19 (49) 15 (58)

Feminino 20 (51) 11 (42)

Idade (anos), mediana (11Q) 7,2 (5,9-8,4) 4,2 (2,5-6,5) <0,001*
1-10 anos, n (%) 38 (97) 24 (92) 0,334*
>10 anos. n (%) 13) 2(8)

Cor da pele, n (%) 0,039
Preta 18 (47) 6 (23)
Parda 18 (47) 14 (54)
Branca 2 (5) 6 (23)

*Teste Qui-quadrado de Pearson, * Teste Mann-Whitney.

7.2.3.2 Dosagem de sENG

A dosagem de SENG foi realizada para casos e controles. Os niveis séricos de SENG em
pacientes pediatricos com LLA-B recém-diagnosticados foi maior comparado ao grupo
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controle (Tabela 2; Figura 1). Os valores de mediana (11Q) de SENG detectados em controles
e casos foi de 434,6 (326,6-573,7) e 1789,0 (1383,0-2530,5) pg/ml, respectivamente (Tabela
2). Ndo houve diferencas significantes para os niveis de SENG para as comparagdes entre 0s

gendtipos para os casos (Figura 2).

Tabela 2 — Niveis de SENG (pg/ml) no plasma sanguineo em controles e casos.

n Mediana®  (11Q)” Valor de P*
Controles 39 434.6 (326,6-573,7) <0,0001
Casos 26 1789,0 (1383,0-2530,5)

“pg/ml. * Teste Mann-Whitney.
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Figura 1 — Niveis de SENG no plasma sanguineo em controles e casos.
Em destaque na cor vermelha: Valor de P <0,05.
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Figura 2 - Niveis de SENG no plasma sanguineo de acordo com a distribui¢do genotipica das
variantes genéticas do gene ENG em pacientes com LLA-B.

(A-C) Representacdo do nimero de individuos por genétipo. (D-F) Representacdo dos modelos de dominéancia
dos alelos T, A, e T, respectivamente. Testes de Kruskall-Walis e Mann-Whitney.

7.2.4 Discussao

Diferentes tipos celulares com expressdo de ENG no microambiente da MO podem
contribuir para sustentar altos niveis de SENG, que séo correlacionados a mal prognostico em
cancer (FONSATTI et al., 2001; HAWINKELS et al., 2010; LI et al., 2000). Foi relatada
anteriormente um aumento significante da vascularizacdo da MO na LLA quando comparadas
com biopsias de controles (PEREZ-ATAYDE et al., 1997; AGUAYO et al., 2000). Tendo em
vista 0 relato de maior secrecdo de SENG no seguimento de experimento com LLA por
Dourado et al. (2017), constatamos que ao momento do diagndstico, pacientes com LLA-B
possuem niveis de SENG superiores aos controles com diferenca significante entre 0s grupos
(P <0,0001). Os niveis plasmaticos de SENG elevados ja foram constatados em gestantes com
pré-eclampsia, individuos com osteoartrite e pacientes cardiovasculares, sendo também
correlacionados com a progressdo e a gravidade dessas condi¢cdes (VENKATESHA et al.,
2006; GREGORY et al., 2014; HONSAWEK; TANAVALEE; YUKTANANDANA, 2009;
VAREJCKOVA et al., 2017; BLAZQUEZ-MEDELA et al., 2010).
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No presente estudo, ao analisar 0s niveis plasmaticos de SENG entre os gendétipos das
variantes genéticas rs11545664, rs35400405 e rs7865146, ndo foram observadas diferengas

significantes entre os casos, 0 que pode ser devido ao pequeno nimero amostral.

Recentemente, tém aumentado o numero de estudos voltados a investigacdo da
angiogénese e moléculas relacionadas a angiogénese na leucemia, pois desempenham um
papel significativo no curso dessas doencas tendo em vista que as células hematopoiéticas sao
sustentadas no leito vascular normal da MO (ABBOUD E LICHTMAN, 1995 apud
AGUAYO et al, 2000). E factivel afirmar que os fatores angiogénicos, como ENG, podem ter
um efeito direto na vascularizagdo da medula, bem como nas células hematopoiéticas e
leucémicas devido a sua atuagdo na hematopoiese (AGUAYO et al, 2000; BORGES et al.,
2019; PERLINGEIRO, 2007).

