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RESUMO

A desregulacdo da ativagcdo do complexo inflamassoma pela presenca de
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP’s) é apontada como um dos fatores
promotores da atividade neoplasica na célula-tronco hematopoiética. Embora os
SNPs envolvendo esses complexos estejam associados com a manifestacéo de
doencas infecciosas e nédo infeciosas, a relacdo com a suscetibilidade ou
prognéstico em pacientes com leucemia na Amazobnia brasileira ainda €
desconhecida. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi descrever a frequéncia
dos polimorfismos nos genes NLRP1 (rs12150220 e rs35865013), NLRP3
(rs10750558 e rs10802502), P2X7 (rs2230911 e rs3751143), IL18 (rs16944) e
IL18 (rs187238) em pacientes com leucemia linfoblastica aguda e sua a
influéncia no progndstico clinico. Foi realizado um estudo caso-controle com 158
pacientes com LLA e 192 individuos controles oriundos de uma regido da
Amazobnia Brasileira, o Estado do Amazonas. Os polimorfismos genéticos nos
genes IL16 e IL18 foram genotipados a partir da analise de reacdo em cadeia da
polimerase-polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (PCR-
RFLP). Enquanto os polimorfismos nos genes NLRP1, NLRP3 e P2X7 foram
genotipados por meio de PCR Quantitativa em Tempo real (qPCR). O gendtipo
IL1B C/T rs19644 foi associado com o risco de desenvolvimento de LLA (C/C vs.
C/T +T/T OR: 2.48 [IC 95%: 1,26 — 4,88,p=0,006]; C.C vs C/T OR: 2.74 [IC 95%:
1.37-5.51, p=0,003]). Os genodtipos P2X7 A/C rs3751143 (OR: 2.30 [IC 95%:
1.05-5.03, p=0,036]) e NLRP3 G/G rs10754558 (OR: 7.44 [IC 95%: 1.44 — 38.26,
p=0,016]) foram associados com o risco de comorbidades infecciosas enquanto
que, NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [IC 95%: 0.16 — 0.87, p=0,023]) foi
associado com a protecao contra comorbidades. Além disso, foi descrita a
associacao do genétipo NLRP1 A/G rs35865013 (OR: 2.72 [IC 95%: 1.07 — 6.90,
p=0,034]) com o risco de recaida apds o tratamento em pacientes com LLA. A
variante IL1B8 rs16944 parece predispor os individuos da regido da Amazbnia
brasileira a LLA. Além disso, SNPs do inflamassoma estdo associados com a
presenca de comorbidades infecciosas e episodios de recaida ao longo do

tratamento em individuos com leucemia linfoblastica aguda.



Palavras-chave: leucemia linfoblastica aguda, imunidade inata, receptores do
tipo NOD

ABSTRACT

The dysregulation of the activation of the inflammasome complex by the presence
of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) is pointed out as one of the factors
that promote neoplastic activity in the hematopoietic stem cell. Although the SNPs
involving these complexes are associated with the manifestation of infectious and
non-infectious diseases, the relationship with susceptibility or prognosis in
leukemia patients in the Brazilian Amazon is still unknown. Thus, the aim of this
study was to describe the frequency of polymorphisms in the NLRP1 (rs12150220
and rs35865013), NLRP3 (rs10750558 and rs10802502) genes, P2X7
(rs2230911 and rs3751143), IL1B (rs16944) and IL18 (rs187238) and its
influence on clinical prognosis. A case-control study was carried out with 158
patients with ALL and 192 control individuals from a region of the Brazilian
Amazon, the State of Amazonas. The genetic polymorphisms in the IL13 and
IL18 genes were genotyped from the restriction fragment length polymerase-
polymorphism chain reaction (PCR-RFLP). While the polymorphisms in the
NLRP1, NLRP3 and P2X7 genes were genotyped using Real Time Quantitative
PCR (qPCR). The IL1B C/T rs19644 genotype was associated with the risk of
ALL development (C/C vs. C/T + T/T OR: 2.48 [95% CI: 1.26 - 4.88, p = 0.006];
CC vs C/T OR: 2.74 [95% CI: 1.37-5.51, p = 0.003]). The genotypes P2X7 A/C
rs3751143 (OR: 2.30 [95% CI: 1.05-5.03, p=0.036]) and NLRP3 G/G rs10754558
(OR: 7.44 [95% CI: 1.44 - 38.26, p = 0.016]) were associated with the risk of
infectious comorbidities whereas, NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI:
0.16 - 0.87, p = 0.023]) was associated with protection against comorbidities. In
addition, the association of the genotype NLRP1 A/G rs35865013 (OR: 2.72 [95%
Cl: 1.07 - 6.90, p = 0.034]) with the risk of relapse after treatment in ALL patients
has been described. The variant IL1B rs16944 seems to predispose individuals

from the Brazilian Amazon region to ALL. In addition, inflammasome SNPs are
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associated with the presence of infectious comorbidities and relapse episodes

throughout treatment in individuals with acute lymphoblastic leukemia.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, innate immune, NOD-like receptors
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1. INTRODUCAO

1.1 Histériadaleucemia

No inicio do século XIX, na Europa, foram observadas alteracdes
incomuns no sangue de diversos pacientes que evoluiam com rapidez ao 6bito.
O médico francés Alfred Velpeau, em 1827, descreveu o0 caso de uma senhora
de 63 anos, que desenvolveu uma condicdo patoldgica caracterizada pelo
aumento do volume do figado e baco, além de fragueza. Na autopsia, Velpeau
descreveu o aspecto do sangue como “grosso como um mingau, de modo que
ndo poderia se perguntar se ndo era um pus louvavel do qué sangue”®. Em
1839, Alfred Donné, em Paris, ao analisar uma amostra de sangue de um
paciente sob a mesma condi¢do, notou que o excesso de glébulos brancos se
assemelhava a material purulento ou pus associado na época a inflamacao

local@3),

Posteriormente, Donné relatou muito mais sobre a leucemia: “Existem
condi¢cdes em que as células brancas parecem estar em excesso no sangue. Eu
encontrei este fato tantas vezes, é tdo evidente em certos pacientes, que eu ndo
posso conceber a menor dadvida a este respeito [...] O sangue desse paciente
mostrou um namero tdo grande de células brancas que eu pensei que seu
sangue estava misturado com pus”. Desta forma, até meados do século XIX, a

ideia de pus e inflamac&o perdurou sem compreensao cientifica®.

Em 1845, o médico patologista, John Hughes Bennet, na Escécia, a
partir do uso da microscopia clinica, observou que a alteracdo do sangue era
independente da inflamacéo e que a transformacgéo ocorria em todo o sistema
sanguineo, descrevendo assim pela primeira vez a leucemia como uma doenca
relacionada ao sangue de forma completa e cientifica. Na analise, ele observou
grande quantidade de globulos brancos e diversidade morfolégica (Figura 1),

sendo as primeiras imagens de células do sangue de um paciente com leucemia
(4.5)
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Figura 1. Aspecto microscopico do sangue visto por John Hughes Bennet.

(left) Fresh blood x 250 diameters

(right) The same after addition of
acetic acid

Fonte: Piller (2001)

ApOs seis semanas, 0 médico patologista Rudolf Virchow, em Berlim, ao
analisar uma amostra de sangue no microscopio, observou baixa quantidade de
glébulos vermelhos em relagcdo aos brancos, especificando outra vez, que o
excesso de células ndo se tratava de secrecdo purulenta mas originaria do

sangue ©),

Em 1847, Virchow publicou um segundo caso e pela primeira vez usou
o termo “leukhemia” do grego “leukos” =branco e “heima” = sangue que significa
“sangue branco” referindo-se ao aumento de glébulos brancos no sangue (). Em
1872, Ernst Neumann ao realizar a autopsia de um paciente que morreu com
leucemia, observou que a cor vermelha de aspecto normal da medula 6ssea
transformara-se em “verde-amarelo sujo”, apontando assim que algo anormal na
medula 6ssea era responsavel pela doenca®. No ano de 1850, o médico Henry

Fuller, em Londres, descreveu o primeiro caso de leucemia infantil ©).

1.2 Leucemias

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de neoplasias caracterizadas
pelo comprometimento funcional de uma célula-tronco hematopoiética,

distinguindo-se pela linhagem celular acometida, aspectos clinicos, progndstico
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e resposta a terapia, sendo assim classificadas em: leucemia mieldide aguda
(LMA), leucemia mieldide crbnica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e

leucemia linfoblastica cronica (LLC)®19),

No mundo todo, as leucemias representam a décima causa de morte por
cancer, sendo a LLA o tipo de cancer mais comum na infancia com 80% dos

casos.(1112),

1.2.1Leucemia linféide aguda (LLA)

Leucemia linfoblastica aguda (LLA) € uma neoplasia que acomete a
célula-tronco hematopoiética sendo caraterizada pela proliferagdo clonal de
linfoblastos na medula 6ssea. Desta forma, o acumulo de progenitores linfoides
imaturos é responsavel pelo comprometimento da producéo de outras linhagens
celulares, além de envolver o sangue periférico (SP) e 6rgdos como figado e
baco®3).

A LLA é considerada o tipo de cancer mais comum em criancas e
adolescentes, correspondendo a 1 de cada 3 casos 4. Embora, afete todos os
grupos etarios, apresenta maior incidéncia em criancas entre 2 e 3 anos de idade
de cor branca. No geral, mais de 80% dos casos ocorrem antes dos 15 anos,
sendo predominante no sexo masculino, principalmente apds o primeiro ano de

vida(*5.16),

As manifestacdes clinicas da LLA derivam do acumulo de clones
leucémicos na medula éssea e em outros 6rgaos que comprometem a producao
de hemaécias, leucdcitos e plaquetas caracterizando assim, 0s primeiros

sintomas da doenca, descritos como fraqueza, anemia, infec¢cdes e hemorragias
(13)
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1.2.2Classificacéao

A LLA pode ser classificada de acordo com a linhagem celular envolvida
(B ou T) e proliferacdo/maturacéo celular (aguda ou crénica), além de alteracdes
genéticas e/ou moleculares. Em 1976, foi realizada a primeira classificacdo da
LLA baseada em critérios morfologicos (tamanho celular, citoplasma, nucléolos,
vacuolizacdo e basofilia) pelo grupo Britanico-Americano-Francés (FAB) em
L1,L2 ou L3N,

Ao longo dos anos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem
aperfeicoado essa classificacdo inserindo o perfil citogenético dos blastos

leucémicos em 199718 e anormalidades genéticas recorrentes em 200819,

De acordo com a ultima atualizacdo da OMS de 2016, a LLA recebeu
duas novas entidades a lista de anormalidades genéticas recorrentes e o termo
“hipodiploide” foi classificado como hipodiploide baixo ou hipodiploide com

mutacdes TP53, conforme observado na Tabela 19

Tabela 1. Classificacdo da leucemia linfoblastica aguda de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Classificacdo da OMS para leucemia linfoblastica aguda
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B, ndo especificado
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com anormalidades genéticas recorrentes
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com t(9;22)(q34.1;9q11.2); BCR-ABL1
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com t(v;11g23.3); KMT2A rearranjado
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com hiperdiploidia
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com hipodiploidia
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com t(5;14)(q31.1;932.3) IL3-IGH
Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1
Entidade provisoria: Linfoma/Leucemia linfoblastica-B, BCR-ABL1-like
Entidade provisoria: Linfoma/Leucemia linfoblastica-B com iAMP21
Linfoma/Leucemia linfoblastica-T
Entidade provisoria: Leucemia linfoblastica precursor de células T
Entidade provisodria: Linfoma/Leucemia linfoblastica de células NK

Fonte: Adaptado de Arber (2016)
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1.2.3Epidemiologia

No contexto mundial, a LLA é a neoplasia com mais ocorréncia de casos
em criancas ocupando a 102 posicao entre os tipos de cancer mais incidentes,
seguida dos tumores no sistema nervoso central (SNC) e linfomas®-24, Entre
2005 a 2015, foi observado um aumento de 31,6% na taxa de mortalidade
mundial da leucemia ©@%. Atualmente, os paises desenvolvidos da Oceania,
Ameérica do Norte e Europa apresentam a maior taxa de incidéncia de LLA (40-
50 casos/milhdo de habitantes)1.26), Todavia, o alvo da maioria dos estudos sdo
0s paises em desenvolvimento devido a existéncia de elevada taxa de

subnotificac@o e erros no diagnostico (1-40 casos/milhdo de habitantes) (Figura
2)(26—28)_

Figura 2. Taxa nacionais estimadas da incidéncia de casos para leucemia para
ambos os sexos.

Fonte: Miranda-Filho et al., (2018)

No Brasil, o nimero de casos de leucemia entre regides do pais é
variavel e esta aumentando, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer
(INCA) (27:2930) para cada ano do triénio 2020-2022, sédo estimados 5.920 casos
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novos de leucemia em homens e 4.890 em mulheres. Isto equivale a um risco
estimado de 5,67 casos novos/100 mil homens e 4,56 casos novos/100 mil

mulheres GD,

Além disso, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, a
leucemia em homens é a quinta mais frequente na Regido Norte (4,45/100 mil)
e em mulheres ocupa a sexta posicao (3,29/100 mil)®. Em estudos anteriores,
observou-se um aumento de 2% a 3% ao ano da taxa de mortalidade por
leucemia em criancas das regides Norte e Nordeste entre o periodo de 1979 a
2008 ?832) Manaus apresentou um dos maiores indices de ocorréncia de LLA
do pais, de acordo com os registros de cancer de base populacional (RCBP) no
ano de 2008 3, J4 no ano de 2011, Manaus, foi identificada novamente como
uma das capitais brasileiras com maior incidéncia de casos, como uma taxa de
76,8 casos por milhdo de habitantes (34), havendo em 2016 um aumento para
87,1 casos 3%, A falta de vigilancia epidemiolégica e o acesso ao diagndstico
Sao os principais problemas enfrentados pelo Estado do Amazonas e contribuem

para a subnotificacdo de casos (39,

Em um estudo realizado por Silva-Juanior et al., (2019) no Estado do
Amazonas entre os anos de 2005-2015 demonstrou que a maioria dos pacientes
com LLA atendidos na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM) eram do sexo masculino e pertenciam a faixa etaria <10
anos de idade. Pacientes na faixa etaria 11-20 anos apresentaram duas vezes
mais chance de ir a ébito, enquanto que aqueles entre 41-50 anos observou-se
um risco de trinta e uma vezes mais. Além disso, ao avaliar o nimero de casos
por municipio, as cidades de Tefé e Maués destacaram-se nesse estudo (11 e

10 casos por ano, respectivamente) G7).

1.2.4Etiologia

A LLA é uma doenca multifatorial desencadeada pela interacdo de

fatores genéticos e ambientais. Entretanto, menos de 10% dos casos sao
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atribuidos a hereditariedade 83%, No geral, estima-se que fatores ambientais,

dietéticos, infeccdes e alergias exercam influéncia na etiologia da doencga 941,

De acordo com um estudo realizado na China, criangas concebidas por
tratamento de fertilidade tem um risco maior de desenvolver leucemia e tumores
hepaticos “2). Além disso, o uso de pesticidas no lar “1, alto peso ao nascer 3,
poluicdo ambiental ¥, exposicdo materna a tinta caseira e fumo durante a
gravidez “5-47), sindrome de Down e histdrico familiar de leucemia e tumores no

cérebro sdo fatores associados ao risco de desenvolvimento da LLA (“8),

Atualmente, a hipétese de que a presenca de clones pré-leucémicos com
alteracOes genéticas antes do nascimento (Ex: MLL/AFFI,MLLT3 e ETV-RUNX)
seguida da aquisicdo de novas mutacdes influencie na manifestacéo da LLA, é
considerada a hipétese mais aceita na comunidade cientifica °-52. Estudos
relatam ainda que mutacgdes pré-existentes no gene PAX5 (presente em 30-35%
dos casos de LLA) seguido de infec¢cbes por patdégenos comuns podem

desencadear a LLA na infancia 354,

1.2.5Tratamento

A principal fase do tratamento da LLA, denominada inducdo a remissao,
tem como objetivo a obtencdo do estado de remissdo completa (RC)
determinado por <5% de blastos e >25% de celularidade na medula Gssea.
Todavia, embora 90% dos pacientes alcancem a RC, 1/5 recaem devido a
presenca de células residuais também conhecidas como doenca residual minima
(DRM), ndo detectadas por exames convencionais ®%. Dessa forma, € realizado
0 monitoramento da DRM como fator progndéstico, visto que, dependendo da
guantidade encontrada é possivel estratificar pacientes com alto e baixo risco de

recaida pds-inducdo e melhorar a sobrevida ©6),

Além disso, a intensidade do uso de quimioterapicos utilizados nessa
fase produz supressdo do sistema imunoldgico, principalmente da série

neutrofilica, tornando o paciente suscetivel a infeccbes e comprometendo o
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tratamento continuo, favorecendo assim o risco de recaida. No geral, as
infeccbes caracterizam uma maior gravidade da doenca, tempo de

hospitalizacdo e mortalidade nos pacientes com LLA ©7),

1.3 Fisiopatogenia da leucemia

Muitos tumores expressam genes cujos produtos sdo necessarios para
a transformacé&o e manutencdo do fenotipo maligno produzidos por meio de
mutacOes pontuais, delecdes, translocagbes cromossdmicas (Ex: MLL-AF4,
PAX5, TEL-AML1) ou insercdes de genes virais. Os produtos dos genes mutados
na maioria das vezes sdo fatores de transcricdo e possuem a capacidade de
interagir com o DNA e outras proteinas nos processos maturativos celulares,
regulando a expresséo de proto-oncogenes e genes supressores de tumores de

forma positiva ou negativa (%8:59),

Evidéncias emergentes indicam que a inflamacdo desempenha um
papel importante em todos os estagios do desenvolvimento do cancer, incluindo
iniciacdo, crescimento, invasdo e metastase. Como parte do sistema de
vigilancia imunoldgica, varias vias imunes inatas interagem com componentes
celulares liberados por células tumorais mortas devido a hipdxia, quimioterapia,

dentre outros (69,

As células imunes inatas ativadas por essas oncoproteinas podem
induzir imunidade antitumoral por meio do recrutamento de células efetoras ou
promover o desenvolvimento neoplasico através da interacdo com redes
transcricionais que regulam a hematopoese, proporcionando um ambiente pro-

inflamatdrio suscetivel a transformacdo maligna. ©60.61),

1.4 O sistemaimunoldgico e o desenvolvimento da leucemia

O sistema imunologico é constituido por uma complexa rede de células
e moléculas responsaveis por reconhecer determinadas estruturas moleculares

e desenvolver uma resposta efetora provocando destruicdo e inativacdo de
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microrganismos ou danos. A desregulacdo do sistema imunoldgico pode estar
associada ao desenvolvimento ou agravamento de doencas nao infecciosas
como, por exemplo, a leucemia. Neste caso, a resposta anormal frente a

infeccdes comuns é um fatores que explicam a manifestacdo da doenca (62,

A ideia de que a exposicao a infec¢des e o desenvolvimento do sistema
imunoldgico pode influenciar na etiologia da LLA originou-se em 1988, a partir
das hipéteses de Leo Kinlen e Mel Greaves. Kinlen descreve que a interacao
entre populacbes era responsavel pelo aumento da taxa de leucemia em
criancas apos o influxo de imigrantes para uma area rural, sugerindo assim, uma
epidemia localizada de uma infecgéo a partir do contato com pessoas infectadas
(6364) Isto sugere um papel patolégico direto de uma infeccdo especifica,
supostamente viral, no desenvolvimento da LLA. Varios estudos demonstraram
evidéncias apoiando a hipétese, todavia, atualmente ha evidéncias moleculares

limitadas indicando uma infeccéo especifica (65-69),

Em contrapartida, a hipotese de Greaves sugere um modelo baseado no
tempo de exposicdo e na estimulagdo do sistema imunoldgico da crianga (7071,
Uma mutacéo genética produzida no utero, originaria um clone pré-leucémico e
a partir da baixa estimulacdo do sistema imunoldgico ao nascer frente a
infeccdes, produziria uma segunda infeccdo tardia, que seria responsavel pelo
estresse nesse sistema e aumentando as chances de desenvolver LLA.
Atualmente, a literatura descreve que a falta de estimulacdo imunoldgica na
primeira infancia, seguida de resposta exacerbada a patégenos comuns pode
influenciar no desenvolvimento de LLA em criancas que possuem clones pré-

leucémicos, como mutacGes nos genes PAX5 e ETV-RUNX (Figura 3) (62.72),



27

Figura 3. Comparacéao das hipéteses de Kinlen e Greaves.
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endémicos interactes entre populagdes

Fonte: Adaptado de Pui et al., (2008)

Desta forma, as hipéteses apontam que a LLA se origina a partir da
resposta a uma ou mais infeccbes ganha mais evidéncia ao acrescentar
mecanismos celulares e bioquimicos. Um exemplo seria a resposta de células T
desregulada numa infeccdo que resultaria numa potente resposta inflamatéria,
com liberagcdo de quimiocinas e citocinas que, pelo menos transitoriamente,
suprime a hematopoiese e/ou induz a apoptose. Neste contexto, o clone pré-
leucémico teria uma vantagem distinta de sobrevivéncia e/ou proliferativa.
Posteriormente, a expansao dessas células resultaria em mutacdes secundarias
espontaneamente ou através da influéncia de um meio inflamatério e pela acéao
de radicais livres (ROS) que facilitariam o surgimento de células leucémicas
evidentes, como mostrado na Figura 4 ). O processo inflamatério pode ser
desencadeado por diversos mecanismos imunoldgicos, dentre eles, a ativacao
da via interferon, dos Toll like-receptors (TLRs) e a formacédo de inflamassomas

a partir da ativacéo de receptores do tipo NOD da imunidade inata 3.
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Figura 4. Modelo de selecéo de células pré-leucémicas por estresse proliferativo
a partir de uma infecgao.
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Fonte: Adaptado de Greaves et al., (2006)

Além disso, outro fator que deve ser levado em consideracdo no
desenvolvimento da leucemia € o comprometimento da vigilancia imunoldgica.
Os checkpoints imunes desempenham um papel importante equilibrando de
maneira ideal os sinais estimuladores e inibitérios que medeiam a resposta de
células T. Sob condic¢@es fisioldégicas normais, os checkpoints imunes regulam
a auto tolerancia a fim de proteger os tecidos contra danos e limitam a resposta

do sistema imunoldgico a infecgédo 4.

