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Investigar a associacdo de polimorfismos genéticos nos
microRNAs miR-200b (rs9660710), miR-200c (rs12904) e
pre-miR-938 (rs2505901) e a ocorréncia de mucosite oral
(MO) em pacientes pediatricos portadores de Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), em tratamento com MTX, foi o
objetivo deste estudo. A LLA € uma das neoplasias infantis
mais comuns e representa 75% dos casos de leucemias
em criangas. A regido Norte do Brasil apresenta a maior
taxa de incidéncia desse tipo de neoplasia, acima de 39%.
Embora nos ultimos anos as taxas de sobrevida dos
pacientes com LLA tenham aumentando devido ao
progresso terapéutico, ainda se tem uma baixa qualidade
de vida dos pacientes infantis em detrimento das
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comorbidades associadas ao tratamento oncoldgico. A MO
€ a complicacao frequente observada da terapia contra a
LLA. O desenvolvimento de MO tem um impacto direto na
gualidade de vida do paciente, pois pode levar a dor,
comprometimento da ingestdo oral, perda de peso,
aumento da incidéncia de infec¢cdes secundarias ou
sistémicas e ao tratamento oncol6gico insatisfatorio. A
modulagcdo no risco de desenvolver MO pode ser
influenciada por mecanismos regulatérios que envolvem a
proliferacdo celular e/ou apoptose, dois processos
importantes para a renovagdo da mucosa oral. Neste
contexto, estudos que investiguem alteragbes na
expressao génica que participam da via apoptética e do
ciclo celular sdo importantes, pois podem predizer a
suscetibilidade em desenvolver a MO, proporcionando
dados clinicos capazes de justificar a elaboracdo de
protocolos  especificos, aplicaveis ao tratamento
oncologico da LLA, que melhorariam a qualidade de vida
dos pacientes, pela identificacdo precoce dos pacientes
que predispde a MO. Dessa forma, investigar
polimorfismos de microRNas que regulam o0s genes
apoptoticos BCL2 e do ciclo celular, CDKN1A é importante

porque esses polimorfismos  mostram-se  como
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marcadores biolégicos importantes para a MO em
pacientes que estdo em tratamento oncoldgico da LLA com
MTX. A LLA abrange um grupo de neoplasias linfoides que,
morfologicamente e imunofenotipicamente, se
assemelham a linhagem B ou a linhagem T das células
precursoras. Nesse contexto, esta transformagao maligna
se manifesta a partir de multiplas mutacdes genéticas que
perturbam o processo celular, proporcionando uma
vantagem proliferativa do clone leucémico sobre as células
hematopoiético normal (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015).
As manifestacdes clinicas dessa patologia sucedem, como
palidez, sangramentos gengivais, fadiga, infeccoes
causadas por neutropenia, dor nas extremidades
inferiores, linfadenopatia e esplenomegalia (O’BRIEN;
SEIF; HUNGER, 2018). O tratamento da LLA € composto
por trés fases diferenciadas: i) inducgdao; ii) consolidacéo e
iif) manutencdo. Assim, os pacientes s&o estratificados em
grupos de risco e incluidos em protocolos com esquemas
guimioterapicos. Dentre esses, tem-se 0 metotrexato
(MTX), uma droga anéaloga ao folato é utilizado na fase de
consolidacéo e terapia de manutencgao para criangas com
LLA (LOPEZ-LOPEZ et al., 2014). O MTX tem atividade

antiproliferativa em células malignas, visto que semelhante
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aos folatos naturais, o MTX é convertido em MTX
poliglutamato (MTXPG) pela enzima folilpoliglictamil
transferase, o qual acarreta na interrupcao da sintese da
timidina e, consequentemente, a formacdo do DNA,
parando a replicacdo de células cancerosas. Apesar dos
beneficios da quimioterapia com o MTX, certos pacientes
ndo estdo isentos de efeitos citotoxicos, como danos em
tecidos normais, principalmente aqueles que estdo em
constante renovacdo celular, como a mucosa oral
(SCHMIEGELOW et al., 2014). A mucosa oral € a estrutura
gue reveste a superficie interna da cavidade oral. Sua
estrutura é constituida de epitélio e lamina prépria, sendo
o epitélio oral estratificado pavimentoso. As funcbes da
mucosa oral sdo protecdo contra agressées mecanicas e
microbiolégicas, secrecdo, sensorial e recobrimento.
Sendo assim, por sua funcéo de forramento, o epitélio oral
apresenta rapida proliferacao e constantemente renovacao
(QIN; STEEL; FAZEL, 2017). Assim, uma das toxidades do
MTX € a mucosite oral (MO), a qual é descrita como uma
inflamacé&o na mucosa oral que causa dor, ulceragdes, com
ou sem pseudomembrana, sangramentos e infeccoes
locais ou sistémicas (RIBEIRO et al.,, 2017). Muitos