As limitacGes deste estudo se referem a medicdo de SENG em grupo controle com
periodo da coleta em momentos distintos dos casos, bem como ao tamanho amostral.
Portanto, faz-se necessario que novos estudos possam se embasar nestes dados de SENG e
possam replica-los futuramente em um grupo de caso-controle maior e coletados em mesmo

periodo.

7.2.5 Conclusao

Este estudo apresenta evidéncias de que os niveis de SENG circulante no momento do
diagndstico de pacientes pediatricos com LLA-B encontram-se elevados. Se faz necessario
gue novos estudos possam replicar esta analise em populacGes maiores, e com maior tempo de
seguimento do estudo para melhor avaliar as consequéncias da doenca no curso do tratamento

dos pacientes em relagéo a presenca da SENG.
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8 DISCUSSAO GERAL

A endoglina vem sendo um alvo de maior interesse no campo das neoplasias
hematologicas, especialmente na investigagdo das leucemias agudas nos ultimos anos
(FONSATTI et al., 2001; CATCHPOOLE et al. 2007; DOURADO et al., 2017; COSIMATO
et al., 2018, POREBA et al., 2006; ELKHOLY et al. 2021; KAUER et al. 2019; XU et al.,
2017), devido a sua fungdo na angiogénese, apresentando grande impacto nos tumores sélidos
de diferentes sitios e, devido sua expressio em HSC-LT, podendo repercutir no
comprometimento hematopoiético (BORGES et al., 2019; PERLINGEIRO, 2007). Neste
trabalho analisamos a expressao génica e o impacto funcional das variantes genéticas no gene

ENG, bem como avaliamos o nivel de SENG em pacientes pediatricos com LLA-B.

Os resultados deste estudo estdo consistentes com a média de idade da literatura (4,2
anos), mas a maioria dos pacientes apresentou cor da pele parda (55,6%) (Tabela 2), o que

pode ser devido a alta miscigenacdo local.

Digno de nota, os achados indicam que as variantes genéticas analisadas neste estudo
(rs11545664, rs35400405 e rs7865146) estdo, muito provavelmente, relacionadas com
importante atividade regulatéria do gene em diversos tipos celulares, alterando motivos de
DNA e a interacdo com diferentes TFs. O genotipo CT da variante rs11545664 apresenta
maior expressao em sangue total de acordo com a base de dados de eQTL do Gtex, no
entanto, essa diferenca ndo foi observada na populacdo estudada, provavelmente devido ao
namero amostral. Foi encontrada diferenca significante no aumento dos niveis de plaquetas
para o genotipo TT do rs7865146, o que pode ser plausivel devido o envolvimento de ENG na
integridade endotelial. No entanto, ndo houve correlacdo entre as frequéncias genotipicas e

alélicas e os diferentes grupos de genotipos, possivelmente devido ao numero amostral.

Diferentes tipos celulares com expressdo de ENG no microambiente da MO podem
contribuir para sustentar os altos niveis de SENG circulante, que s&o correlacionados a mal
progndstico em cancer (FONSATTI et al., 2001; HAWINKELS et al., 2010; LI et al., 2000).
Foi relatada anteriormente um aumento da vascularizacdo da MO significante na LLA quando
comparadas com bidpsias de controles (PEREZ-ATAYDE et al., 1997; AGUAYO etl., 2000).
Tendo em vista o relato de maior secrecdo de SENG no seguimento da LLA por Dourado et
al. (2017), constatamos que ao momento do diagnostico, os niveis de SENG em pacientes com

LLA-B encontram-se elevados em relacdo a criangas controles, sem neoplasia (P <0,0001).
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As limitagdes do presente estudo se referem ao numero pequeno de participantes, o que
impossibilita que haja um efeito e poder estatistico robusto para observar os fendmenos mais
adequadamente, bem como a medicdo de SENG em grupo controle transversal. Indica-se
estender a duracdo do acompanhamento para avaliar a expressdo de ENG na recidiva do
tratamento a longo prazo, bem como a medicdo de SENG em pacientes com LLA-B no
seguimento da doenca para melhor avaliar as consequéncias no curso do tratamento dos

pacientes.
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9 CONCLUSAO GERAL

A endoglina é um potencial marcador prognostico de pacientes pediatricos com LLA-B,
como os estudos mais recentes vém sugerindo. Foi encontrada diferenga significante no
aumento dos niveis de plaquetas para o genotipo TT do rs7865146, o que pode ser plausivel
devido o envolvimento de ENG na integridade endotelial. Os dados in silico da plataforma
Haploreg indicam que as variantes genéticas analisadas neste estudo estdo, muito

provavelmente, relacionadas com atividade regulatéria do gene em diferentes tipos celulares.