O equilibrio da reposta imunoldgica € regulado pela acdo de moléculas
inibitérias e seus ligantes, no entanto, diversos tipos de canceres conseguem
escapar dessa vigilancia. As duas principais vias de bloqueio de checkpoints
imune sé@o o antigeno linfocitario T citotoxico (CTLA-4) e via de morte celular
programada. A via de morte celular programada é composta pela proteina PD-1
e seus ligantes PD-L1 e PD-L2. Embora a maioria estudos clinicos de bloqueio
de PD-1 e CTLA-4 com anticorpos monoclonais sejam direcionados a tumores e
linfomas, PD-1 e CTLA-4 também desempenham um papel importante na

leucemia (7,
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O bloqueio de checkpoint imune pode influenciar na ocorréncia de
neoplasias hematoldgicas, uma vez que, em contraste com os tumores sélidos
as células leucémicas expressam varios inibidores de checkpoints bem como
ligantes. Isso acontece porque o tumor muitas vezes compromete a resposta
imunologica do hospedeiro. Devido a alta carga tumoral e proliferacdo acelerada
na leucemia aguda, a doenca pode se desenvolver antes dos anticorpos de
checkpoints. Portanto, quando h4 a presenca de doenca residual minima em um
sistema imunoldgico competente, a aplicacdo de inibidores de checkpoints pode
alcancar resultados mais eficazes. Atualmente, diversos estudos clinicos estéo
em andamento a fim de utilizarem anticorpos de checkpoints em combinacéo
com esquemas quimioterapicos para tratar pacientes com leucemia recém

diagnosticados e recorrentes (7).

1.4.1Imunidade inata

A imunidade inata é o primeiro mecanismo de defesa do hospedeiro
humano, caracterizada pela ativacdo de receptores de reconhecimento padréo
(PRRs) capazes de reconhecer varios tipos de microrganismos a partir dos seus
padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS). Esses receptores sédo
encontrados na membrana plasmatica e no citoplasma e promovem acfes
antimicrobianas e pro-inflamatérias (Figura 5). Os receptores citosélicos,
semelhantes ao TLRs, ligam-se a vias de transducdo de sinais que s&o
responsaveis por promover o processo inflamatério ou a producéo de Interferon
Tipo 1 (7677,
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Figura 5. Localizacdo celular dos receptores de reconhecimento padrdo do
sistema imune inato.
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Fonte: Abbas et al., (2015)

A deteccéo de infeccBes no citosol é importante devido ao ciclo de vida
de alguns microrganismos ocorrerem no citoplasma, por exemplo, a montagem
de particula viral. Além disso, algumas bactérias e parasitas possuem
mecanismos de escape de vesiculas fagociticas no citosol e alteram a
concentracdo de ions responsaveis por indicar sinal de infeccdo através da

formac&o de poros na membrana por meio da acéo de toxinas (76).

A familia de receptores do tipo NLRs possui mais de 22 proteinas
citosdlicas soluveis diferentes que reconhecem PAMPs e DAMPs e séo
responsaveis pelo recrutamento de proteinas para formacédo de complexos de
sinalizacdo que promovem a inflamagdo. Os NLRs mais estudados sao
encontrados em células imunes (macrofagos e linfocitos B) e em barreiras de
células epiteliais (epitélio intestinal e fibroblastos). A subfamilia de proteinas NLR
dos receptores tipo NOD respondem a estimulos através da formacédo de
complexos de sinalizagdo denominados inflamassomas, ativando a producéo de

citocinas inflamatoérias IL-1B e IL-18 (79),
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1.4.2 Inflamassomas

Os inflamassomas s&o complexos moleculares de alto peso molecular,
formados no citoplasma em resposta a estimulos endégenos e exdégenos que
promovem a ativacao de caspases inflamatorias, bem como, o processamento e

ativacdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1B e IL-18 (78,

Os inflamassomas candnicos sdo responsaveis por ativar caspase-1 e
0S nao-canbnicos promovem a ativacdo da caspase-11. As caspases S&o
proteases com residuos de cisteina em seus locais ativos que clivam substratos
proteicos nos residuos de aspartato, envolvidas nos processos de morte celular
e inflamacéo (72:89), A estrutura oligomérica do complexo inflamassoma é formado
pelas proteinas citosélicas NLRs (responséaveis pelo reconhecimento de um
ligante), proteina adaptadora ASC, que se liga e recruta a pro-caspase-1 e a

caspase-1 (78,

As proteinas que atuam como sensores citosolicos NLRP1, NLRP2,
NLRP3 (ou NALP3), NLRP6 e NLRC4 (ou IPAF) pertencem a familia dos
receptores NLRs (NOD-like receptor). JA AIM2 (Absent in Melanoma 2) e IFI16
(Interferon Gamma Inducible Protein 16) pertencem a familia PYHIN (PYD-like
and HIN domain-containing proteins), enquanto a proteina sensora PYRIN faz
parte da familia TRIM (Tripartite motif proteins)(©1-85),

Os sensores NLRPs (exceto NLRP1) possuem um dominio C-terminal
rico em repeticdes de leucina (LRR), que sao responsaveis pelo reconhecimento
de um ligante, similar ao dominio rico em leucina dos TLRs. Além disso, possuem
um dominio central de ligacdo a nucleotideos (NACHT ou NBD), responsavel
pela oligomerizacéo do receptor apos sua ativacdo e um dominio efetor PYD na
porcado N-terminal o qual desencadeia a funcao efetora do receptor recrutando
proteinas para formar complexos de sinalizacao (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo dos componentes dos inflamassomas, demonstrando
a organizacéo estrutural dos seus dominios.
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O NLRP1 (NOD-like receptors, pyrin-domain-containing proteins 1) &
formado por um dominio interno FIIND (function-to-find domain) e um dominio
CARD na regido C-terminal. O NLRC4 (NLR family CARD domain-containing
protein 4-like) possui um dominio CARD na porcdo N-terminal (8280 enquanto,
0s sensores AIM2 e IFI16 possuem um dominio efetor PYD N-terminal e um
dominio HIN200 (hematopoietic interferoninducible nuclear antigen with 200

amino-acid repeat) C-terminal, responsavel por reconhecer o ligante ©7:88),

A proteina adaptadora ASC é constituida pelos dominios PYD e CARD,
atuando no recrutamento da pré-caspase-1 através de interacbes homotipicas
dos dominios CARD-CARD. A interacdo entre as pro-caspases resulta na

formac&o do complexo que induz sua ativagdo por autoprotedlise (89-99),

Quando ativada, a caspase-1 (subunidades p20/p10) cliva as formas
precursoras inativas pro-1L-1B e pr6-IL-18, levando a maturacao das citocinas IL-
18 e IL-18. Além disso, a ativacdo de caspase-1 pelo inflamassoma também
pode causar morte celular denominada de piroptose, por meio da ativagao da

proteina gasdermina-D. Esse processo € caracterizado pelo inchaco das células,
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perda da integridade da membrana plasmatica e liberacdo de mediadores

inflamatorios devido a formacdo de poros na membrana (94.9),

A ativacéo dos inflamassomas pode ser induzida por uma variedade de
estimulos citoplasmaticos que frequentemente sdo associados a infeccbes e
estresse celular, incluindo produtos microbianos, cristais endégenos e exdgenos
(Ex: Cristais de urato monossadico e acido urico) e reducdo nas concentracdes
citosdlicas de ion potassio (K*) ®. Em contrapartida, a proteina CARDS,
conhecida como CARDINAL (CARD inhibitor of NF-kB-activating ligands) ou
TUCAN (Tumor-up-regulated CARD-containing antagonist of caspase nine),
regula de forma negativa a atividade dos inflamassomas, inibindo a ativacéo do

fator de transcricdo NF-kB e regulando a ativacdo de caspases inflamatorias
(96,97).

Embora os inflamassomas fagcam parte integral da defesa do hospedeiro
contra patdégenos, € possivel observar danos no tecido do hospedeiro e
disfuncdo orgéanica, principalmente quando ha desregulacdo da ativacdo e
respostas inflamatorias prolongadas ou crbnicas. Dessa forma, a ativacdo
anormal de inflamassomas tem sido associada a diversas doencas incluindo
aterosclerose 8, cancer (739 doencas autoimunes (19 metabdlicas (10D e
distirbios neurodegenerativos devido a liberacdo exacerbada de citocinas

inflamatorias e pelo processo de morte celular (102),

1.4.3Inflamassoma NLRP1

O inflamassoma NLRP1 foi o primeiro complexo descoberto e possui 0
maior comprimento com 1.473 residuos de aminoacidos e peso molecular de
165,9 kDa. Ha sete isoformas de NLRP1 humanas produzidas por splicing
alternativo, sendo distinguidos da sequéncia candnica através de delec¢des que
levam a altera¢des na sequéncia proteica da regido C-terminal. O NLRP1 contém
um dominio LRR, NACTH e um dominio terminal PYD. O dominio LRR é seguido
por um fragmento denominado dominio “functin-to-find” ou FIIND e a regido C-

terminal possui um segundo dominio efetor de morte, o dominio CARD. A
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presenca dos dominios FIIND e CARD naregido C-terminal e a ligacéo estendida
entre os dominios PYD e NACHT faz com que o NLRP1 se destaque de todas
os outros NLRs no genoma humano 778, Na Figura 7, é possivel observar a
diferenca do NLRP1 entre o0 genoma humano, de camundongos e ratos.

Figura 7. Estrutura dos dominios proteicos das diferentes isoformas de NLRP1.
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Fonte: Adaptado de Yu et al., (2018)

O sensor NLRP1 esta presente em células dendriticas, macréfagos e
barreiras epiteliais, podendo ser ativado especificamente através do dipeptideo-
muramil (MDP), um fragmento de peptidoglicano de bactérias gram positivas e
negativas e pela toxina letal do Bacillus anthracis ("6103) A toxina letal antharx
consiste em uma metaloproteinase de zinco que ganha acesso ao citosol de
células hospedeiras infectadas capazes de levar a morte. O NLRP1 liga-se
diretamente ao MDP, o qual induz mudanca no sensor e permite ligacao de ATP.
A hidrélise de ATP induz a oligomerizacdo de NLRP1 e fornece uma plataforma

para recrutar e ativar a caspase-1 (193),
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1.4.4Inflamassoma NLRP3

O inflamassoma canénico NLRP3 (NOD-like receptors, pyrin-domain-
containing proteins 3) esta presente em macrofagos, fibroblastos e linfocitos B.
Possui capacidade de reconhecer RNA mensageiro e material genético
bacteriano, viral e fungico, MDP, ATP extracelular, cristais de acido Urico,

hidroxido de aluminio, asbesto, veneno de abelha, dentre outros 77,

A ativacdo de NLRP3 em macréfagos € iniciada por dois sinais. O
primeiro € denominado preparagéo ou “priming”, o qual inicia-se por meio dos
receptores TLRs, NOD2, TNFR1 e TFNR2 promovendo a expressao de NLRP3
mediada por NF-kB, que o0 regula positivamente. O segundo sinal é
proporcionado por um PAMP ou DAMP que ativa NLRP3 para desencadear a
montagem do inflamassoma com liberagdo de IL-1B e IL-18 (104.105),

Os sinais de iniciacdo induzem a deubiquitinacdo do sensor NLRP3
causando mudanca conformacional que expde o seu dominio NACHT,
promovendo a oligomerizagdo (196107  Posteriormente, o adaptador ASC é
recrutado por interacdes homotipicas PYD-PYD. Assim, o dominio CARD do
adaptador ASC interage com o CARD da pré-caspase-1, recrutando-a para o
formac&o do complexo inflamassoma (Figura 8) (93.108),
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Figura 8. Mecanismos de ativacdo do inflamassoma NLRP3 canbnico e nédo-
canonico.
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A grande variedade de PAMPs e DAMPs que NLRP3 reconhece nos leva
a pensar que um evento celular comum liberado por esses estimulos induz a
mudanca conformacional de NLRP3 tornando-o ativo, como por exemplo,
disfuncédo associada a mitocondria (1°9 DNA mitocondrial oxidado 19, efluxo de
potassio 111, acdes de formacdo de poros impulsionadas pelo hospedeiro ou
bactérias, dentre outros 12, Um evento comum observado por estimuladores de

NLRP3 canénicos é a reducdo da concentragdo de potassio intracelular (105111,

Os inflamassomas NLRP3 n&o-canonicos sao ativados pela maioria das
bactérias gram-negativas como Escherichia coli e Vibrio cholerae, que ativam
uma via alternativa caracterizada pela dependéncia de caspase-11 e requer
IRAK1 e IRK4. O LPS extracelular induz a expressao de pro-IL-18 e NLRP3 por
meio da via dependente de TLR4-Myd88 e interferon tipo | dependente de TLR4-
TRIFF. O interferon tipo | ativa o receptor interferon tipo | (IFNAR) que atuam na
expressao de caspase-11. Por sua vez, as bactérias gram negativas liberam LPS

no citosol a partir do espac¢o do vacuolo ou através da ruptura vacuolar. Dessa
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forma, a caspase-11 ao ligar-se ao LPS aciona a piroptose a partir da ativacao

do inflamassoma NLRP3 nao-candnico (199),

1.4.5P2X7

O receptor P2X7 € um canal catidnico que se abre em resposta a ligacao
do ATP e leva a despolarizagdo celular permitindo a entrada e saida de ions na
célula, sendo considerado um purinoreceptor. Os receptores purinérgicos sao
classificados em P1 e P2. Enquanto os do tipo P1 reconhecem adenosina, os do
tipo P2 sdo subdivididos em P2X (sete subtipos de receptores) e P2Y (oito
subtipos de receptores), e ambos possuem a capacidade de se ligar ao ATP
extracelular, onde P2X7 possui a capacidade de ativar sua funcdo de canal de

fon na presenca de concentragdes micromolares de ATP (113),

A expressao de receptor P2X7 ocorre praticamente em todas as células
dos mamiferos, sendo elas: células-tronco hematopoiéticas, células do sistema
nervoso central e periférico, macréfagos, neutrofilos, células musculares, dentre
outras. Sua principal func&o € mediar a apoptose, proliferacéo celular e liberacéo

de citocinas inflamatorias através da ligagdo com o adenosina-trifosfato (ATP)
(114)

A ativacao do receptor P2X7 pode desencadear a ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB levando a producédo de citocinas e quimiocinas. Estudos
relatam a interacdo do receptor P2X7 com varias proteinas envolvidas na
sintese, producéo e liberacéo das citocinas pro-inflamatoérias como IL-1B e IL-18
a partir da ativacdo do inflamassoma NLRP3. O efluxo de potassio (K%),
resultante da abertura do canal do receptor P2X7 apds ligacdo ao ATP
extracelular, leva, por um mecanismo ainda desconhecido a ativacdo do
inflamassoma NLRP3, culminando na ativagdo da caspase-1 e subsequente
clivagem das formas imaturas pro-IL-1B e pro-IL-18 nas citocinas IL-13 e IL-18

ativadas que serdo secretadas pelas células (113,


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Ligand-gated_ion_channel&xid=17259,1500000,15700023,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgZq7AHqddmoTBaKmXAYriWWiDUcg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Depolarization&xid=17259,1500000,15700023,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhhcVZpHs8mFnWHOY167XOpRp_ZVtw
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Figura 9. Representacdo esquematica da sinalizacdo purinérgica e vias
extracelulares de metabolizacdo de nucleotideos.
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Além disso, estudos demonstram que na leucemia linféide crbnica, a
regulacdo negativa de NLRP3 estimula a expressédo de P2X7 e promove o
crescimento celular, enquanto a super expressao de NLRP3 inibe a proliferagéo
celular e promove a apoptose. Esses achados sugerem que NLRP3 é um
regulador negativo do crescimento celular e apontam para uma relagéo
NLRP3/P2X7 na leucemia linféide cronica 19, Por outro lado, algumas doencas
podem estar associadas a polimorfismos nesses genes como, por exemplo, em

doencas inflamatdrias intestinais e cardiovasculares 116:117)

1.4.6Citocinas IL-1B e IL-18

As proteinas da familia das IL-1 sao citocinas responsaveis por ampliar
a cascata inflamatoria atraves da ativacao de células T (Thl e Th2), regulando a
expressdo de moléculas de adeséo e induzindo a producédo de outras citocinas
pré-inflamatérias. Sao produzidas por células do sistema imune inato e adquirido
no local da inflamacdo. O gene da IL-1 esta localizado no braco longo do
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cromossomo 2 (2g12-q13), com trés locus que codificam as moléculas IL-1a
(gene IL1A), IL-1B (gene IL1B) e IL-1Ra (gene IL1IRN) (79),

A IL-1B foi inicialmente descrita como um importante fator
hematopoiético que induzia a expressao de fatores estimuladores de colénia em
células progenitoras. Além disso, a citocina IL-18 promove a diferenciacdo de
células imunes e estd envolvida em varios mecanismos que compde a

inflamac&o (118,

A IL-18 faz parte da familia da IL-1, no entanto o I6cus da producao desta
proteina esta localizado no cromossomo 11 (11g22.2-q22.3). Essa citocina
exerce atividade tanto na resposta imune inata como adaptativa, e tem acgéo
pleiotropica induzindo a expressao de quimiocinas e citocinas, além de IL-8 e
TNF-a. Além disso, a citocina IL-18 desempenha um papel importante na
resposta imune, sendo responsavel pelo processo de diferenciacdo e ativacdo
de células T helper (Th) em subgrupos, de acordo com o perfil de citocinas (9.