estudos sdo centralizados em variacbes de genes que
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codificam proteinas, no entanto € importante destacar que
variacdes em regifes nado codificante de proteinas como
os microRNAs (miRNAs) podem ser relevantes para uma
resposta adequada ao MTX e, consequentemente, a
prevencdo da toxicidade (MISHRA et al., 2008). Os
miRNAs  sdo pequenos  acidos  ribonucleicos,
aproximadamente, de 21 a 23 nucleotideos que regulam a
expressao do gene pés-transcricionalmente por meio do
pareamento com seu gene-alvo e este processo ocorre
pela degradacdo do miRNA ou por represséao da traducao.
Sendo assim, sé@o essenciais para a homeostasia do
organismo. No entanto, quando se tem alteracbes nessas
moléculas, como a presenca de um polimorfismo, a
expressao génica é modificada (ROMAINE et al., 2015).
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) é uma variacéo
da sequéncia de nucleotideos em um alelo de um gene,
gue deve ter uma frequéncia relativamente elevada na
populacao (>1%). A presenca de um SNP em um sitio de
ligacdo ou no gene que codifica um mirRNA pode afetar a
sua expressao, resultando na alteracdo da regulacéo de
um gene alvo. Os miRNAs apresentam papéis importantes
na sustentabilidade regulatéria de fungdes celulares, logo

a alteracdo em seus niveis de expressdo desempenha
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funcdes ativas na desregulacdo do desenvolvimento (SUN
et al., 2009; VAROL et al.,, 2011). O gene MIR938 é
responsavel pelas vias regulatérias dos genes
relacionados a sobrevivéncia celular e apoptose. Além
disso, variantes do tipo SNP presentes neste gene foram
associadas a modificacbes em sua biogénese e
estabilidade, como o presente no pre-mir-938 (rs2505901).
Adicionalmente, um dos genes- alvos para este miR é o
CDKNI1A, o qual codifica uma proteina encarregada pela
interrupcao da multiplicacdo celular em resposta aos danos
no DNA. Além disso, € essencial para a regulacao celular
relacionada a transicdo G1 / S e posterior proliferacdo
celular via quinase dependente da ciclina (LI et al., 2017,
TORRUELLA-LORAN et al.,, 2019). Os miRNAs 200b e
200c estao envolvidos na regulacéo pés-transcricional da
expressao génica de diversos genes, inclusive do gene
BCL2 (TANG,2013). O polimorfismo rs12904 do mir-200c
esta localizado na sequéncia seed, e, assim, prejudica a
ligacdo com o gene-alvo e o polimorfismo rs9660710 do
mir-200b altera a quantidade do miRNA expresso (LI,
2012; XIE, 2016). O gene BCL2 é considerado apoptotico,
€ um importante regulador da via de morte celular

programada, e o equilibrio da interacdo entre os produtos
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dessa cascata é essencial para a regulacdo efetiva da
sobrevivéncia ou apoptose celular e o controle da
proliferagdo celular (PISTRITTO, 2016). A MO ocorre
qgquando um limiar biolégico é alcancado por meio de
mecanismos coletivos que forcam a apoptose ou uma
diminuicdo da renovacao celular. Durante a resolucdo da
lesédo, o tecido responde a outra série de sinais focados na
cura e recuperacdo (BOWEN, 2005; ANTHONY, 2006).
Nesse caso, também, fatores celulares e moleculares
modulam e medeiam o processo, como a morte celular por
apoptose e proliferacdo celular. Portanto as falhas nesses
mecanismos regulatérios podem estar associadas a
patogénese da MO, resultando na diminuicdo da taxa de
renovacao do epitélio oral por dano tecidual e morte celular
(VILLA, 2015). A amostra pesquisada consistiu de 80
DNAs de pacientes pediatricos que foram diagnosticados
com LLA nos anos de 2006 a 2016, em dois hospitais
publicos referéncia no tratamento de cancer infantil
(Hospital Ophir Loyola, e Hospital Oncologico Infantil
Octavio Lobo, Belém -- PA, Brasil). O tratamento inicial foi
realizado de acordo com protocolo BFM2002 (Grupo
Europeu Berlim-Frankfurt Miunster). Os pacientes foram