Este estudo relata, ainda, evidéncias sobre os niveis aumentados de SENG circulante ao

momento diagndstico de pacientes pediatricos com LLA-B.

E necessaria a conducgdo de estudos adicionais para avangarmos na compreensio dos
mecanismos exatos pelos quais ENG influencia as neoplasias hematoldgicas. Se faz
necessario que novos estudos possam replicar esta analise em popula¢bes maiores e com
maior tempo de seguimento do estudo para melhor avaliar a evolucéo da doenca no curso do

tratamento dos pacientes.
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Patrocinador Principal: Financiaments Proprio

DADOS DO PARECER

Nimere do Parecer: 5684 340

Apresentagio do Projeto:

A emenda enviada tem comao objetivo incluir novos membros na pesquisa.

Objetive da Pesquisa:

O projeto estudard em pacientes com Lewcemia linfoide aguda, a frequencia de variantes genéticas no gene
da endoglina, uma glicoproteina associada ao receptor do TGF-beta. Awalmente, a analise do cariotipe dos
blastos leucémicos & um dos fatores prognosticos mais importantes no acompanhaments das leucemias e
na resisténcia ao tratamenta.

Para a expressio imunofenotipica do CD 105 (endoglina) em criangas portadoras Leucemia Linfoide Aguda
de células B, serio utilizadas 44 amostras de criangas (0 a 10 anos), sendo 22 com suspeita clinica
leucemia linfoide aguda B & 22 amostras de criangas sem LLA, excluindo-se as causas secundarias (HIV1-2,
Lupus Eritematoso Sistémico, etc). As amostras advem de pacientes do Hospital Martag3o Gesteira,
Aristides Maltez e INCA & foi calculada para um nivel de confianga de 95% e poder de 80%, baseada em
estudo anterior. Os metodos analiticos incluem a citometria de fluxo para dosagens das citocinas por CBA
icytometry bead array), perfil & caracterizagdo imunofenctipica dos linfacitos totais (B, T. NK & NKT) 2 o
perfil de expressio de CD105 nas células B neoplasicas e em maturagdo, seguinde padronizacio do
Laboratorio de Imunocbic do ICS-UFBA. A analise citogenetica dos pacientes com LLA sera realizada no

laboratoric de Citogenetica do INCA
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(Institute Macional do Cancer). O estudo contara com a utilizagdo de banco de dados individuais online &
publicos & serdo feitas analises in silico a partir de plataformas online. Sera realizado um estudo de caso-
confrole, em que o grupo de estudo consistira em 278 pacientes (0 a 10 anos), sendo 65 pacientes com LLA
(casos) e G5 pacientes sem leucemia (controles) para um nivel de confianga de 83,98% e poder de 20%.
Como n3o existem dados da frequéncia do polimorfismo em ENG nos individuos com LLA, empregouse
para o calculo do tamanho da amostra os dados referentes 3 frequéncia da molécula avaliada por citometria
de fluxo (81,9%) em individuos diagnosticados com LLA-B que serdo posteriormente genotipados e
sequenciados para identificagdo e analise das variantes genéticas. A seguir, serd avaliada a expressio da

endoglina por citometria de fluxo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

s riscos relacionados a este estudo se devem & eventual identificagio do registro do participante. A equipe
proponente prevé a confecgdo de um banco de dados que identificara as amostras com nimeros & o
cadastro desses numeros so sera acessado pelo grupo de pesquisa, garantindo, desta forma,

o ancnimats do participants.

Bensficios:

Podem ndo ocorrer beneficios clinicos diretos para o{a) paciente, mas sua participagio podera colaborar
para a comunidade médica e cientifica na melhor compreens3c da leucemia linfoide aguda B & seus

tratamentos.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Documentos & rnndiﬁn::agn:':eg corretos.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Sim. Documento de equipe detalhada com os novos membros e inclusdo dos mesmos na plataforma estio
em conformidade.

Recomendagoes:

Sem recomendacies.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendencias.

Consideragtes Finais a critério do CEP:
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