IL-1B8 e IL-18 compartiiham homologia estrutural e local de producéo,
além do processamento dos seus precursores por meio da enzima caspase-1,
produzida pelo complexo inflamassoma. Estudos sobre a variabilidade genética
na regido promotora dos genes que codificam essas citocinas, principalmente
SNPs, demonstram que podem afetar a expressdo genética e estarem
envolvidos na suscetibilidade de doencas inflamatorias, autoimunes e

infecciosas (7).

1.5 Papel dos inflamassomas no cancer

Estudos indicam que os inflamassomas desempenham um papel
importante nas infec¢des por patdgenos e doengas autoimunes. No entanto, seu
papel na progressao do tumor ainda é pouco caracterizado em relacdo a via dos
receptores do tipo Toll (TLRS) ou vias de interferon (IFN) ©9. O cancer de célon
é utilizado em varios estudos a fim de investigar o papel dos inflamassomas no

cancer, visto que, os componentes do inflamassoma fornecem protecdo contra
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a tumorigénese associado a colite. No entanto, estudos recentes demonstram

gue polimorfismos nos inflamassomas podem promover o desenvolvimento de

tumores, doencas inflamatérias e autoimunes, como pode ser observado na

Tabela 2 (60.119),

Tabela 2. Variantes dos genes NLRP1, NLRP3, P2X7, IL18 e IL18 em estudo
associadas a doencas em humanos.

Variante Doenca Influéncia Ref.
NLRP1
Vitiligo Risco
LUpus eritematoso Suscetibilidade
sistémico Suscetibilidade
rs12150220 Doencga de Addison Risco (100,120-122)
Pré-eclampsia Resisténcia a
Leucemia linfoblastica glicocorticoides
aguda
rs35865013 N&o encontrado
NLRP3
Leucemia mieléide
110754558 cronica Suscetibilidade (123-125)
Melanoma
Céancer de colo retal
rs10805502 Tuberculose Risco (126)
P2X7
Depresséo
rs2230911 Osteoporose Suscetibilidade (127-129)
Tuberculose
rs3751143 Doenca de Parkison Suscetibilidade (130)
IL18
rs187238  Leucemia mieldide aguda Risco (131)
IL1B
Leucemia mieldide aguda
Cancer de prostata
116944 Céncer,d_e mama Risco (131-135)
metastatico
Melanoma

Cancer gastrico

Estudos envolvendo células leucémicas demonstram acumulacdo de

mutacdes somaticas em genes inflamatérios (Ex: NFkB, TLR4, Fatores

associados aos receptores TNF) hiperproliferativos e resistentes a apoptose,
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além disso, essas anormalidades derivadas da inflamacédo podem ocorrer em

ambos as células e no nicho de células hematopoiéticas (136.137),

O processo infeccioso é apontado como um dos fatores de risco, visto
que, o reconhecimento de PAMPs e DAMPs pelos PRRs expressos em células-
tronco progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) induz a diferenciacdo da
mielopoese. Ao mesmo tempo, as HSPCS séo induzidas a secretar citocinas
pro-inflamatdrias que modulam a diferenciagéo e fungéo da célula imune. Dessa
forma, estudos que apontam a leucomogénese a partir da origem inflamatéria
demonstram que pacientes com neoplasias hematoldgicas decorrentes de
alteracdes em HSPCs ou em progenitores mieldide sdo associados na literatura
com histérico de infec¢cdes ou autoimunidade e alto risco de incidéncia de

doencas hematoldgicas sustentando assim, a hipotese de Greaves (62.138.139)

A disfuncdo do nicho da medula 6ssea também afeta a homeostase
sanguinea e em alguns casos por meio de eventos raros contribui para a
iniciacdo de neoplasias hematoldgicas 149, A inflamagdo promove o aciimulo de
alteracdes genéticas, inibe a apoptose de HSPCs alterada e contribui para a
transformacao maligna. Entretanto, o processo de como a inflamagé&o cronica
sustentada promove a aquisicdo de eventos genéticos em clones pré-leucémicos
e contribui para o desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas, permanece

sendo determinada a nivel celular e molecular (36),

A piroptose induzida por NLRPla em células progenitoras
hematopoiéticas podem impedir sua proliferacdo e diferenciacdo em células
maduras, uma vez que a piroptose desenfreada em células estaminais e
progenitoras hematopoiéticas conduz a leucopenia em estado estacionario,
anemia e leucopenia durante periodos de estresse hematopoiético induzido por
quimioterapia ou infeccdo. Ou seja, a atividade de NLRPla em progenitores
hematopoiéticos pode restringir sua proliferacdo ou promover autodestruicdo de
células infectadas a fim de limitar a disseminagdo de infecgdo, promovendo

assim um ambiente tumoral (141,

Além disso, um novo mecanismo de resisténcia a glicocorticoides para a

LLA foi descoberto, onde em células leucémicas linfoides resistentes a
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glicocorticoides, ha diminuicdo da metilacdo do promotor da caspase-1 (CASP1)
e da familia NLRs contendo o dominio de pirina 3 (NLRP3) que resulta em
transcricdo aumentada, ativacao constitutiva de NALP3 e clivagem do receptor
de glicocorticoide mediada por caspase-1. Além disso, NLRP1 tem sido
associado ao desenvolvimento de LLA através da apoptose de células

estaminais hematopoiéticas e em outra doengas do sangue (142-144),

Apesar dos inflamassomas serem associados com varios tipos de
doencas, incluindo o cancer, ha poucos estudos que demonstrem a relagédo entre
0s SNPs dos genes NLRP1, NLRP3, P2X7, IL18 e IL18 com a suscetibilidade ou
influéncia no prognostico dos pacientes com LLA. Uma vez que o Estado do
Amazonas se destaca com a maior ocorréncia de casos do pais e carece de
estudos epidemioldgicos e genéticos sobre a populacado, torna-se necessario o
estudo desses SNPs a fim de fornecer dados cientificos e contribuir para um

melhor entendimento da patogénese na regiao.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Descrever a frequéncia dos polimorfismos nos genes NLRP1,
NLRP3, P2X7, IL1B3 e IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica

aguda e sua influéncia no prognaéstico clinico;

2.2 Objetivos especificos

e Estimar a frequéncia dos polimorfismos nos genes NLRP1, NLRP3,
P2X7, IL1B e IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda;

e Associar os polimorfismos dos genes NLRP1, NLRP3, P2X7, IL1(
e IL18 com a presenca de comorbidades, episédios de recaida e

Obito em pacientes com leucemia linfoblastica aguda;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

As amostras do grupo caso sao provenientes de um projeto maior
intitulado “Estudo dos polimorfismos no genes de receptores e citocinas da
imunidade inata em pacientes diagnosticados com leucemia linfoide aguda
(LLA)” coordenado pelo Dr. Allyson Guimaraes da Costa e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (CEP-HEMOAM), sob o numero de parecer 3.335.123 em
20/05/20109.

As amostras do grupo controle foram oriundas de dois projetos maiores:
“ldentificacdo e sele¢cdo de peptideos miméticos e reativos aos soros de
pacientes HCV+ e sua influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica in vitro”
coordenado pela Dra. Andréa Monteiro Tarragd sob o numero de parecer
1.406.965 em 12/02/2016 e “Avaliacdo do perfil celular, humoral e molecular em
doadores de sangue com sorologia reativa ao virus da hepatite B (HBV) na
cidade de Manaus” coordenado pela Dra. Laura Patricia Viana Maia sob o
namero de CAAE: 0024.0.112.000-10 em 26/10/2010, ambos, aprovados pelo

CEP-HEMOAM.

3.2 Modelo de estudo

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle a fim de avaliar a influéncia
do SNPs envolvendo os genes do inflamassoma em pacientes diagnosticados
com LLA. A primeira abordagem foi realizada a fim de avaliar a associacédo dos
SNPs com LLA (Pacientes com LLA vs. Individuos saudaveis). Na segunda
abordagem, avaliou-se a associacdo dos SNPs com comorbidades infecciosas,
recaida e oObito (Pacientes com LLA que possuem a variavel vs. Pacientes com

LLA gue ndo possuem a variavel).
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3.3 Fluxograma de trabalho

Figura 10. Fluxograma de trabalho
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3.4 Populacdo do estudo

O grupo caso foi composto por amostras de DNA de medula 6ssea e
sangue periférico de 158 pacientes diagnosticados com leucemia linfoblastica
aguda de acordo com os critérios de classificacdo da Organizacdo Mundial da
Salide (OMS) ©. Foram incluidos pacientes com LLA que possuiam amostras
de DNA criopreservadas no laboratério de tipagem de antigeno leucocitario
humano (HLA) da Fundagcdo HEMOAM, < 18 anos, de ambos os géneros e
aparentados. As amostras foram coletadas durante o periodo de 2010 a 2017
pela equipe multidisciplinar da Fundagdo HEMOAM de pacientes com indicagéo

para o transplante de medula 6ssea. Amostras de DNA insuficientes ou com
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baixa concentracdo e pacientes com histérico de transplante de medula 6ssea

foram excluidos do estudo.

Os individuos saudaveis (grupo controle) consistiram em 192 amostras
de doadores de sangue de ambos os sexos, que doaram no HEMOAM entre o
periodo de janeiro e dezembro de 2015 e concordaram em participar da
pesquisa. A fim de serem considerados saudaveis, todos os candidatos foram
testados sorologicamente para HIV, HCV, HBV, HBV, HTLV-1/2, Sifilis e Doenca
de Chagas e para HIV, HBV, HCV usando o kit NAT HIV/HCV/HBV. Além disso,
foi realizada uma triagem a partir de entrevista a fim de identificar outras doencas
e fatores de risco, de acordo com as normas técnicas do Ministério da Saude do
Brasil. Amostras de DNA insuficientes ou com baixa concentragéo e candidatos

aparentados foram excluidos.

3.5 Coletadas amostras

As amostras de DNA foram obtidas da DNAteca do laboratério de
tipagem de HLA da Fundacdo HEMOAM coletadas no periodo de 2010 a 2017.
A coleta foi realizada por puncao venosa de aproximadamente 4mL de amostra
de sangue em tubos com sistema a vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer EDTA
K2®). Em relagcéo ao grupo controle, foram coletados aproximadamente 12mL
de sangue periférico por puncdo venosa em tubos com sistema a VAcuo
contendo EDTA, Citrato de Sdédio (BD Vacutainer de Citrato de Sodio
Tamponado) e com Gel Separador (Gel BD SST® Il Advance) para a realizacéo

de hemograma, testes bioquimicos e sorologia, respectivamente.

3.6 Critérios de elegibilidade

3.6.1Critérios de inclusao
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Para o grupo caso foram incluidos pacientes diagnosticados com LLA
através da técnica de imunofenotipagem e que possuiam amostras
criopreservadas na DNAteca do laboratoério de tipagem de HLA da Fundacgéo
HEMOAM, < 18 anos, ambos 0s sexos e nao aparentados. Em relagéo ao grupo
controle, foram incluidos candidatos a doacdo de sangue na Fundacdo
HEMOAM que ndo apresentassem diagnoéstico de neoplasias hematoldgicas
elou testes sorologicos e moleculares positivos para a triagem padrdo dos
bancos de sangue conforme as Normas Técnicas do Ministério da Saude.

3.6.2Critérios de nao inclusao

Foram cessados do estudo portadores de qualquer outra doenca

hematoldgica e que ndo se enquadrassem aos N0ssos critérios de inclusao.

3.6.3Critérios de exclusao

Foram excluidas amostras de DNA insuficientes ou com baixa

concentragéo e pacientes com historico de transplante de medula éssea.

3.7 Extracdo e quantificacdo do DNA

A extracdo do DNA Gendmico das amostras de sangue (grupo caso) foi
realizada com o kit ilustra triplePrep Kit® GenomicPrep DNA Extraction (GE
Healthcare Life Sciences) e BIOPUR Kit mini spin plus extraction® (Mobius Life
Sciences) seguindo as recomendacdes descritas pelo fabricante. Quanto as
amostras do grupo controle, utilizou-se o Kit QIAmp DNA (QIAGEN, Chatsworth,
CA, USA), seguindo as orientacbes do fabricante. Ap0s a extracdo e
congelamento das amostras, o DNA foi avaliado por leituras a 260 nm com o
espectrofotbmetro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific ™). Foi

considerado uma unidade de Densidade Otica (DO) como equivalente a 50 ng/pL
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de DNA. As faixas de absorbancia de 260/280 (faixa de absorcéo de proteinas)
e 260/230 (faixa de absorcdo de compostos organicos, acucares, ureia e sais)

foram utilizadas para avaliar a pureza do DNA (~1,8 — 2,2).

3.8 Genotipagem dos Polimorfismos dos Genes das citocinas IL-1B e IL-
18 através de PCR-RFLP

Os polimorfismos nos genes das citocinas IL-13 e IL-18 foram analisados
através da amplificacdo da regido de interesse pela técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) seguida pela reacédo de polimorfismo de comprimento de

fragmento de restricdo (RFLP).

As reacgoes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
por Bhat e colaboradores (2014) e Folwaczny e colaboradores (2005) (145,146).
O mix foi composto por 17,3uL de H20 MiliQ, 2,5uL de tampao 10x, 2,0uL de
MgCl2, 1,0uL de dNTPs, 0,5uL de cada primer, 0,2uL de Tag DNA polimerase e
2,0uL de DNA gendmico. A cliclagem foi realizada no termociclador da Applied
Biosystems (Veriti® 96 Well Thermal Cycler, Carlsbad,USA), de acordo com
programa de ciclagem descrito na Tabela 3.0s produtos da PCR foram
submetidos a reacéo de RFLP com 7,8uL de H20 MiiQ, 2,0uL de tampao Buffer4,
0,2uL da enzima de restricAo especifica para cada polimorfismo (10U/uL,
Promega, Madison WI, USA) e 15,0uL do produto da reacdo de PCR, com
posterior incubacdo em termobloco a 37°C overnight.
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Tabela 3. Descricao dos polimorfismos, localizacdo do genoma, temperaturas
de hibridacéo, enzimas de restricao e fragmentos gerados durante 0s ensaios.

o a Enzimas
Polimorfismo Ln%cagﬁic;‘:;) Primers Ciclagem (oC) de
9 Restricao
Forward: L
c11c 5TGGCATTG 1 ciclo an?itrc por 4
- ATCTGGTTC .
x ; 35 ciclos de 95°C por
IL1B8 (Regiao QZ\?e_rsse- 30s 56°C por 30s Aval
(rs16944) promotora) , : 72°C por 30s

5GTTTAGGA 7900 :
ATCTTCCCA por 10 minutos
CTT-3
Foward: S
5'CACAGAGC 1ciclo a ri?sc por 10

-137G/C CCCAACTTT 55 ciclos de 95°C por

IL18 - TTACGGCAG
(Regido : 30s Mboll
(rs187238) AGAA-3 0
promotora)  Reverse: 6OOC por 305

sGicraots [CPU
TCGGCACTC
CTTGG-3’

3.9 Eletroforese

Os produtos da reacdo de RFLP foram visualizados em gel de agarose

corado com brometo de etidio (Apéndice 06) de acordo com concentracdes
descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Tamanho dos fragmentos e concentracdo dos géis de agarose dos
polimorfismos em estudo.

Sitio de clivagem da

Polimorfismos S Fragmentos Agarose %
enzima
IL18-511¢c/t  9.C-YCGRG..3 C: 304 » 506
(rs16944) 3..GRGCY+C..5 T: 190+104 7
IL18 -137G/C  9..GAAGA(N)s..3"  (C:155 ey
(rs187238) 3. CTTCT(N)y.5 G 116+39 0

*New England BioLabs (https://international.neb.com/)


https://international.neb.com/

49

3.10 Genotipagem por PCR Quantitativa em Tempo Real (JPCR) — Ensaio
Tagman

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada através da técnica de
PCR em tempo real, utilizando sondas fluorescentes TagMan alelo-especificas

gue permitem a discriminacédo dos SNPs em estudo.

As reacbes de PCR em Tempo Real foram realizadas em microplacas
de 96 pocos com 2,25uL de agua ultrapura, 2,5uL do genotyping Master Mix (1x),
0,25uL de ensaio TagMan® (20x), contendo 36uM de cada primer e 8uM de cada
sonda TagMan®, 2uL de DNA gendmico, com volume final de 7uL. O
termociclador Applied Biosystems QuantStudio™ 3 da Thermofisher Scientific foi
utilizado para amplificacdo dos fragmentos de interesse e interpretacdo dos
resultados, com os seguintes parametros de ciclagem: 95°C por 10 minutos para
ativacao, 40 ciclos a 92 °C por 15 segundos para desnaturacédo e 40 ciclos a
60°C por 90 segundos para anelamento e extenséo. As sondas utilizadas estéo

descritas na Tabela 5.
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Tabela 5. Descricéo dos genes, referéncia dos SNPs, localizac&o e kit de ensaio

para genotipagem.

Referéncia

Gene 4o SNP (rs)

Localizacéo

VIC/FAM

Kit de
Genotipagem
de Ensaio
TagMan

rs12150220

NLRP1

rs35865013

rs10754558

NLRP3

rs10805502

rs3751143

P2X7

rs2230911

Chr.17:
5582047

Chrl7:
5512596

Chr1:
247448734

Chr1:
247448993

Chrl12:
121184501

Chrl12:
121177328

GGAGCTTGGAA
GAGCTTGGTAGA
GG[AT]GTGAGG
CAGAGATTTCTG

GGGGGAA

GGTAAAGGAGAT
GGGTGGGTGGG
GC[A/GITGAAGG
ACCCGAAAGACA
AGGCCAG

GACAATGACAGC
ATCGGGTGTTGT
T[C/IG]TCATCACA
GCGCCTCAGTTA
GAGGA

ATTTATTTATTTA

AATTTTTTGTAAL

C/MAGTTTTGTTT

TCTAATAAGAAA
AAT

CCTGAGAGCCA
CAGGTGCCTGG
AGG[A/CIGCTGT
GCTGCCGGAAA
AAGCCGGGG

GTGTTCATCGAC
TTCCTCATCGAC
A[CIG]TTACTCCA
GTAACTGCTGTC
GCTCC

C_1600653_10

C__ 1274533 10

C_ 26052028 _10

C_ 26052026 _10

C__ 27495274 10

C__ 15853705 20

3.11 Obtencé&o de dados sociodemograficos, laboratoriais e clinicos

Foram coletados dados demograficos (idade, género), laboratoriais

(hemograma, imunofen6tipo) e clinicos (comorbidades, recaida, O6bito) ao


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__27495274_10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__15853705_20?CID=&ICID=&subtype=
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diagndstico a partir de busca em prontuarios no sistema de atendimento médico
e estatistico (SAME), sistema iDoctor e no setor de estatistica da Fundacé&o
HEMOAM.