estratificados em grupos de risco padrdo, médio e alto. Na
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fase de inducdo todos os grupos de risco receberam o
protocolo I, que consiste na administracdo de MTX
intratecal de acordo com a idade do paciente (6 a 12 mg).
Na fase de consolidacdo e manutencgao, foram utilizadas
MTX e 6-MP. A dosagem utilizada de MTX, na fase de
consolidagéo para baixo risco ou risco intermediério, foi de
2mg/m2 e para alto risco foi utilizado 5mg/m2. Na fase de
manutencgdo, os pacientes de risco baixo ou intermediérios
utilizaram 20mg/m2 de MTX e os pacientes de alto risco
utilizaram o protocolo St. Jude, que consistia em 75mg/m2
de 6-MP. Os dados de toxicidade foram coletados dos
prontuarios dos pacientes e classificadas de acordo com
NCI Common Toxicity Criteria versédo 4.0. Foram incluidas
exclusivamente as toxicidades graves relacionadas a MO
de grau 3 -- 4 relatada para cada paciente durante o
periodo de inducdo, consolidagdo e manutencdo do
tratamento. O material genético foi extraido de amostras
de sangue periférico dos pacientes na remissao, utilizando
o Kit comercial Biopur Kit de Extragcdo Mini Spin Plus — 250
(Biopur, Brasil) e quantificadas utilizando 0
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Termo Scientific
NanoDrop 1000; NanoDrop Technologies, Wilmington,

DE). A analise molecular dos polimorfismos foi realizada
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com o sistema TagMan® (Applied Biosystems®, Foster
City, Califérnia, EUA), utilizando o equipamento 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). As analises
estatisticas foram realizadas pelo software JASP v.
0.14.1.0. Desse modo, foram selecionadas 80 amostras e
realizado as estatisticas descritivas, referentes as
variaveis ancestralidade, idade, sexo, leucometria inicial,
tipo de leucemia, risco de estratificagdo, translocagdes
cromossOmicas e presenca de mucosite. Por meio do teste
qui-quadrado, compararam-se as frequéncias para as
variaveis sexo, leucometria inicial, tipo de leucemia, risco
de estratificacéo e translocacdes cromossOmicas entre 0s
grupos estudados. O teste — T foi utilizado para comparar
as meédias referente a idade e o Mann-Whitney para a
ancestralidade. Realizou-se a regressao logistica,
corrigida por grupos de risco, para analisar a associagao
do polimorfismo genético selecionado e a incidéncia de MO
no tratamento de LLA infantil. Dos 80 participantes, 51
(63,8%) eram do sexo masculino e 29 (36,2%) do sexo
feminino, com média de idade de 5,463.Pdde-se observar
as frequéncias das translocagbes cromossOmicas que
corresponderam (37,1%) para TCF3-PB1 e de (34,3%)

para BCR-ABL, sendo elas as mais frequentes, seguido
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por ETV6-RUN1 (17,1%), depois a E2A-PB1 (5,7%) e, por
fim, com as mesmas frequéncias (2,9%) as transloca¢des
MLL-AF4 e SIL-TAL. Além disso, (28,8%) dos pacientes
analisados apresentaram MO como complicagdo da
terapia contra a LLA.O estudo também fez a analise da
relacdo entre a ocorréncia de MO em pacientes pediatricos
com o diagnostico de LLA, em terapia antineoplasica com
MTX. Foi observado, a partir das analises de
ancestralidade genética, que 0 grupo étnico europeu
apresentou a meédia de 0,432+ 0,102, seguido pela
amerindia 0,365+ 0,132 e, por ultimo, a africana 0,203+
0,087. N&o foram observadas diferengas significativas
referentes a ancestralidade. Quanto ao risco de
estratificacao, 65,2% dos pacientes que apresentaram MO
encontravam-se inclusos no grupo de alto risco, em
segundo lugar com 26,1% o grupo padrdo e, por ultimo, o
grupo de baixo risco, com 8,7%. Para essa caracteristica
nao foram observadas diferencas significativas no risco de
estratificacdo (p = 0,385). Nao foram observadas
diferencas significativas na distribuicdo dos gendétipos
entre 0os grupos sem e com MO. Os polimorfismos
rs9660710 e rs2505901, na forma do efeito recessivo

mutante, apresentaram diferencas significativas conferindo
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uma protecdo em desenvolver a MO. Apenas o0s
polimorfismos presentes em miR-200c e pre-miR-938
tiveram uma diferenga estatistica significativa, conferindo
ao modelo recessivo mutante uma prote¢&o ao surgimento

da MO na amostra estudada.
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