Foi considerado como comorbidade infecciosa, o0s pacientes que
apresentaram teste sorologico IgG+ ou IgM+ e outras doencas descritas no
prontuario. Além disso, para avaliagdo da recaida, levou-se em consideracao o
paciente que apoés o final da terapia da inducéo (D35) conforme o protocolo
utilizado obteve falha no tratamento. O 6Obito foi analisado em pelo menos 5 anos

apos o diagnéstico.

3.12 Analise estatistica

A andlise estatistica e descritiva foi realizada com o software GraphPad
Prism v.5 (San Diego, CA, EUA) e STATA v.13 (StataCorp, 2013, College
Station, Texas, USA), com niveis de significancia de 5%. A comparacéao entre 0s
grupos foi realizada com o teste exato de fisher, com intervalo de confianca de
95% (IC 95%). Um modelo de andlise de regressao logistica foi utilizado a fim de
investigar a associacdo dos genétipos com a presenca de comorbidades
infecciosas, recaida e Obito. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi
determinado pela comparacdo das frequéncias observadas e esperadas dos
gendtipos e alelos estudados, sendo aplicada em ambos 0s grupos, através do

site https://ihg.gsf.de/cqi-bin/hw/hwal.pl.



https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl
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RESUMO
Introducao

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € o cancer que mais acomete criancas no
mundo. A formagdo de complexos inflamassomas a partir da ativacdo de
receptores do tipo-NOD da imunidade inata é apontada como um dos fatores
promotores da atividade neoplasica na célula-tronco hematopoiética, onde a
intensa resposta inflamatéria gerada seria responsavel pela desregulacdo do

sistema imunoldgico. Polimorfismos genéticos envolvendo os inflamassomas
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estdo envolvidos na patogénese de diversos tipos de cancer. Todavia, a relacao
com a suscetibilidade ou prognostico dos pacientes com a LLA na Amazbnia
brasileira € desconhecida, tornando necessario estudos que investiguem sua
influéncia na doenga, a fim de poderem ser utilizados como fatores de

prognaéstico durante o tratamento.
Metodologia/Principais achados

Um estudo caso-controle foi realizado com 158 pacientes com LLA e 192
individuos controles. Os polimorfismos genéticos IL1f e 1L18 foram genotipados
a partir da andlise de reacdo em cadeia da polimerase-polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (PCR-RFLP). Enquanto, os
polimorfismos nos genes NLRP1, NLRP3 e P2X7 foram genotipados por meio
de gPCR. O gendtipo IL18 C/T rs19644 foi associado com o risco de
desenvolvimento de LLA (C/C vs. C/T + T/T OR: 2.48 [IC 95%: 1,26 —
4,88,p=0,006]; C.C vs C/T OR: 2.74 [IC 95%: 1.37-5.51, p=0,003]). Os genotipos
P2X7 A/C rs3751143 (OR: 2.30 [IC 95%: 1.05-5.03, p=0,036]) e NLRP3 G/G
rs10754558 (OR: 7.44 [IC 95%: 1.44 — 38.26, p=0,016]) foram associados com
a presenca de comorbidades infecciosas ao diagnostico enquanto que, NLRP1
A/T rs12150220 (OR: 0.37 [IC 95%: 0.16 — 0.87, p=0,023]) foi associado com a
protecdo contra comorbidades. Além disso, foi descrita a associacdo do gendtipo
NLRP1 A/G rs35865013 (OR: 2.72 [IC 95%: 1.07 — 6.90, p=0,034]) com o risco
de recaida apdés o tratamento em pacientes com LLA.

Conclusodes

A variante IL18 rs16944 parece predispor os individuos da regido da Amazénia
brasileira a LLA. Além disso, SNPs do inflamassoma estdo associados com a
presenca de comorbidades infecciosas e episodios de recaida ao longo do

tratamento em individuos com leucemia linfoblastica aguda.

INTRODUCAO

As desordens hematoldgicas sdo um grupo de neoplasias que afetam a

célula-tronco hematopoiética e representam a 11° causa mais frequente de
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ocorréncia de cancer e a 10° causa de morte no mundo, respectivamente A
leucemia linfoblastica aguda (LLA) é wuma neoplasia hematopoiética
caracterizada pela proliferacdo exacerbada de blastos na medula Ossea,
afetando principalmente criangas na faixa etaria de 2 a 15 anos de idade. No
Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no ano de 2017,
ocorreram 4.795 oObitos por leucemia em homens e 4.401 em mulheres. Além
disso, para cada ano do triénio 2020-2022, sao estimados 5.920 casos novos de
leucemia em homens e 4.860 em mulheres, correspondendo a um risco estimado
de 5,67 casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres
(11,31).

De etiologia desconhecida, estudos associam a manifestacdo de LLA
com a interacdo de fatores genéticos e ambientais, entretanto, menos de 10%
dos casos sédo atribuidos a hereditariedade (38,39). Novas evidéncias indicam
que a inflamacao desempenha um papel importante em todos os estagios de
desenvolvimento do cancer. Uma vez que a inflamacao promove o acumulo de
alteracdes genéticas que podem inibir as vias de controle de morte celular de
células-tronco progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) contribuindo para geracéo
de clones pré-leucémicos. Mel Greaves descreve que uma baixa estimulacdo do
sistema imunolégico na primeira infancia seguida de uma segunda resposta a
infeccbes, seria responsavel pela desregulacdo do sistema imunolégico e
aumentaria as chances de desenvolver LLA (147). Entretanto, este processo
para o desenvolvimento LLA, permanece ainda desconhecido (136)- O complexo
inflamassoma € um componente da imunidade inata envolvido em processos
inflamatorios e tem sido associados com o desenvolvimento de doencas
autoimunes, inflamatérias e diversos tipos de canceres (73,78). Na leucemia
linfoblastica aguda, a piroptose induzida por NLRP1a em células progenitoras
hematopoiéticas podem impedir a proliferacdo e diferenciacdo de células
contribuindo para a proliferagcdo de blastos alterados que irdo desencadear a
doenca. A desregulacédo do complexo inflamassoma também pode influenciar no
prognostico de pacientes, uma vez que estudos relatam que a ativacdo

constitutiva de NLRP3 parece clivar o receptor de glicocorticoide levando a
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resisténcia, sendo esta a primeira linha de tratamento da LLA, aumentando

assim o numero de recaidas (141,142).

Apesar dos inflamassomas serem associados com varios tipos de
doencas, incluindo o cancer, ha poucos estudos que demonstrem a relacao entre
0s SNPs dos genes NLRP1, NLRP3, P2X7, IL1B e IL18 com a suscetibilidade ou
influéncia no prognostico dos pacientes com LLA. Nesse estudo, nos
descrevemos a associagao das variantes dos inflamassomas com o risco de

desenvolvimento de LLA e prognéstico clinico nesses pacientes.

MATERIAL E METODOS
Pacientes e amostragem

Foram genotipadas amostras de DNA criopreservadas de 158 pacientes
do laboratdrio de tipagem de antigeno leucocitario humano (HLA) da Fundacédo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM)
diagnosticados com leucemia linfoblastica aguda. O diagnéstico foi realizado de
acordo com os critérios de classificagdo da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS)(20). O grupo controle foi composto por 192 amostras de candidatos a
doacéo de sangue que compareceram ao HEMOAM entre janeiro a dezembro
de 2015.

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o
HEMOAM sob namero de parecer 3.335.123/2019, CAAE
12615918.9.0000.0009, seguindo as orientacdes da Declaracdo de Helsinque e
a Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude para pesquisa envolvendo

seres humanos.
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Coleta de amostras bioldgicas e dados

Foram coletados aproximadamente 4mL de amostra de sangue
periférico de pacientes com LLA por puncao venosa em tubos com sistema a
vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer EDTA K2®). Em relagdo ao grupo
controle, foram coletados aproximadamente 12mL de sangue periférico por
puncédo venosa em tubos com sistema a vacuo contendo EDTA, Citrato de Sodio
(BD Vacutainer de Citrato de S6dio Tamponado) e com Gel Separador (Gel BD
SST® Il Advance) para a realizacdo de hemograma, testes bioquimicos e
sorologia, respectivamente. Além disso, foram obtidos dados demograficos
(idade, género), laboratoriais (hemograma, imunofenotipo) e clinicos
(comorbidades [Doencas infecciosas, aplasia e outros], recaida e 6bito) a partir
de busca em prontuarios no sistema de atendimento médico e estatistico
(SAME), sistema iDoctor e setor de estatistica da Fundacdo HEMOAM.

Extracdo de DNA genémico

A extracdo do DNA Gendmico das amostras de sangue (grupo caso) foi
realizada com o kit ilustra triplePrep Kit® GenomicPrep DNA Extraction (GE
Healthcare Life Sciences) e BIOPUR Kit mini spin plus extraction® (Mobius Life
Sciences) seguindo as recomendacdes descritas pelo fabricante. Quanto as
amostras do grupo controle, utilizou-se o Kit QIAmp DNA (QIAGEN, Chatsworth,
CA, USA). Apoés a extracdo, o DNA foi avaliado por leituras a 260 nm com o
espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific ™). Foi
considerado uma unidade de Densidade Otica (DO) como equivalente a 50 ng/pL
de DNA. A absorbancia de 260/280 (faixa de absorcdo de proteinas) e 260/230
(faixa de absorcdo de compostos organicos, acucares, uréia e sais) foram
utilizadas para avaliar a pureza do DNA.
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Genotipagem por PCR-RFLP

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
por Bhat e colaboradores (2014) e Folwaczny e colaboradores (2005) (145,146).
Para IL1B8 rs16944 foram utilizadas as sequéncias: Foward:
5TGGCATTGATCTGGTTCATC-3 Reverse: 5GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3
e IL18 rs187238: Foward, 5>CACAGAGCCCCAACTTTTTACGGCAGAGAA-3’
Reverse: 5GACTGCTGTCGGCACTCCTTGG-3’. O mix foi composto por 17,3uL
de H20 MiliQ, 2,5uL de tampao 10x, 2,0uL de MgCI2, 1,0uL de dNTPs, 0,5uL de
cada primer, 0,2uL de Taq DNA polimerase e 2,0uL de DNA genémico. A
cliclagem foi realizada no termociclador da Applied Biosystems (Veriti® 96 Well
Thermal Cycler, Carlsbad,USA) utilizando os seguintes programas: 1 ciclo a
95°C por 4 min, 35 ciclos de 95°C por 30s, 56°C por 30 s, 72°C por 30s e 72°C
por 10 min (IL1B) e 1 ciclo a 95°C por 10min, 35 ciclos de a 95°C por 30s, 60°C
por 30s, 72°C por 30s e 72°C por 10min (IL18). O produto da PCR foi submetido
a reacao de RFLP com 7,8uL de H20 MiiQ, 2,0uL de tampao Buffer4, 0,2uL da
enzima de restricdo IL1B rs16944 (Aval) e IL18 rs187238 (Mboll) (10U/uL,
Promega, Madison WI, USA) e 15,0uL do produto da reacdo de PCR, com
posterior incubacéo em termobloco a 37°C overnight (~16 horas). A digestao dos
produtos foi observada em gel de agarose a 3% e a genotipagem foi
caracterizada por IL1B (T/T- 304 bp), (C/C -190pb), (C/T- 304/190/114 bp) e IL-
18 (C/C: -155 pb), (G/G: -116 pb) e (G/C: -155/116/39).

Genotipagem por PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR)
A genotipagem dos polimorfismos de NLRP1, NLRP3 e P2X7 foi

realizada através da técnica de Real-Time Quantitative PCR (gPCR), utilizando
sondas fluorescentes TagMan alelo-especificas que permitem a discriminacéo
dos SNPs estudados. As reacdes de gPCR foram realizadas em microplacas de
96 pocos com 2,25uL de agua ultrapura, 2,5uL do Genotyping Master Mix (1x),
0,25uL de ensaio TagMan® (20x), contendo 36uM de cada primer e 8uM de cada
sonda TagMan® (NLRP1 rs12150220 Cat#1600653 10, NLRP1 rs35865013
Cat#127453310, NLRP3 rs10754558 Cat#2605202810, NLRP3 rs10805502
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Cat#2605202610, P2X7 rs3751143 Cat# 2746527410 e P2X7 rs2230911 Cat#
1585370520, Thermo Fisher Scientific, USA), 2uL de DNA genémico, com
volume final de 7pL. O termociclador QuantiStudio™ Design&Analysis Applied
Biosystems foi utilizado para amplificacdo das sequéncias de interesse e para
discriminacdo alélica sob a seguinte condicdo: 95°C por 10 minutos para
ativacdo, 40 ciclos a 92 °C por 15 segundos para desnaturacao e 40 ciclos a

60°C por 90 segundos para anelamento e extenséo.

Analise de dados e estatistica

A analise estatistica e descritiva foi realizada com o software GraphPad
Prism v.5 (San Diego, CA, EUA) e STATA v.13 (StataCorp, 2013, College
Station, Texas, USA), com niveis de significancia de 5%. A comparacao entre 0s
grupos foi realizada com o teste exato de fisher, com intervalo de confianca de
95% (IC 95%). Um modelo de analise de regressao logistica foi utilizado a fim de
investigar a associacdo dos gendtipos com a presenca de comorbidades
infecciosas, recaida e 6bito. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi
determinado pela comparacdo das frequéncias observadas e esperadas dos
genatipos e alelos estudados, sendo aplicada em ambos 0s grupos, através do

site http://ihg.gsf.de/cqibin/hw/hwal.pl.

RESULTADOS
Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos pacientes

A média de idade entre os individuos do grupo controle e pacientes com
LLA foi de 38 e 12, respectivamente. Além disso, o género masculino foi
predominante em ambos 0s grupos do estudo (66% e 63%). Em relacdo a
presenca de comorbidades, 45% apresentaram algum tipo de comorbidade ao
diagnostico, sendo a mais frequente doencgas infecciosas (86%) (ex.
Citomegalovirus, toxoplasmose, rubéola, varicela, doencas parasitarias, dentre
outros), seguida de outras comorbidades (14%) (ex. Aplasia e linfoma de Burkitt).

A maioria dos pacientes recairam durante o tratamento (66%) e


http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwa1.pl
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aproximadamente, 41% dos pacientes com LLA foram a 6bito durante o decorrer
do tratamento. A média de Hemoglobina foi de 8,65 g/dL, Hematdcrito 25,4 g/dL,
Leucécitos 4,720/mm® e Plaquetas 39,000/mm3. Os dados demogréficos,
clinicos e laboratoriais estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas obtidas ao diagnostico da

populacao em estudo.

L Grupo Pacientes com LLA

Variaveis controle

(n=192) (n = 158)
. 38 [26-

Idade (anos, mediana [IQR]) 52] 12 [4-17]

Género

Masculino, n (%) 127 100 (63%)

’ (66%)

Feminino, n (%) 65 (34%) 58 (37%)

Comorbidades -

Sim, n (%) - 72 (45%)
Doengas infecciosas, n (%) - 62 (86%)
Outras, n (%) - 10 (14%)

N&o, n (%) - 86 (55%)

Recaida -

Sim, n (%) - 105 (66%)

Nao, n (%) - 53 (44%)

Obito -

Sim, n (%) - 66 (41%)

N&o, n (%) - 92 (59%)

Hemoglobina (g/dL, mediana

[IOR]) 8,65 [6,5-10,3]

Hematocrito (g/dL, mediana [IQR]) - 25,4 [20,6-30,8]

Leucécitos (g/dL, mediana [IQR]) - 4,720 [2,110-39,200]

Plaguetas (g/dL, mediana [IQR]) - 39,000 [16,225-126,500]

Associacdo dos gendtipos e alelos dos polimorfismos em estudo com

leucemia linfoblastica aguda

As frequéncias genotipicas e alélicas de todos os SNPs em estudo estao
descritas na Tabela 2. Entre todos 0s SNPs estudados, IL-718 rs19644 (p=<0,001)
e P2X7 rs2230911 (p=0,03) se desviaram do Equilibrio de Hardy-Weinberg no



61

grupo de pacientes com LLA. O genotipo IL-18 C/T rs19644 parece ser fator de
risco para o desenvolvimento de LLA na populacdo em estudo (C/C vs. C/T +
T/T OR: 2.48 [IC 95%: 1,26 — 4,88,p=0,006]; C/C vs. C/T OR: 2.74 [IC 95%: 1,37
— 5,51,p=0,003]. Todavia, quando observado os alelos individualmente para o
SNP, ndo foi observada associacdo com o alelo T (OR: 0,84 [IC 95%: 0,62 —
1,14, p=0,279).

Table 2. Frequéncia dos alelos e gendtipos dos polimorfismos nos genes
NLRP1, NLRP3, P2X7, IL18 e IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica

aguda e individuos controles.

Polimorfismo, Grupo Pacientes

gendtipo ou controle comLLA OR (CIl 95%) \éaelor
alelo (n=192)  (n= 158) b
IL-18 rs16944 C/T
2,48 C/Cvs
CIC 35 (18%) 13 (8%) (1,26-4.88) 0,006 CIT+T/T
CIT 95 (49%) 97 (61%) 2,74 0003 CIC vs
(1,37-5,51) CIT
TIT 62 (33%) 48 (31%) 2,08 0.049 CIC vs
(0,99-4,36) TIT
C 165 (42%) 123 (38%) 0,84 0279
T 219 (58%) 193 (62%) (0,62-1,14)
IL-18 rs187238 G/C
0,98 G/G vs
G/IG 82 (43%) 67 (42%) (0,64-1,51) 0,954 G/C+C/C
G/C 90 (47%) 77 (48%) 0,95 0,838 GI/Gvs
(0,61-1,48) GIC
C/C 20 (10%) 14 (10%) 1,16 0,688 GI/Gvs
(0,54-2,58) C/C
G 254 (66%) 211 (66%) 1,02 0.861
C 130 (34%) 105 (44%) (0,75-1,41) :
P2X7 rs2230911 C/G
cic 128 (66%) 97 (61%) (0’501’_7323) 0305 LSV
CIG 57 (30%) 59 (37%) 0,73 0,173 CICvs
(0,46-1,14) CIG
G/G 7 (4%) 2 (2%) 2,65 0,213 C/Cvs
(0,53-13,06) G/IG
C 313 (81%) 253 (80%) 0,91 0628
G 71 (19%) 63 (20%)  (0,62-1,32)

P2X7rs3751143 A/C
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0,69

A/A vs

A/A 127 (66%)  9L(T%) (o airon 010 achcic
AIC 59 (31%) 62 (39%) 0,98 0,092  A/AVs
(0,43-1,06) AIC
c/c 6 (3%) 5 (4%) 0,85 0,807 A/Avs
(0,25-2,90) cIC
A 313 (81%) 244 (77%) 0,76 0,160
C 71(19%) 72 (33%)  (0,53-1,11) O
NLRP1 rs35865013 A/G
1,31 AJA Vs
A/A 28(14%) 20(18%) 725 0341 il
AIG 161 (84%) 129 (82%) 1,29 0375  AJAVs
(0.73-2,28) AIG
GIG 3 (2%) 0 724 0085 A/Avs
(0,35-146.7) GIG
A 217 (56%) 187 (59%) 1,11 0477
G 167 (44%) 129 (41%) (0,82-1,50) O
NLRP1 rs12150220 A/T
AIA 80 (42%) 70 (44%) (0’71;11’70) 0,619 AA/’Tﬁ‘T’fT
AIT 90 (46%) 70 (44%) 1,12 0,606 A/Avs AT
(0.71-1,76)
T 22 (12%) 18 (12%) 1,06 0,851 A/Avs T/T
(0,53-2,15)
A 250 (65%) 210 (66%) 1,06 0707
T 134 (35%) 106 (44%) (0,77-1.45) O
NLRP3 rs10754558 C/G
0,91 CIC vs
cic 116 (60%) 92(58%)  (georag) 0678 craioi
CIG 65 (34%) 56 (35%) 0,92 0,718 CICvs
(0,58 — 1,44) CIG
GIG 11(6%) 10 (7%) 0,87 0,765 CICvs
(0,35 — 2,14) GIG
C 297 (77%) 240 (75%) 0,92 0664
G 87 (33%) 76 (25%) (0,65 -1.31) O
NLRP3 rs10805502 C/T
1,16 C/C vs
c/C 73(38%)  66(42%) g0r7e 0475 Crriam
CIT 05 (49%) 76 (48%) 1,13 0,593 CICvs
(0,72-1,77) CIT
T 24 (13%) 16 (10%) 1,35 0,402 CICvs
(0,66-2,77) /T
C 241 (63%) 208 (65%) 114 " (oo
T 143 (37%) 108 (35%) (0,83-156)
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Associacdo dos genétipos e alelos dos polimorfismos em estudo com
comorbidades, recaida e 6bito em pacientes com leucemia linfoblastica

aguda

Na Figura 1, é possivel observar a frequéncia genotipica dos SNPs em
estudo correspondente a comorbidades (doencas infecciosas), recaida e 6bito.
Foi realizada uma analise de regressao linear a fim de investigar a associacao
dos genoétipos com as varidveis em estudo, demonstrado na Figura 2. Os
gendtipos P2X7 A/C rs3751143 (OR: 2,30 [IC 95%: 1,05 — 5,03, p=0,036]) e
NLRP3 G/G rs10754558 (OR: 7,44 [IC 95%: 1,44 — 38,26, p=0,016) foram
associados com a presenca de comorbidades infecciosas ao diagndstico,
enquanto que, NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0,37 [IC 95%: 0,16 — 0,87, p=0,023)
foi associado com a protecdo contra comorbidades. O gendtipo NLRP1 A/G
rs35865013 (OR: 2,72 [IC 95%: 1,07 — 6,90, p=0,034) foi associado com duas
vezes mais chances de os pacientes recairem apés o tratamento. Nao foi
observada associacdo dos SNPs com o 6bito nesse estudo. A frequéncia alélica
dos polimorfismos NLRP1, NLRP3, P2X7, IL1f e IL18 de acordo com
comorbidades (doencas infecciosas), recaida e Obito estdo descritas na Tabela
S1.
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Figura 1. Frequéncia genotipica dos polimorfismos NLRP1, NLRP3, P2X7, IL18
e IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda de acordo com

comorbidades (doencas infecciosas), recaida e 6bito.
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Figura 2. Forest plot da associagao entre os polimorfismos NLRP1, NLRP3, P2X7, IL1B and IL18 em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda de acordo com comorbidades (doencas infecciosas), recaida e 6bito.
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DISCUSSAO

A LLA é uma doenca multifatorial desencadeada pela interacédo de fatores
genéticos e ambientais que mais acomete crian¢as no mundo todo (11). Estudos
apontam para uma relacdo entre a desregulacdo do sistema imunologico e o
desenvolvimento da doenca no qual o processo inflamatério seria um dos
promotores do processo neoplasico (63,64,70,71). Sabe-se que a inflamacgéo
pode induzir uma resposta imune envolvendo macrofagos, neutréfilos, células
dendriticas, células natural killer (NK), células B e T (148). Dessa forma, estudos
epidemioldgicos e genéticos tem demonstrado o papel crucial da inflamacéao na
iniciacdo, desenvolvimento, progressao, invasdo e metastase em diversos tipos
de céancer (149,150).

A familia de receptores do tipo NOD possui 22 proteinas citosélicas
soluveis diferentes que reconhecem PAMPs (Padr6es Moleculares Associados
a Patdgenos) e DAMPs (Padrdes Moleculares Associados ao Dano), sendo
responsaveis pelo recrutamento de proteinas para formacédo de complexos de
sinalizacao que promovem a inflamacgao, denominados inflamassomas (151), Os
inflamassomas sdo complexos moleculares multiméricos, formados no
citoplasma em resposta a estimulos endégenos e exdgenos que promovem a
ativacdo de caspases inflamatérias (152). Nos ultimos anos, os inflamassomas
tem sido associados a doencas autoimunes (100,120), inflamatérias (153) e
diversos tipos de cancer (148), todavia, sua relacdo com a LLA ainda nao foi
descrita.

Em nosso estudo, o polimorfismo IL18 rs16944 foi associado com o risco
de desenvolvimento de LLA. A IL-13 é um citocina pré-inflamatéria mediadora
da resposta imune contra infecgdes, inflamacao e lesdes teciduais liberada a
partir da acdo da caspase-1 e tem sido associada com a progressao tumoral de
alguns canceres, como por exemplo, cancer gastrico e hepatocarcinoma
(154,155). Em um estudo realizado por Yin e colaboradores (2016), demonstrou
que individuos portadores do gendtipo IL18 G/G rs16944 apresentam risco para
o desenvolvimento de Sindrome Mielodisplasica (156). Além disso,

polimorfismos envolvendo a citocina IL-13 foram associados com avaliacdo
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citogenética de bom prognostico em pacientes com leucemia mieléide aguda
(p=0,043)(131).

O gene IL1B estd localizado no cromossomo 2ql4 e contém muitos
polimorfismos de nucleotideo Unico. Um deles é o ILB rs16944 localizado na
regido promotora que afeta significantemente as interacdes de proteinas de DNA
e interferem na producéo de IL-1B (118,157), Na literatura, esse polimorfismo
tem sido associado ao aumento da producéo da citocina IL-B, na suscetibilidade
ou mau prognéstico em individuos com doencas autoimunes e em Varios tipos
de canceres (118,158).

ApGs a infecg¢do ou injdria, a citocina IL1-B é encontrada em altos niveis
medulares produzida por mondcitos e células endotelais e promove
diferenciacdo mieldide por meio da ativacdo da via NF-kB que resulta na
expansdo de HSPCs (159). A exposicdo crbnica a IL-1p prejudica
significantemente a autorenovagéo e a habilidade das HSPCs em se diferenciar
nas linhagens linfoide e eritroide (160). Portanto, a inflamacédo crénica
sustentada pode desencadear o insult das células-tronco através da inducéo de
um estado de estresse oxidativo crébnico com niveis elevados de espécies
reativas de oxigénio (ROS) na médula 6ssea, criando assim um microambiente
de alto risco para inducdo de alteracdes genéticas devido ao dano persistente

ao DNA de células hematopoéticas induzido por inflamacgéo (161).

A estimulacdo immune crénica a partir de processos infecciosos € um
desencadeador para LMA e SMD. O histérico de doencas infecciosas
(Tuberculose, doencas intestinalis, pneumonia, septicemia, pielonefrite, sinusite,
nasofaringite, hepatite C, citomegalovirus e infeccdo do trato respiratério
superior) foi associada com 1,3 mais chances de desenvolver LMA ou SMD,
mesmo se a infeccdo ocorre 3 anos antes do inicio da doenca (139). Dessa
forma, a inflamacdo crénica pode ser identificada como um dos

desencadeadores de neoplasias hematologicas.

A IL-18 é uma importante citocina efetora do inflamassoma NLRP3,
envolvida na resposta imune inata e adquirida. No mieloma mdltiplo, o aumento

sérico de IL-18 esta associado ao avanco da doenca e pior sobrevida dos
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pacientes (162). Nesse estudo, néo foi encontrada associacdo do SNP do gene
IL18 com LLA. No entanto, no estudo realizado por Yalcin e colaboradores
(2014), os gendtipos G/C e C/C foram associados com o risco de
desenvolvimento de leucemia miel6ide cronica e o genétipo C/C associado com
o risco de desenvolvimento de leucemia linféide crénica na populacéo turca, o
gue sugere uma relacéo desta citocina com o desenvolvimento de leucemias
cronicas caracterizadas pela proliferacédo de células maduras, porém, com perda
de funcionalidade (163).

O inflamassoma NLRP1 é expresso em células progenitoras
hematopoiéticas e sua ativacao resulta no processo de morte celular dependente
de caspase 1 denominado piroptose. Alguns estudos, relatam que a citopenia
prolongada induzida pela ativacdo de NLRP1 durante processos infecciosos
garante uma vantagem proliferativa para o clone leucémico, como sugerido pela
hip6tese de Mel Greaves sobre o desenvolvimento da LLA (144,164). Na
leucemia mieldide crénica (LMC), a superexpressao de NLRP1 esta associada
com a promoc¢ao da proliferacdo e diminuicdo da apoptose em células LMC,
além de induzir resisténcia a imatinib (165). Nesse estudo, foi encontrada
associacdo entre o genotipo NLRP1 A/G rs35865013 com o risco de recaida
apos o diagnéstico em pacientes com LLA, indicando assim, um possivel

marcador de progndstico para a doenca.

Paugh e colaboradores (2016) descrevem que a diminuicdo da metilagédo
do promotor da Caspase-1 resulta em aumento da transcricdo e ativacao de
NLRP3 o qual cliva os receptores de glicocorticéides utilizados no tratamento da
LLA (142,143). Apesar dos avancos terapéuticos, muitos pacientes ainda
recaem durante o tratamento. Uma vez que nao foi encontrada associacao de
SNPs NLRP3 com LLA nesse estudo, sugere-se que mecanismos epigenéticos
estejam envolvidos no processo de patogénese da doenca bem como exercam

influéncia no progndstico do paciente.

As infeccOes estdo presentes em 49% dos pacientes com leucemia
linfoblastica aguda ao diagndstico (166). Nesse estudo, o genétipo NLRP3 G/G

rs10454558 foi associado com a presenca de doengas infecciosas na populacdo
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em estudo enquanto que o gendtipo NLRP1 A/T rs12150220 com a protecéo
contra comorbidades. As proteinas NLRs s&o cruciais na defesa do hospedeiro
contra patégenos intracelulares, como por exemplo, os inflamassomas NLRP1 e
NLRP3 atuam como sensores no reconhecimento do Toxoplasma gondi,
Tripanossoma cruzi e Leishmania sp limitando a carga e disseminacdo desses
parasitas. Estudos relatam que a susceptibilidade a toxoplasmose congénita
esta significantemente associada com SNPs envolvendo o I6cus do gene NLRP1
(167), o que fortalece a hipotese de Mel Greaves onde alteragBes genéticas no
Gtero seguida da aquisicdo de infec¢des a patdgenos comuns esteja envolvida
no desenvolvimento da LLA (62,168).

O receptor P2X7 é responsavel por tornar o NLRP3 sensivel ao ATP, um
dos principais DAMPs liberados durante a inflamacéo, sendo altamente expresso
em células tumorais. Estudos descrevem a alta expressao de P2X7 em amostras
de pacientes com LLA, principalmente que recairam, bem como associacao com
desregulacdo da funcdo de HSPCs, uma vez que afeta a capacidade de
formacdo de col6nias in vitro, prejudicando o processo de expansdo clonal
observado em HSPCs normais todavia, ainda € desconhecido o papel desse

mecanismo no desenvolvimento de LLA (169).

O polimorfismo P2X7 rs2230911 causa uma perda de funcéo do receptor,
principalmente em macrofagos, sendo responsavel por uma reducao parcial do
canal e formacdo de poros na membrana. Os macrofagos sdo essenciais na
resposta imune inata e a auséncia de funcdo do receptor P2X7 pode tornar o
hospedeiro suscetivel a infeccbes por parasitas intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis, e Toxoplasma gondii (170).
O polimorfismo P2X7 rs3751143 também causa perda de funcao no receptor e
afeta a formacé&o de poro e na literatura esta associado com a susceptibilidade
de infeccao pelo Mycobacterium tuberculosis na populacdo asiatica (129). Na
leucemia linféide crénica, esse polimorfismo parece influenciar na sobrevida de
pacientes, sendo o gendtipo A/C associado com uma maior sobrevida (104
meses) do que o genadtipo A/A (72 meses) (115,171).
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Nesse estudo, 0 gendtipo P2X7 A/C rs3751143 foi associado com a
presenca de doencas infecciosas ao diagnostico. Uma das principais doencas
encontradas foi a toxoplasmose, infeccdo causada pelo Toxoplasma gondii. O
receptor P2X7 é um importante mediador do controle da infeccdo pelo
Toxoplasma gondii, visto que, impede sua proliferacdo através da estimulacéo a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e facilita a acidificacdo de
vacuolos parasitéforos em macrofagos infectados pelo parasita (172). A perda
de funcéo do receptor pode ser responsavel pela suscetibilidade de infecgéo por
Toxoplasma gondii em pacientes com leucemia linfoblastica aguda nesse
estudo, todavia, estudos prospectivos sdo necessarios a fim de confirmar esta

relacéo.

Este estudo tem algumas limitacbes. Apesar da associacdo de SNPs
inflamassoma LLA e dados clinicos, a populacdo de estudo € pequena
comparada a outros estudos envolvendo SNPs. Dessa forma, torna-se
necessario estudos prospectivos com uma populagédo maior a fim de confirmar a
importancia dos polimorfismos em estudo na LLA. O tamanho de amostra
pequeno nao permitiu a comparacdo dos genaotipos e alelos estudados com 0s

dados sociodemograficos e laboratoriais.

CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo que descreveu a frequéncia dos polimorfismos
nos genes inflamassoma em pacientes com leucemia linféide aguda na regido
amazobnica. Os inflamassomas sdo complexos importantes na defesa do
hospedeiro e contribuem para o desenvolvimento neoplasico. Assim, a variante
IL1G6 rs16944 foi associada com a suscetibilidade a LLA em individuos da regiao
amazonica brasileira. Além disso, SNPs do inflamassoma estéo associados com
a presenca de doencas infecciosas ao diagnostico e recaida em individuos com
leucemia linfoblastica aguda. Entretanto, estudos futuros devem ser realizados

a fim de melhor elucidar a influéncia desses SNPs na patogénese da LLA.

INFORMACAO SUPLEMENTAR
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Tabela S1. Frequéncias alélicas dos polimorfismos NLRP1, NLRP3, P2X7, IL1[3
e IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda e individuos controles de
acordo com comorbidades, recaida e 6bito.

@ﬁ Nao Sim OR Valor 5 Nao Sim OR Valor 9 Nao Sim OR valor
%5 (c dep 6 (c dep @ (c dep
= 0, 0, \ 0,

gcgs n=e2 %% g n=s3 M o 9% © n=92 n=66 9%
IL-18 rs16944 C/T
C 63 51 43 80 .90 69 54 g
(37%) (41%) 1.20 (40%) (38%) ,.p (37%) (40%) g
T 109 73 o._75 0,468 63 130 72 0,670 (é§r§) -8 % 0,539
(63%) (59%) 1.92) (80%) (62%) 1.45 ) (60%) 1.82
IL-18 rs187238 G/C
G 110 87  1.32 66 145 1.35 125 86  0.88
(64%) (70%) 0.80 0,317 (62%) (69%) 0.82 (68%) (65%) 0.54
C 62 37 - 40 65 _ 0226 59 46 _ 0604
(36%) (30%) 2.17 (38%) (31%) 2.20 (32%) (35%) 1.41
P2X7 rs2230911 C/G
C 135 102 1.27 86 167  0.90 144 109 131
(78%) (82%) 0.72 (81%) (80%) 050 -oc (78%) (82%) 074 4,4
G 37 22 - 0,463 20 43 - : 40 23 - :
(22%) (18%) 2.25 (19%) (20%) 1.63 (22%) (18%) 2.32
P2X7 rs3751143 A/C
A 135 91  0.75 83 161 091 146 98  0.75
(78%) (73%) 0.44 0,333 (78%) (77%) 051 (40 (79%) (74%) 044 ,oc
C 37 33 - 23 49 - : 38 34 - :
(22%) (27%) 1.29 (22%) (33%) 1.59 (21%) (26%) 1.27
NLRP1 rs35865013 A/G
A 99 76 1.16 67 120  0.77 111 76  0.89
(58%) (61%) 0.73 0,550 (63%) (57%) 048 44 (60%) (57%) 0.56 g
G 73 48 - 39 90 - : 73 56 - ’
(42%) (39%) 1.86 (37%) (86%) 1.25) (40%) (43%) 1.40
NLRP1 rs12150220 A/T
A 109 84 121 66 144  1.32 123 87  0.80
(63%) (68%) 0.74 0,460 (62%) (68%) 081 0, (71%) (61%) 049 .-,
T 63 40 - 40 66 - : 51 45 - :
(37%) (32%) 1.95) (38%) (32%) 2.15) (29%) (39%) 1.30)
NLRP3 rs10754558 C/G
cC 134 92 081 77 163  1.30 135 105 1.41
(78%) (74%) 0.48 0,489 (72%) (78%) 0.76 550 (73%) (80%) 082 ,0c
G 38 32 - 29 47 - : 49 27 - :
(22%) (26%) 1.40) (28%) (22%) 2.23 (27%) (20%) 2.40
NLRP3 rs10805502 C/T
cC 115 82  0.96 64 144  1.43 119 89 113
(67%) (66%) 0.59 0,901 (60%) (68%) 0.88 ;.- (65%) (67%) 0.70
T 57 42 - 42 66 - 65 43 _ o611
(33%) (34%) 1.55 (40%) (32%) 2.32 (35%) (33%) 1.81)
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Frequéncia genotipica dos polimorfismos NLRP1, NLRP3, P2X7, IL1[
e IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda de acordo com
comorbidades (doencas infecciosas), recaida e Gbito.

Figura 2. Forest plot da associacdo entre os polimorfismos NLRP1, NLRP3,

P2X7, IL1B and IL18 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda de acordo
com comorbidades (doencas infecciosas), recaida e 6bito.
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5. CONCLUSAO

Ao final desse estudo, podemos concluir que:

O gendtipo IL18 C/T rs19644 foi associado com o risco de
desenvolvimento de leucemia linfoblastica aguda;

Os genodtipos P2X7 A/C rs3751143 e NLRP3 G/G rs10754558
foram associados com o risco de comorbidades infecciosas ao
diagnostico enquanto que, NLRP1 A/T rs12150220 foi associado
com a protecdo contra comorbidades;

O gendtipo NLRP1 A/G rs35865013 foi associado com o risco de
recaida em pacientes com leucemia linfoblastica aguda durante o
tratamento;

Este foi o primeiro estudo que descreveu a frequéncia de SNPs
nos genes inflamassomas em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda na Amazénia Brasileira, todavia, devido ao
pequeno numero amostral, estudos prospectivos devem ser
realizados a fim de melhor elucidar a influéncia desses SNPs na

doenca,;
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7. APENDICE

7.1 Apéndice 01. Equipe do projeto

Nome Carga Funcio Atividade no
horaria ¢ projeto
Fabiola Silva Alves 40h Biomédica Mestranda
Allyson Guimarées da Costa 4h Enfermeiro Orientadora
Adriana Malheiro Alle Marie 4h Bidloga Coorientadora
. : R Farmacéutica-
Andréa Monteiro Tarrago 4h Bioquimica Colaboradora
. Farmacéutica-
Aya Sadahiro 4h Bioquimica Colaboradora
. . . Graduanda em
Daniele de Sa Pereira 4h Biomedicina Colaboradora
Fabio Magalhdes da Gama 4h Biomédico Colaborador
Glaucia Lima de Souza 4h Biomédica Colaboradora
Lilyane de Amorim Xabregas 4h Biomédica Colaboradora
I\K/Isrrrlon Wendell - Athaydes 4h Biomédico Colaborador
. - Farmacéutico-
Mauricio Morishi Ogusku 4h Bioquimico Colaborador
erla_n Rodrigues Ribeiro ah Far_mac,eu_tlca- Colaboradora
Santiago Bioquimica
Nadja Pinto Garcia 4h Farmaceutica- Colaboradora

Bioguimica
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Descricao Unidade | Valor Unitéario Subtotal
Ponteiras com filtro 10uL, 100
uL, 200uL. 1000 uL 30 R$ 70,00 R$ 2.100,00
Placas de gPCR 20 R$ 430,00 R$ 8.600,00
Ensaio TAQMAN NLRP1 2 R$ 1.621,67 R$ 3.243,24
Ensaio TAQMAN NLRP3 2 R$ 1.621,67 R$ 3.243,24
Agarose 500g 1 R$ 2.367,53 R$ 2.367,53
Brometo de etidio 5g 1 R$ 351,40 R$ 351,40
Taq DNA Polimerase 1 R$ 425,00 R$ 425,00
Enzimas de restricao 2 R$ 1.000 R$ 2.000
Luvas de procedimento 3 R$ 70,00 R$ 210,00
Tubo eppendorf 0,2 mL para 5 R$ 5529 R$ 11058
PCR
Tubo eppendorf 1,5 mL 1 R$ 19,04 R$ 19,04
TagMan ™ Universal PCR
Master Mix 2 R$ 2.408,96 R$ 4.817,92
TOTAL - = R$ 27.477,95

Este projeto sera desenvolvido com recursos provenientes de Projeto de

Pesquisa aprovado no Ambito do Programa de Apoio & Consolidacdo das

Instituicbes Estaduais de Ensino e/ou Pesquisa (PRO-ESTADO), Resolugio N°

002/2008, da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas

(FAPEAM).
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7.3 Apéndice 03. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa - CEP-
HEMOAM

7.3.1Amostras Grupo Controle (CAAE:49652815.8.0000.0009) e

(CAAE:0024.0.112.000-10)

FUNDACAO DE :

HEMATOLOGIA E QoL orme
HEMOTERAPIA DO

'PARECER CONSUBSTANCIADC O T

DADOS DO PROJETOQ DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO E SELECAO DE PEPITIDEOS MIMETICOS REATIVOS AOS
SOROS DE PACIENTES HCV= E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA IN VITRO

Pesquisador: ANDREA MONTEIRQO TARRAGO

Arca Temdtica:

Verszo: 1

CAAE: 45652815.8.0000.0009

Institui¢io Proponente: Fundagao ce Hematologia e Hemoterapia de Amazenas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamente Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.406.985

Apresentagdo do Projeto:

Projeto de Pesquisa: IDENTIFICAGAQO E SELECAQ DE PEPITIDEQS MIMETICOS REATIVOS AQS
SOROS DE PACIENTES HCV+ E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA FIBROSE HEPATICA
IN VITRO

Trata-se de um estudo descritive, transversal constituindo subprojeto de um estudo maier da linha de
pesquisa sobre Biolecnologia & Sadde

intitulado: “Desenvalvimento de tecnolagias aplicadas =o diagnostico e terapia de doencas infecciosas
tropicais®, que sera cesenvelvido pelos

grupos de Paesquisa “Virologia” da Universidade Federal do Para — UFPA, em parceria com 0§ grupos
“Imunologia Bésica e Aplicada” da

Universidade Federal do Amazonas € “Nanotecnolcgia®™ da Universidade Federal de Uberandia- UFU. Ainda
teremos apoio das Universidade da

Califomia (UCDAVIS) e da Universidade de Miami{UM). Aprovade pela Edital Pré-Amazéniz n, 047/2012,
Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primaria:

= Determinar a reatividade em soro de individuos HCV+ para peptidecs miméticos ao HCV identificados pela
técnica phage display e caracterizar o

Endereco: Av. Corstanting Nary 4357 BLD Oir Ens Pasg

Bairro: Chepeds CEP: 65050002
UF: AM Municigio:  MANAUS
Telefone: [92)3555-0114 Fax: (§2)3855-0112 E-mail: cap@hamoam am.oov.br

FPigoadice 03



FUNDAGAO DE |
HEMATOLOGAE  QREradl
HEMOTERAPIA DO

Cominusru do Purecyr: 1405965

periil de citocinas envolvidas na desenvolvimanto de fibrose hepatica em cultura de calulas

Objetive Secundério:

* Salacionar e identificar paplideos mimaticos reatives a soros de pacientes HCV+ com fibrose hepdtica;

« Sequenciar os clones isaladas e realizar anélises de bicinformatica;

» Descrever ¢ perfil de citocinas envelvidos no desenvolvimento da fibrose em cultura de células
mesenquimgis @ hepzatocitos;

- Pré-validar os clones selecionados através de ensaios de Phage-ELISA utilizando prateinas totais de
paciantes com fibrose hepatica;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco de contaminagdo dos colaberadores da pesguisa com sangue contaminade com o virus da Hepatite C
Beneficios: Conseguir desenvolver peptideos que possam ser utilizados postariormante em biossensores
capazes de detectar proteinas presente em soro de

pacientes que possam predizer e sanvir de biomarcadores para diagndstico de fibrose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa Relevante que busca detectar marcadores que auxiliem na detecgée de peptidecs miméticos ao
virus da hepalite C capazes de predizer fibrose ulilizanco tecnologias combinadas em engenharia genética,
como Phage Display com o intuito da gerar estratégias direcionadas para a investiga¢do do processo do
desenvolvimento da fibrose.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados

Recomendacoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Decumento Arguivo Postagem Autor Situagio

Informacaes PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 081092015 Aceito

Endeveco: Av. Consianting Nary 4397 BI.O Oir Ens Pasg

Bairro: Chepeds CEP: 63 050-002
UF: AM Municipio:  MANAUS
Telefone: (92)3555-0114 Fax: (§2)3858-0112 E-mall: cep@hamoam am gov.br

Figmdzce &
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HEMATOLOGIAE  QRGram
HEMOTERAPIA DO
Cominusgu do Parecur: 1.905.965
Basicas do Projeto  |ETO_579290.pdf 15:35:04 Aceito
Folhz de Rosto folhaderosto. pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
15:32:42  |MONTEIRD
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
Assentimanto / 15:30:02  |MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO
Ausénciz
Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 09/09/2015 |ANDREA Aceito
Brochura 15:26:05 |MONTEIRO
| Investicador TARRAGO
Declaragzo de anuencias.pdf 04/09/2015 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 15:21:14 |MONTEIRO
Declaragdio de anuenclas.docx 09/09/2015 | ANDREA Aceito
Pesquisadores 14:48:18 |MONTEIRO
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
MANAUS, 12 de Fevereiro de 2016
Assinado por:
Elisa Brosina de Leon
(Coordenador)
Endereqo:  Av. Constanting Nery 4397 B1.D Dir £05 Pasq
Bairro: Chapaca CEP: 40.060-000
UF: aM Municiplo:  MANALS
Telefone: (5213655-0114 Fax: (92)3656-0112 E-mail: cep@hemoam.am.gaar

Pignalade W
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P v
o
fo HEO
£ BERATTAE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
CAMAE- BI24.0 01200010 = \"I-ZIL"'IA!! (021
""" INENTIFICACAD
Titulo: Avaliaglo do perfil celular, humoral e molecular em doadores de sangme
com sorologia reativa ao virus da hepatite B (HBY) na cidode de Manaus.
Institwigiio: Fundagdo HEMOARM B )
Pesquisndor: Lisura Puotricia Viono Main
Daia da
Henpresentagiio: | (6 G
ORIETIVOS )
Geral: Avalior o perfil celular, humoral ¢ molecular em doadores de sangue com
| sorobopia reativa ao virus da hepatite B (HBV) na cidade de Manaus.
Especifico: Avaliar a soroprevalencia de doadores de sangue com sorologin rentiva an
| wirus da hepatite B, atravis dos marcadores HBsAg efou anti-HBC;
Analisar o perlil celular dos linfacitns T CDEHCDE+ e COFHCI;
Analisar o sub-populagie de levedeios otivadas através do marcdor TGS+
(linfocitos, eosindfilos, basofiles ¢ monbcitos;
Anplisar o sub-populagde linfacitos T regulndores através do marencor
C25+;
Avaliar o perfil de citeginas THI {IL12 ¢ IFMN-y); citocinas Th2 (IL-4%
citpcing superessora [1L- 100 @ ciocinas inflarsacbrias (1L-6, [L-8 ¢ TNF - a),
I~ Caraclerizar o5 gendtipos virais na pogulagio de  doadores e
comrelagionir com @ resposta imune encontracda,
_ SUMARIO DO PROJETO
Mén;l_nhﬂja: Trata-se de um estudo observacienal descritivo do tipe ndo-probabilistics
que serd realizado com deaderes de sangue com sorologia posifiva para
HBsAp w'ou anti-HBe no periode de novembro de 2000 @ abeil de 20101,
com uma amosira de 123 doagdes reativas, o
Caracterizage | Trata-se de e estudo observacional deseritivo do tipo ndo- pmba.bjlrslma
da Amaostra: que serd realizsdo com todos o8 doadores de sangue com sorologia
positivie para HBzAyp efou anti-HEBe do virus da hepatite B ng pesiedo de
setembro de 2000 4 setembro de 20101, wializands 139 doadores (valor
estimaido),
Critérios de Doadares de sanpgue com sorologia positiva para HBsAg efou anti-HBe,
Inclusio de ambas o0s sexos, com idode entre 18 e 65 anos ¢ 05 que ppresentirem

FUMDACAD DE HEMATOLIDGIA E HEMDTERAP A DO AMATOMAS - HEMOAM

SOMITE DE ETIGA EM PESIASA

AN COMSTANTIRG KERY, 4357 — CHAPADS — DEF G050-002 - MANALUSEMAZ DA

FOINE (923 363500 13 FAN 191) M50 12

E-aad cop_bermmeniThetaail com
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- AL HEM
G5 EM B ERTADE
[oal Lo et
eoninfeceio (sifilis, doenca de chagas, HCV, HIV e HTLV). B
Critérios de Doadores gue apresentarem  resuliados negatives para ambes o5
Exelusiia marcadores da hepatite B na segunda amostra de sangue,

COMENTARIOS DO CEP FRENTE A RESOLUCAD CNS 1969 E RESOLUCOES
COMPLEMENTARES ]

Wa andlise do protecolo observou-se gue 05 aulores responderam ans qn;n;ﬂ:iunarn::nlw
descritos i parecer anlerior,

PARECER DO CEFP

Projete Aprovade. Conformes determinado pela resolugiio CNS 19696 o5 pesquisadores
deverio apresentar a este CEP relatdrios parcial efou final, flicando determinado desde e,
o prieo para apresentagio de relotorie; 27022001, Eventuaiz modhficagiies ou emendas an
profocolo devem se aprescntadas ao CEP de forma clarn ¢ sucinta, identificondo a parne do
protocelo a ser modificada ¢ suas justificativas. O termo de Consentimento deverd ser
aplicado em duas vias sendo gque uma delas fcard com o sujeite da pesguisa,

SITUACAD _ DATA DO PARECER

APROYADO 26.00.20100

FUNDAGAD DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAP LA DO AMATIINAS = HEMO®AM
COMITE DE ETICA EM PESOLISA
AN, COMNETANTING KERY, 4387 - CHAPADS, — CEP 050002 = KMAMALESARAZ OGS
FHNE (32 30550111 FAX (32) 3653-0112
E-mail ccp bermeamniholaail com
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7.3.2Amostras Grupo Caso (CAAE: 12615918.9.0000.0009)

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E RBra o™
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo dos polimorfismos nos genes dos receptores e citocinas da imunidade inata em
pacientes diagnosticados com leucemia linféide aguda Pesquisador: Fabiola Silva Alves Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 12615918.9.0000.0009

Instituicdo Proponente:FUNDACAO DE APOIO AO HEMOAM SANGUE NATIVO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.393.207

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo longitudinal, analitico e descritivo, para avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes
dos receptores TLRs, NLRPs e citocinas inflamatérias IL-1 e IL-18 em pacientes diagnosticados com Leucemia
Linféide Aguda (LLA). A amostragem sera composta por aproximadamente 200 individuos diagnosticados com
LLA no periodo de 2010 a 2017. As amostras de DNA serdo obtidas da DNAteca do Laboratério de Tipagem
de HLA da Fundagdo HEMOAM. Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes incluidos no estudo serdo
obtidos no Sistema de Atendimento Médico e Estatistico (SAME), Sistema iDoctor e Setor de Estatistica da
Fundagcdo HEMOAM. Seréo incluidos pacientes diagnosticados com Leucemia Linfoide Aguda, de faixa etaria
geral e que possuirem amostras criopreservadas no laboratério de tipagem de HLA da Fundagdo HEMOAM.

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivos sdo exequiveis e estdo coerentes com a proposta:

Objetivo Primario: Avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes dos receptores TLRs, NLRPs e citocinas
inflamatérias IL-1 e IL-18 em pacientes diagnosticados com Leucemia Linféide Aguda (LLA).
Objetivo Secundario:

Endereco: Av. Constantino Nery, 4397, Bl. A, Salado CEP-HEMOAM

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002

UF: AM Municipio: MANAUS

Telefone: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cephemoam@gmail.com
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1. Estimar a frequéncia dos polimorfismos nos genes dos receptores Toll-like TLR1, TLR4, TLR5, TLR6, TLRS,
CD14 e nos genes NLRP1, NLRP3, IL1 e IL18 em individuos diagnosticados com LLA; 2. Associar os
polimorfismos dos genes Toll-like TLR1, TLR4, TLR5, TLR6, TLR9, CD14 e nos genes NLRP1, NLRP3, IL1 e
IL18 com as manifestagdes clinicas e laboratoriais em individuos diagnosticados com LLA; 3. Investigar a
associagdo dos polimorfismos nos genes dos receptores Toll-like TLR1, TLR4, TLR5, TLR6, TLR9, CD14 e
nos genes NLRP1, NLRP3, IL1 e IL18 com grupos de risco, doenga residual minima e ¢ébito em individuos
diagnosticados com LLA; 4. Relacionar os polimorfismos nos genes dos receptores Toll-like TLR1, TLR4,
TLR5, TLR6, TLRS, CD14 e nos genes NLRP1, NLRP3, IL1 e IL18 com a evolugéo clinica dos pacientes com
LLA.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

No parecer anterior foi solicitado que o proponente da pesquisa fizesse a adequacgéo na descri¢édo dos riscos
e beneficios. As alteragdes foram realizadas conforme segue descrito:

Os riscos da pesquisa caracterizam-se por perda de amostras, de informagdes dos pacientes e quebra de
sigilo. A fim de evita-los, as amostras serdo identificadas e armazenadas corretamente tornando-se viaveis
para estudos futuros. Os dados pessoais dos participantes da pesquisa serdo armazenados em planilha do
software Microsoft Excel, acessivel somente aos pesquisadores do estudo em estado de sigilo e garantindo
a ndo utilizagao das informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Beneficios: Esse estudo contribuira para um melhor entendimento dos mecanismos imunogenéticos da
Leucemia Linfoide Aguda, proporcionando dados basicos para pesquisas futuras que proporcionardo
melhorias nas condutas terapéuticas aplicadas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Foi solicitada a dispensa do TCLE, pois, trata-se de pesquisa retrospectiva com utilizagdo de amostras de DNA
do laboratério de HLA da Fundacdo HEMOAM coletadas entre 2010 A 2017.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentacdo obrigatéria que foram anexados atendem a legislagdo vigente. Foram
apresentados:

1. Cartas de anuéncia da Instituicdo Participante e do Setor envolvido.

2.Projeto Detalhado

3.Carta de Encaminhamento ao CEP

4 .Solicitagédo de dispensa do TCLE

5.0r¢gamento

Enderego: Av. Constantino Nery, 4397, Bl. A, Salado CEP-HEMOAM

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cephemoam@gmail.com
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FUNDAGAO DE _
HEMATOLOGIA E RBraa o™
HEMOTERAPIA DO

Pagina 02 de

6.Declaracédo dos Pesquisadores
7.Cronograma
8.Folha de Rosto

Em parecer anterior foi solicitado que o proponente apresentasse a carta de anuéncia do Laboratério de
Tipagem de HLA da Fundagcdo HEMOAM. A adequacéo foi atendida e o documento encontra-se anexado na

Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Apos analise ética do protocolo apresentado, foi constatado que as pendéncias ou inadequacées da proposta
anterior (Descrigdo adequada dos riscos da pesquisa e a apresentagdo da carta de anuéncia do setor em que
as amostras de DNA encontram-se armazenadas) foram todas sanadas. Sendo assim, este colegiado foi
favoravel a aprovacao da proposta.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 02/06/2019 Aceito
Basicas do Projeto |ROJETO_1240837.pdf 13:00:35
Projeto Detalhado / |projeto_detalhado.pdf 02/06/2019 | Fabiola Silva Alves Aceito
Brochura 12:59:35
Investigador
Outros Carta_anuencia_HLA.pdf 02/06/2019 | Fabiola Silva Alves Aceito

12:58:19
Outros carta_de_encaminhamento_ao_cep.pdf | 26/11/2018 [Fabiola Silva Alves Aceito
11:58:00
TCLE /Temos de |dispensa_TCLE.pdf 26/11/2018 | Fabiola Silva Alves Aceito
Assentimento / 11:57:18
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Orcamento.pdf 26/11/2018 |Fabiola Silva Alves Aceito
11:56:25
Declaragéo de declaracao_de_pesquisadores.pdf 26/11/2018 | Fabiola Silva Alves Aceito
Pesquisadores 11:55:44
Pagina 04 de

Endereco: Av. Constantino Nery, 4397, Bl. A, Salado CEP-HEMOAM

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cephemoam@gmail.com



FUNDAGAO DE Plataoforma
HEMATOLOGIA E %on
HEMOTERAPIA DO
Declaragédo de declaracao_de_manuseio_de_amostras | 26/11/2018 |Fabiola Silva Alves Aceito
Manuseio Material |_biologicas.pdf 11:54:06
Bioldgico /
Biorepositério /
Biobanco
Pagina 03 de
Declaragéo de termo_de_anuencia.pdf 26/11/2018 |Fabiola Silva Alves Aceito
Instituicdo e 11:53:45
Infraestrutura
Cronograma cronograma.pdf 26/11/2018 |Fabiola Silva Alves Aceito
11:53:23
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 26/11/2018 |Fabiola Silva Alves Aceito
10:44:12

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Endereco:
Bairro: Chapada
UF: AM

Telefone:

MANAUS, 14 de Junho de 2019

Assinado por:
Adriana Malheiro
(Coordenador(a))

Av. Constantino Nery, 4397, Bl. A, Sala do CEP-HEMOAM

CEP: 69.050-002

Municipio: MANAUS
(92)3655-0114

Fax: (92)3655-0112

E-mail: cephemoam@gmail.com
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7.4 Apéndice 04. Protocolos PCR-RFLP

7.4.11L-1B

POPI - Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para rs16944 IL-1f POP?2 - Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP) para rs16944 IL-1f

1. CONSIDERACOES ~ NECESSARIAS ~ PARA  EXECUCA0 DO |, CONSIDERAGOES ~ NECESSARIAS ~ PARA  EXECUCAO DO

PROCEDIMENTO: PROCEDIMENTO:

1.1 A reagdo de PCR se faz por meio de protocolo adaptado da metodologia 1.1, A reagdo de PCR-RFLP se faz por meio de protocolo adaptado da metodologia
descrita pelo Bhat e colaboradores (2014); _ descrita pelo Bhat ¢ colaboradores (2014);

1.2. Reservar os equipamentos necessdrios (Fluxo laminar & termociclador). 1.2, Reservar os equipamentos necessdrios (Fluxo laminar ¢ termobloco).

1.3. Antes de iniciar, o executor deverd estar usando os EPIs adequados para drea de 1.3. Antes de iniciar, o executor deverd estar usando os EPIs adequados para drea de
pré-PCR: jaleco, sapato fechado, pro-pé, touca, méscara e luvas. Pos-PCR: jaleco, sapato fechado e luvas,

2. PROCEDIMENTO: o _ 2. PROCEDIMENTO:
2.1. Inicialmente, realizar a limpeza do fluxo laminar, ligar a UV por 15min. 2.1. Inicialmente, realizar a limpeza do fluxo laminar, ligar a UV por 15min.
2.2. Separar os reagentes para a PCR e esperar descongelar. 2.2, Identificar e distribuir os microtubos de 0,2 mL em rack especifica.

2.3. Identificar os microtubos de 0.2 mL para cada amostra de DNA a ser sintetizada; 2.3, Preparar mix da reagdo de restrigio conforme a tabela abaixo:
2.4. Preparar mix de PCR conforme a tabela abaixo:

- 1 Reagio
5 1 Reagdo Mix____ Reagdes Volume Reagentes | Concentragdo Mix Reagdes Vol (L)
Reagentes Concentragio Volume (uL) (uL) 2 Vol (uL) —_— !
H:0 - 174yl H,0 . 78uL
Buffer 10X Ix 25uL
PCR Buffer 4 10X Ix 20uL
dNTPs 200 M 1,0uL Enzima Aval U 02uL
MgCl, 1,5 mM 1,0l
Tag DNA 0,1 M 01 L 24, %dicli.(r)'nard 15,0uL de Produto de PCR de cada amostra nos tubos previamente
- identificados;
Primer [L-1fF LS mM 05pL 2.5. Adicionar 10 uL da Mix da Reagdo de Restrigio nos tubos ¢ homogeneizar;
Primer [L-If F 0,1 uM 0,5uL Nota: Realizar essa etapa de forma rapida a fim de conservar o potencial da
enzima;
2.5. Adicionar 23 uL do mix de PCR nos microtubos pré-identificados. 2.6. Levar os microtubos ao termobloco e deixar por overnight ou 16 horas a 37°C.

2.6. Acrescentar 2,0 uL de DNA da amostra ¢ homogeneizar bem.
Nota: Realizar essa etapa de forma rapida a fim de conservar o potencial da Tag

DNA Polimerase.
2.7. Levar os tubos ao termociclador na sala Pés-PCR e utilizar o programa de
ciclagem descrito abaixo:
Temperatura Tempo Ciclo
95°C .00 1
95°C 0:30"
56°C 0:30 35
n°Cc 0:30
72°C 10°:00” 1
4C ® 1

2.8. Apos a reagdo de PCR, realizar a reagdo de restrigio descrita no POP2.



7.4.21L-18

POP3 - Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR) para rs187238 IL-18
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POP4 - Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP) para rs187238 IL-18

. CONSIDERACOES ~ NECESSARIAS ~ PARA  EXECUCAO DO
PROCEDIMENTO:
1.1. A reagio de PCR se faz por meio de protocolo descrito por Folwaczny e
colaboradores (2005) modificado por Kumar e colaboradores (2014).
1.2. Reservar os equipamentos necessarios (Fluxo laminar e termociclador).
1.3. Antes de iniciar, o executor devera estar usando os EPIs adequados para drea de

pré-PCR: jaleco, sapato fechado, pro-pé, touca, méscara e luvas.

. PROCEDIMENTO:
2.1. Inicialmente, realizar a limpeza do fluxo laminar, ligar a UV por I5min.
2.2. Separar os reagentes para a PCR e esperar descongelar.
2.3. Identificar os microtubos de 0,2 mL para cada amostra de DNA a ser sintetizada;
2.4. Preparar mix de PCR conforme a tabela abaixo:

1. CONSIDERACOES ~ NECESSARIAS ~ PARA  EXECUCAO DO

PROCEDIMENTO:

1.1. A reagdo de PCR-RFLP se faz por meio de protocolo descrito por Folwaczny e
colaboradores (2005) e modificado por Kumar e colaboradores (2014).

1.2. Reservar os equipamentos necessarios (Fluxo laminar e termobloco).

1.3. Antes de iniciar, o executor deverd estar usando os EPIs adequados para drea de

Pos-PCR: jaleco, sapato fechado e luvas.

2. PROCEDIMENTO:
2.1. Inicialmente, realizar a limpeza do fluxo laminar, ligar a UV por 15min.
2.2. Identificar e distribuir os microtubos de 0,2 mL em rack especifica.
2.3. Preparar mix da reacdo de restrigio conforme a tabela abaixo:

Reagentes Concentragdo V(:If;:ii?[‘) Mix _(irfées Vel Reagentes Concentragdo i/:e;f:‘; Mix___ Reagdes Vol (uL)
H0 . 174 uL 10 - 78
Buffer 10X Ix 25uL
PCR Buffer4 10X Ix 20l
dNTPs 200 uM 1,0yl Enzima Mboll 2U 02uL
MgCl, 1,5 mM 1,0yl
Tag DNA 0,1 yM 0,1 uL 24. Adicionar 15,0uL de Produto de PCR de cada amostra nos tubos previamente
Primer IL-I8F | 1.5mM 05 uL identificados; ) - _
Primer IL-16F 01 M 054l 2.5. Adicionar 10 uL da Mix da Reagdo de Restricdo nos tubos & homogeneizar;

2.5. Adicionar 23 uL do mix de PCR nos microtubos pré-identificados.

2.6. Acrescentar 2,0 uL de DNA da amostra e homogeneizar bem.
Nota: Realizar essa etapa de forma rapida a fim de conservar o potencial da Taq
DNA Polimerase.

2.7. Levar os tubos ao termociclador na sala Pds-PCR e utilizar o programa de

ciclagem descrito abaixo:
Temperatura Tempo Ciclo
95°C 157:00” 1
94°C 0:30”
60°C 0:30" 35
12°C 1:30"
72°C 10:00” 1
4C ® !

2.8. Apos a reagdo de PCR, realizar a reagdo de restrigdo descrita no POP4.

Nota: Realizar essa etapa de forma rapida a fim de conservar o potencial da
enzima;
2.6. Levar os microtubos ao termobloco e deixar por overnight ou 16 horas a 37°C.



7.4.3Gel de agarose para IL1B8 e IL18

POPS — Gel de agarose para rs16944 IL-1f e rs187238 IL-18

CONSIDERACOES  NECESSARIAS PARA  EXECUCAO DO
PROCEDIMENTO:

1.1. Reservar os equipamentos necessarios (Fluxo laminar e termobloco).
1.2. Antes de iniciar, o executor devera estar usando os EPIs adequados para area de
Pos-PCR: jaleco, sapato fechado e luvas.

. PROCEDIMENTO

2.1 Diluir o TBE 10X em TBE 1X. Com uma proveta separar 100ml de TBE 1X;
2.2 Pesar 3g agarose (rs16944 IL-153) ou 2,5¢g (rs187238 IL-18)

2.3 Limpar a cuba horizontal que sera utilizada e separar os pentes;

2.4 Dissolver a agarose em 100ml de TBE 1X em um Erlenmeyer de 250ml;

2.5 Aquecer a solugdao em micro-ondas até a solubilizagdo completa da agarose;
2.6 Adicionar 2,0 pL de brometo de etidio a solugdo e homogeneizar;

2.7 Despejar a solugdo na cuba e colocar cuidadosamente os pentes;

2.8 Esperar solidificar;

- Durante o processo de solidificagdo da agarose, preparar as amostras para

aplicagdo no gel.

2.9 Colocar 2,0 pL de Blue Juice em uma placa de Terasaki;

2.10 Apos, colocar 8 pL do produto da restrigao;

2.11Homogeneizar e aplicar os 10 pL do contetido no gel de agarose;

2.12 O Ladder de 100pb deve ser aplicado ao final, no primeiro pogo, no volume de

2,5uL (quando for diluido no volume de 5/10 puL de Ladder original / Blue Juice).

Ajustar a fonte (Volts= 100; Amperes= 100 e Tempo= 1h) e deixar o gel em corrida por
60 minutos.
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7.5 Apéndice 05. Protocolos qPCR

7.5.1P2X7, NLRP1 e NLRP3

POP6 — PCR em Tempo Real (QPCR) para P2X7 (rs2230911 e 3751143), NLRP1
(rs12150220 e rs35865013) e NLRP3 (rs10754558 e rs10805502)

1. CONSIDERACOES  NECESSARIAS PARA EXECUCAO DO
PROCEDIMENTO:
1.1. Reservar os equipamentos ¢ materiais necesséarios: pipetas e ponteiras (1000 pl,
100 pl, 20 pl, 10 pl), descarte, placa para qPCR, suporte para placa, selos, suporte
para selar a placa, caixa de isopor com gelo, pincel para tubo, microtubos de 1,5
mL ¢ 0,6 mL, H>O MilliQ filtrada em membrana millipore e autoclavada, tampédo
TE (TBE) e pinga.
1.2. Antes de iniciar, o executor devera estar usando os EPIs adequados para 4rea de
Pré-PCR: jaleco, miscaras, sapato fechado e luvas.

2. PROCEDIMENTO:
2.1. Inicialmente, realizar a limpeza do fluxo laminar com 4lcool a 70% e colocar os
materiais previamente separados, ligar a UV por 15min.
2.2. Identificar a placa com pincel para microtubo.
2.3. Preparar mix da reagdo contendo H2O, Master mix ¢ sonda em um tubo eppendorf,
conforme a tabela abaixo:

1 Reagdo
Reagentes | Concentragdo | v (y1) | Mix __ Reagdes Vol (uL)
H20 1x 2,25 uL
Master Mix 2x 2,5uL
Sonda 20x 0,25 uL
DNA 2uL
Volume final 7uL

2.4. Aplicar 5 uL do mix em cada pogo da placa.

2.5. Adicionar 2 pL de cada amostra em seu respectivo pogo. Obs.: 1° pogo
corresponde ao Controle Negativo (7 uL do mix).

2.6. Aplicar o selo na placa com atengdo evitando a formagdo de bolhas.

2.7. Levar a placa a centrifuga para um spin de 10 segundos.

2.8. Levar a placa ao termociclador QuantiStudio™ Design&Analysis Applied
Biosystems ¢ configurar para o ensaio escolhido “genotipagem” ¢ demais
informagdes referentes ao estudo.
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7.6 Apéndice 06: Géis de eletroforese para os polimorfismos envolvendo
IL1B e IL18

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose para o polimorfismo no gene /L1
rs16944 (T/T - 304 bp), (C/C -190pb), (C/T- 304/190/114 bp).
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100pb/ CN / 01 /02 / 03 / 04 / 05 /06 [/ 07 / 08 / 09 / 10 / 11 [/ 12

-
[t

¢t ¢ ¢ C¢T C/T ¢T C/C c/c ¢T T T T

Fae o 17.) 18 Jag .p 20 21 [ w2 ] 23.) 24

100pb/ CN / 13 / 14 / 15



108

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose para o polimorfismo no gene IL18
rs187238 (C/C: -155 pb), (G/G: -116 pb) e (G/C: -155/116/39).

G/C G/G G/G G/G R G/C G/G G/G G/G G/G C/C R
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7.7 Apéndice 07: Graficos de discriminacdo alélica dos polimorfismos
nos genes P2X7, NLRP1 e NLRP3.

Figura 13. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene P2X7 rs2230911. A —
Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (CC). C — Homozigoto
polimorfico (GG). D — Heterozigoto (CG).
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Figura 14. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene P2X7 rs3751143. A —
Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (AA). C — Homozigoto
polimérfico (CC). D — Heterozigoto (AC).

Amplification Plot Amplification Plot
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Figura 15. Curva de amplificac@o gerada para o polimorfismo no gene NLRP1 rs12150220. A —
Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (AA). C — Homozigoto
polimorfico (TT). D — Heterozigoto (AT).
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Figura 16. Curva de amplificacéo gerada para o polimorfismo no gene NLRP1 rs35865013. A —
Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (AA). C — Heterozigoto (AG).
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Figura 17. Curva de amplificac@o gerada para

Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B -

polimorfico (GG). D - Heterozigoto (CG).
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Figura 18. Curva de amplificacdo gerada para o polimorfismo no gene NLRP3 rs10805502. A —
Curvas de amplificacdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem (CC). C — Homozigoto
polimérfico (TT). D - Heterozigoto (CT).
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8. ANEXOS
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1. KERR, M. W. A.; GAMA, F. M.; ALVES, FS; XABREGAS, L. A.; ALVES,
E. B.; TARRAGO, A. M.; CARVALHO, M. P. S. S.; COSTA, A. G
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Background

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the form of cancer which most
affects children around the world. The formation of inflammasome
complexes from the activation of NOD-like receptors of innate
immunity highlighted as one of the factors that promotes neoplastic
activity in the hematopoietic stem cell, where the intense
inflammatory response would be responsible for the dysregulation of
the immune system. Genetic polymorphisms involving
inflammasomes are involved in the pathogenesis of several types of
cancer. However, the relationship with the susceptibility to ALL, or
prognosis of patients with ALL, in the Brazilian Amazon is unknown.
This therefore creates a need to investigate the relationship and its
influence on the disease, in order to ascertain whether it can be used
as a prognostic factor during treatment.

Methodology/Principal findings

A case-control study was carried out with 158 patients with ALL and
192 healthy individuals (control group). The genetic polymorphisms
IL1 B and IL18 were genotyped from the restriction fragment length
polymerase-polymorphism chain reaction (PCR-RFLP) analysis. In
addition , NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms were genotyped
using gPCR. The IL1 3 C/T rs19644 genotype was associated with
the risk of developing ALL (C/C vs. C/T + T/T OR: 2.48 [95% ClI: 1.26
- 4.88, p=0.006 ]; C/C vs C/T OR: 2.74 [95% CI: 1.37-5.51, p=0.003 ]).
The P2X7 A/C rs3751143 (OR: 2.30 [95% CI: 1.05-5.03, p=0.036 ])
and NLRP3 G/Grs10754558

genotypes (OR: 7.44 [95% CI: 1.44 - 38.26, p=0.016 ]) were
associated with the presence of infectious comorbidities on
diagnosis. Whereas, NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI:
0.16 - 0.87, p=0.023 ]) was associated with protection against
comorbidities. In addition, the association of the genotype NLRP1
A/G rs35865013 (OR: 2.72 [95% CI: 1.07 - 6.90, p=0.034 ]) with the
risk of relapse after treatment in ALL patients has been described.
Conclusions

The variant IL1 B rs16944 seems to predispose individuals from the
Brazilian Amazon region to ALL. In addition, inflammasome SNPs
are associated with the presence of infectious comorbidities and
episodes of relapse throughout treatment in individuals with acute
lymphoblastic leukemia.
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Manaus, AM, Brazil, April 20™, 2020
Academic Editor
Plos One
Dear Editor,

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the 11" most frequently occurring cancer in the world and
mainly affects children. Of unknown etiology, the formation of inflammasome complexes from the activation
of NOD-like receptors of innate immunity is indicated as being one of the stimulation factors of neoplastic
activity in the hematopoietic stem cell, where the intense inflammatory response is responsible for the
dysregulation of the immune system.

Genetic polymorphisms involving inflammasome complexes are involved in the pathogenesis of
various types of cancer. However, the relationship with susceptibility to ALL, is unknown. This creates a
need for studies that investigate the influence of these complexes on the disease, in order that they may to

be used as prognostic factors during treatment.

Here we present the manuscript entitled “Genetic polymorphisms of inflammasome genes
associated with acute lymphoblastic leukemia and clinical prognosis in the Brazilian Amazon” by
Alves et al., as a submission to Plos One for possible publication.

A case-control study was conducted involving 158 patients with ALL and 192 healthy control
individuals. Genotyping of IL1p and IL18 genetic polymorphisms was performed using PCR-RFLP analysis.
Meanwhile, polymorphisms in the NLRP1, NLRP3 and P2X7 genes were genotyped by gPCR. Statistical
analysis was performed using Graphpad Prism v.5 and STATA v.13 software. A logistic regression analysis
was performed in order to investigate the association of genotypes with the presence of infectious

comorbidities, relapse and death.

Our results showed that the genotype IL-1B C/T rs19644 seems to be a risk factor for the
development of ALL in the study population (C/C vs. C/T + T/T OR: 2.48 [95% CI: 1.26 — 4.88, p=0.006];
C/Cvs. C/TOR: 2.74 [95% CI: 1.37 — 5.51, p=0.003]. In addition, genotypes P2X7 A/C rs3751143 (OR: 2.30
[95% CI: 1.05 — 5.03, p=0.036]) and NLRP3 G/G rs10754558 (OR: 7.44 [95% CI: 1.44 — 38.26, p=0.016)
were associated with the presence of infectious comorbidities at the time of diagnosis, while NLRP1 A/T
rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI: 0.16 — 0.87, p=0.023) was associated with some kind of protection factor.
The genotype NLRP1 A/G rs35865013 (OR: 2.72 [95% CI: 1.07 — 6.90, p=0.034) was associated as a risk
factor for relapse after treatment. There was no association between polymorphisms and death in this study.
Our study highlights the influence of polymorphisms on the inflammasome genes regarding the prognosis

of patients with acute lymphoblastic leukemia.

We declare that the proposed manuscript describes original research and has not been previously
published or is currently under consideration by any other scientific journal. The data/results of the

manuscript are not plagiarized. We declare acknowledgment that the manuscript, after submission, may not
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journal. Finally, we declare that if the manuscript is accepted for publication, all copyrights will be transferred

to Plos One.

As this topic is probably of interest to Plos One, we hope this manuscript will be considered for

publication and look forward to hearing your opinion on this matter.

Best regards,

Allyson Guimaraes da Costa (on behalf of all the authors)
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ABSTRACT
Background

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the form of cancer which most affects children around the world. The
formation of inflammasome complexes from the activation of NOD-like receptors of innate immunity
highlighted as one of the factors that promotes neoplastic activity in the hematopoietic stem cell, where the
intense inflammatory response would be responsible for the dysregulation of the immune system. Genetic
polymorphisms involving inflammasomes are involved in the pathogenesis of several types of cancer.
However, the relationship with the susceptibility to ALL, or prognosis of patients with ALL, in the Brazilian
Amazon is unknown. This therefore creates a need to investigate the relationship and its influence on the
disease, in order to ascertain whether it can be used as a prognostic factor during treatment.

Methodology/Principal findings

A case-control study was carried out with 158 patients with ALL and 192 healthy individuals (control group).
The genetic polymorphisms IL18 and IL18 were genotyped from the restriction fragment length polymerase-
polymorphism chain reaction (PCR-RFLP) analysis. In addition, NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms
were genotyped using gPCR. The IL1S8 C/T rs19644 genotype was associated with the risk of developing
ALL (C/C vs. CIT + TIT OR: 2.48 [95% CI: 1.26 - 4.88, p=0.006]; C/C vs C/T OR: 2.74 [95% CI: 1.37-5.51,
p=0.003]). The P2X7 A/C rs3751143 (OR: 2.30 [95% CI: 1.05-5.03, p=0.036]) and NLRP3 G/G rs10754558
genotypes (OR: 7.44 [95% CI. 1.44 - 38.26, p=0.016]) were associated with the presence of infectious
comorbidities on diagnosis. Whereas, NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI: 0.16 - 0.87, p=0.023])
was associated with protection against comorbidities. In addition, the association of the genotype NLRP1
A/G rs35865013 (OR: 2.72 [95% CI: 1.07 - 6.90, p=0.034]) with the risk of relapse after treatment in ALL
patients has been described.
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Conclusions

The variant IL18 rs16944 seems to predispose individuals from the Brazilian Amazon region to ALL. In
addition, inflammasome SNPs are associated with the presence of infectious comorbidities and episodes of

relapse throughout treatment in individuals with acute lymphoblastic leukemia.

INTRODUCTION

Hematological disorders are a group of neoplasms that affect the hematopoietic stem cell and
represent the 11" most frequent cause of cancer and the 10" most frequent cause of death in the world,
respectively. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematopoietic neoplasm characterized by the
exacerbated proliferation of blasts in bone marrow and affects mainly children aged 2 to 15 years old. In
Brazil, according to the National Cancer Institute (INCA), in 2017, there were 4.795 deaths from leukemia in
men and 4.401 in women. In addition, it is estimated that for each year of the 2020-2022 triennium, there
will be 5,920 new cases of leukemia in men and 4,860 in women in Brazil, which corresponds to an estimated
risk of 5.67 new cases per 100 thousand men and 4.56 for each 100 thousand women (11,31).

Due to its unknown etiology, studies associate the manifestation of ALL with the interaction of
genetic and environmental factors, however, less than 10% of cases are attributed to heredity (38,39). New
evidence indicates that inflammation plays an important role in all stages of cancer development. Since
inflammation promotes the accumulation of genetic alterations that can inhibit the cell death control pathways
of hematopoietic progenitor stem cells (HSPCs) and contribute to the generation of pre-leukemic clones.
Mel Greaves observed that a low stimulation of the immune system in early childhood followed by a second
response to infections, could be responsible for the dysregulation of the immune system and increase the
chances of developing ALL (147). However, the process for the development of ALL remains unknown. (136)
The inflammasome complex constitutes components of innate immunity involved in inflammatory processes
and has been associated with the development of autoimmune inflammatory diseases and several types of
cancers (73,78). In acute lymphoblastic leukemia, NLRP1a-induced pyroptosis in hematopoietic progenitor
cells can prevent cell proliferation and differentiation, contributing to the proliferation of altered blasts that
will trigger the disease. The dysregulation of the inflammasome complex can also influence the prognosis
of patients, since studies report that the constitutive activation of NLRP3 seems to cleave the glucocorticoid

receptor, this being the first line of treatment for ALL, and thus increase the number of relapses (141,142).

Although inflammasomes are associated with several types of diseases, including cancer, there
are few studies that demonstrate the relationship between the SNPs of the IL18, IL18 NLRP1, NLRP3 and
P2X7, genes with the susceptibility or influence on the prognosis of patients with ALL. In this study, we
describe that variants of inflammasome were associated with the risk of developing ALL and clinical
prognosis in these patients.
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MATERIALS AND METHODS

Patients and Sampling

Cryopreserved DNA samples from 158 patients from the human leukocyte antigen (HLA) typing
laboratory of the Fundagéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) diagnosed
with acute lymphoblastic leukemia were genotyped. The diagnosis was made according to the classification
criteria of the World Health Organization (WHO) (20). The healthy individuals (control group) control group
consisted of 192 samples from blood donation candidates who attended HEMOAM between January and
December 2015.

Ethical Issues

This study was approved by the Research Ethics Committee of the HEMOAM Foundation under
protocol number 3.335.123/2019, CAAE 12615918.9.0000.0009, in accordance with the guidelines of the
Declaration of Helsinki and Resolution 466/12 of the Brazilian National Health Council for research involving
human beings.

Biological Sample Collection and Data

Approximately 4 mL of peripheral blood was obtained from patients with ALL by venipuncture in
tubes with a vacuum system containing EDTA (BD Vacutainer EDTA K2®). From the control group,
approximately 12 mL of peripheral blood were collected by venipuncture in tubes with a vacuum system
containing EDTA, Sodium Citrate (BD Vacutainer Citrate Tube®) and with Separator Gel (Gel BD SST® Il
Advance) for complete blood count, biochemical tests and serology, respectively. In addition, demographic
(age, gender), laboratory (blood count, immunophenotype) and clinical (comorbidities [infectious diseases,
aplasia and others], relapse and death), data were obtained from searches of medical records in the medical

and statistical care system (SAME), iDoctor system and statistics sector of the HEMOAM Foundation.

Genomic DNA Extraction

Genomic DNA extraction from blood samples (case group) was performed with the triplePrep Kit®
GenomicPrep DNA Extraction kit (GE Healthcare Life Sciences) and BIOPUR Kit mini spin plus extraction®
(Mobius Life Sciences) following the recommendations described by the manufacturer. For the samples of
the control group, the QIAmp DNA Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) was used. After extraction, the DNA
was evaluated by readings at 260 nm with the NanoDrop™ 2000/2000c spectrophotometer (Thermo
Scientific ™). An Optical Density (OD) unit was considered equivalent to 50 ng/pL of DNA. The absorbance
of 260/280 (protein absorption range) and 260/230 (absorption range for organic compounds, sugars, urea

and salts) were used to assess DNA purity.

Genotyping by PCR-RFLP

The PCR reactions were performed according to the protocol described by Bhat et al. (2014) and
Folwaczny et al. (2005) (145,146). For IL1B rs16944 the following sequences were used: Foward:
5TGGCATTGATCTGGTTCATC-3 ’'Reverse: 5GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3' and IL18 rs187238:
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Foward, 5CACAGAGCCCCAACTTTTTACGGGTAGA-3. The mix was composed of 17.3 uL of H20 MiliQ,
2.5 pL of 10x buffer, 2.0 yL of MgCI2, 1.0 pyL of dNTPs, 0.5 pL of each primer, 0.2 pyL of Tag DNA polymerase
and 2.0 pL of Genomic DNA. Clicking was performed on the Applied Biosystems thermocycler (Veriti® 96
Well Thermal Cycler, Carlsbad, USA) using the following programs: 1 cycle at 95 °C for 4 min, 35 cycles at
95 °Cfor 30 s, 56 °C for 30 s, 72 °C for 30 s and 72 °C for 10 min (IL18) and 1 cycle at 95 °C for 10 min, 35
cycles at 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, 72 °C for 30 s and 72 °C for 10 min (IL18). The PCR product was
subjected to the RFLP reaction with 7.8 puL of H20 MiliQ, 2.0 L of Buffer 4, 0.2 uL of the restriction enzyme
IL18 rs16944 (Aval) and IL18 rs187238 (Mboll) (10 U/uL, Promega, Madison WI, USA) and 15.0 uL of the
PCR reaction product, with subsequent incubation in a thermoblock at 37 °C overnight (~16 hours). The
digestion of the products was observed in a 3% agarose gel, and the genotyping was characterized by IL18
(T/T-304 bp), (C/C -190 pb), (C/T-304/190/114 bp) and IL18 (C/C: 155 bp), (G/G: 116 bp) and (G/C:
155/116/39).

Genotyping by Real-Time Quantitative PCR (qPCR)

The genotyping of the NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms was performed using the Real-
Time Quantitative PCR (qPCR) technique, using allele specific TagMan fluorescent probes that allow the
discrimination of the studied SNPs. The qPCR reactions were performed in 96-well microplates with 2.25 pL
of ultrapure water, 2.5 pL of the Genotyping Master Mix (1x), 0.25 L of TagMan® assay (20x), containing
36 uM of each primer and 8 yM of each TagMan® probe (NLRP1 rs12150220 Cat # 1600653_10, NLRP1
rs35865013 Cat # 127453310, NLRP3 rs10754558 Cat # 2605202810, NLRP3 rs10805502 Cat #
2605202610, P2X7 rs3751143 Cat # 2746527410 e P2X7 rs2230911 Cat# 1585370520, Thermo Fisher
Scientific, USA), with a final volume of 7 yL. The QuantiStudioTM Design & Analysis Applied Biosystems
thermal cycler was used to amplify the sequences of interest and allelic discrimination under the following
condition: 95 °C for 10 minutes for activation, 40 cycles at 92 °C for 15 s for denaturation and 40 cycles at
60 °C for 90 s for annealing and extension.

Statistical and data analysis

The statistical and descriptive analysis was performed with the software GraphPad Prism v.5 (San
Diego, CA, USA) and STATA v.13 (StataCorp, 2013, College Station, Texas, USA), with significance levels
of 5%. The comparison between groups was carried out using the exact fisher test, with a 95% confidence
interval (95% CI). A logistic regression analysis was performed in order to investigate the association of
genotypes with the presence of infectious comorbidities, relapse and death. The Hardy-Weinberg (EHW)
balance was determined by comparing the observed and expected frequencies of the studied genotypes
and alleles, being applied in both groups, via the website http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwal.pl.

RESULTS
Clinical and Epidemiological Baseline of the Patients

The mean age among individuals in the control group and patients with ALL was 38 and 12,

respectively. In addition, the male gender was predominant in both groups (66% and 63%). Regarding the
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presence of comorbidities, 45% had some type of comorbidity on diagnosis, the most frequent being
infectious diseases (86%) (e.g., cytomegalovirus, toxoplasmosis, rubella, varicella, parasitic diseases,
among others), followed by other comorbidities (14%) (e.g., Aplasia and Burkitt's lymphoma). Most patients
relapsed during treatment (66%) and approximately 41% of ALL patients died during treatment. The
hemoglobin average was 8.65 g/dL, hematocrit 25.4 g/dL, leukocytes 4.720/mm? and platelets 39,000/mm3.

Demographic, clinical and laboratory data are described in Table 1.

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the study population.

Healthy ALL

Variables Individuals Cases

(n = 192) (n = 158)

Age (years, median [IQR]) 38 [26-52] 12 [4-17]

Gender

Male, n (%) 127 (66%) 100 (63%)

Female, n (%) 65 (34%) 58 (37%)

Comorbidities -

Yes, n (%) - 72 (45%)
Infectious diseases, n (%) - 62 (86%)
Others, n (%) - 10 (14%)

No, n (%) - 86 (55%)

Relapse -

Yes, n (%) - 105 (66%)

No, n (%) - 53 (44%)

Death -

Yes, n (%) - 66 (41%)

No, n (%) - 92 (59%)

Hemoglobin (g/dL, median [IQRY]) - 8.65 [6.5-10.3]

Hematocrit (g/dL, median [IQR]) - 25.4 [20.6-30.8]

Leukocyte (g/dL, median [IQR]) - 4.720 [2.110-39.200]

Platelets (g/dL, median [IQRY]) - 39.000 [16.225-126.500]

Association of genotypes and alleles of polymorphisms under study with acute lymphoblastic

leukemia

The genotypic and allele frequencies of all the SNPs under study are described in Table 2. Among
all the SNPs studied, IL-18 rs19644 (p= <0.007) and P2X7 rs2230911 (p=0.03) deviated from the Hardy-
Weinberg balance in the ALL patients. The IL-18 C/T rs19644 genotype appears to be a risk factor for the
development of ALL in the case group (C/C vs. C/T + T/T OR: 2.48 [95% CI: 1.26 - 4,88, p=0.006]; C/C vs.
C/T OR: 2.74 [95% CI: 1.37 - 5.51, p=0.003] However, when observing the alleles individually for the SNP,
association with the T allele (OR: 0.84 [95% CI: 0.62 - 1.14, p=0.279) was not observed.
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Table 2. Genotype and allele frequencies of the IL-1, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms in patients

with acute lymphoblastic leukemia and in healthy individuals (control group).

Polymorphism. Healthy
Genotype or Individuals AI(_nL_CﬁsS()es OR (CI 95%) p-value
Allele (n=192) B
IL-18rs16944 C/T
cIC 35 (18%) 13 (8%) 2.48(1.26-4.88) 0.006 CIC vs
’ ’ ’ ’ CIT+TIT
CIT 95 (49%) 97 (61%) 2.74(1.37-5.51) 0.003 C/ICvs CIT
TIT 62 (33%) 48 (31%) 2.08 (0.99-4.36) 0.049 CICvs TIT
c 165 (42%) 123 (38%)
T 219 (58%) 193 (629%) 0.84 (0.62-1.14)  0.279
IL-18 rs187238 G/C
GIG 82 (43%) 67 (42%) 098 (0.64-151)  0.954 G/G vs
' ' : : G/C+CIC
GIC 90 (47%) 77 (48%) 0.95 (0.61-1.48)  0.838 GIG vs GIC
ciC 20 (10%) 14 (10%) 1.16 (0.54-2.58)  0.688 GIG vs C/C
G 254 (66%) 211 (66%)
c 130 (34%) 105 (44%) 1.02 (0.75-1.41)  0.861
P2X7 rs2230911 C/G
C/Cvs
ciC 128 (66%) 97 (61%) 0.79 (0.51-1.23)  0.305 CIGIGIG
CIG 57 (30%) 59 (37%) 0.73(0.46-1.14)  0.173 CIC vs CIG
GIG 7 (4%) 2 (2%) 2.65(0.53-13.06)  0.213 CIC vs GIG
C 313 (81%) 253 (80%)
o 71 (19%) 63 (20%) 0.91(0.62-1.32)  0.628
P2X7 rs3751143 A/C
A/A vs
A/A 127 (66%) 91 (57%) 0.69 (0.45-1.07) 0.100 AJC+CIC
AIC 59 (31%) 62 (39%) 0.98 (0.43-1.06)  0.092 AJA vs AIC
cic 6 (3%) 5 (4%) 0.85(0.25-2.90)  0.807 AJA Vs CIC
A 313 (81%) 244 (77%)
c 71 (19%) 72 (339%) 0.76 (0.53-1.11)  0.160
NLRP1 rs35865013 A/G
A/A vs
A/A 28 (14%) 29 (18%) 1.31(0.74-2.32)  0.341 AGGIG
AIG 161 (84%) 129 (82%) 1.29 (0.73-2.28)  0.375 AJA vs AIG
GIG 3 (2%) 0 7.24 (0.35-146.7)  0.085 AJA Vs GIG
A 217 (56%) 187 (59%)
G 167 (44%) 129 (41%) 1.11 (0.82-1.50) 0.477
NLRP1 rs12150220 A/T
A/A vs
AIA 80 (42%) 70 (44%) 1.11 (0.72-1.70)  0.619 ATATIT
AIT 90 (46%) 70 (44%) 1.12 (0.71-1.76)  0.606 A/Avs AIT
TIT 22 (12%) 18 (12%) 1.06 (0.53-2.15)  0.851 A/A Vs T/T
A 250 (65%) 210 (66%)
T 134 (35%) 106 (44%) 1.06 (0.77-1.45)  0.707
NLRP3 rs10754558 C/G
C/Cvs
0, 0, -
ciC 116 (60%) 92 (58%) 0.91 (0.59-1.40)  0.678 CIGiG/G
CIG 65 (34%) 56 (35%) 0.92 (0.58-1.44) 0.718 CIC vs CIG
GIG 11 (6%) 10 (7%) 0.87 (0.35-2.14) 0.765 CIC vs GIG
C 297 (77%) 240 (75%)
o 87 (339%) 76 (25%) 0.92 (0.65-1.31) 0.664
NLRP3 rs10805502 C/T
cic 73 (38%) 66 (42%)  1.16(0.76-1.79)  0.475 CIC vs

C/IT+TIT
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CIT 95 (49%) 76 (48%) 1.13(0.72-1.77)  0.593 CICvs CIT
T 24 (13%) 16 (10%) 1.35(0.66-2.77)  0.402 CICvs TIT
C 241 (63%) 208 (65%)

T 143 (37%) 108 (35%) 1.14 (0.83-1.56) 0.400

Association of genotypes and alleles of polymorphisms in a study with comorbidities, relapse and

death in patients with acute lymphoblastic leukemia

In Fig 1, it is possible to observe the genotype frequency of the SNPs under study corresponding
to comorbidities (infectious diseases), relapse and death. Logistic regression analysis was performed in
order to investigate the association of genotypes with the variables under study, shown in Fig 2. The P2X7
A/C rs3751143 (OR: 2.30 [95% CI: 1.05 - 5.03, p=0.036]), and NLRP3 G/G rs10754558 genotypes (OR:
7.44 [95% CI: 1.44 - 38.26, p=0.016) were associated with the presence of infectious comorbidities at
diagnosis, whereas, NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI: 0.16 - 0.87, p=0.023) was associated with
protection against comorbidities. The NLRP1 A/G rs35865013 genotype (OR: 2.72 [95% CI: 1.07 - 6.90,
p=0.034) was associated with twice the chance of patients relapsing after treatment. No association of SNPs
with death was observed in this study. Furthermore, allelic frequency of the NLRP1, NLRP3, P2X7, IL183 and
IL18 polymorphisms in patients with acute lymphoblastic leukemia according to comorbidities (infectious
diseases), relapse and death rate are shown in S1 Table.

Fig 1. Genotype frequency of the IL-1p, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7, polymorphisms patients with acute
lymphoblastic leukemia according to comorbidities (infectious diseases), relapse and death.
Fig 2. Forest plot of the association between IL-18, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms in

patients with acute lymphoblastic leukemia according to comorbidities (infectious diseases), relapse and
death.

DISCUSSION

ALL is a multifactorial disease which is triggered by the interaction of genetic and environmental
factors and one that most affects children worldwide (11). Studies demonstrate a relationship between the
dysregulation of the immune system and the development of the disease, in which the inflammatory process
could be one of the promoters of the neoplastic process (63,64,70,71). It is known that inflammation can
induce an immune response involving macrophages, neutrophils, dendritic cells, natural killer cells (NK), B
and T cells (148). Thus, epidemiological and genetic studies have demonstrated the crucial role of
inflammation in the initiation, development, progression, invasion and metastasis in several types of cancers
(149,150).

The family of NOD-like receptors has 22 different soluble cytosolic proteins that recognize PAMPs
(Pathogen-associated molecular patterns) and DAMPs (Damage-associated molecular patterns), and are
responsible for recruiting proteins to form signaling complexes that promote inflammation, called
inflammasomes (151). Inflammasomes are multimeric molecular complexes, formed in the cytoplasm in
response to endogenous and exogenous stimuli that promote the activation of inflammatory caspases (152).

Over the years, inflammasomes have been linked to autoimmune (100,120) and inflammatory diseases
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(153) as well as several types of cancer (148), however, their relationship with ALL has not yet been

described.

In our study, the IL18 rs16944 polymorphism was associated with the risk of developing ALL. IL-13
is a pro-inflammatory cytokine mediating the immune response against infections, inflammation and tissue
damage released from the action of caspase-1 and has been associated with the tumor progression of some
cancers, such as gastric cancer and hepatocarcinoma (154,155). In a study by Yin et al. (2016), it was shown
that individuals with the IL18 G/G rs16944 genotype are at risk for the development of Myelodysplastic
Syndrome (MDS) (156). In addition, polymorphisms involving the cytokine IL-1B were associated with

cytogenetic assessment of good prognosis in patients with acute myeloid leukemia (AML) (p=0.043) (131).

The IL1B gene is located on chromosome 2gl4 and contains many single nucleotide
polymorphisms. One of them is IL18 rs16944 located in the promoter region that significantly affects the
interactions of DNA proteins and interferes with the production of IL-13 (118,157). In the literature, this
polymorphism has been associated with increased production of the IL-18 cytokine, susceptibility or worse
prognosis in individuals with autoimmune diseases and in several types of cancers (118,158).

After infection or injury, an IL-1f is found at high medullary levels by monocytes and endothelial
cells, and promotes myeloid differentiation through activation of the NF-kB pathway that results in the
expansion of HSPCs (159). Chronic exposure to IL-1f significantly impairs self-renewal and the ability of
HSPCs to differentiate into lymphoid and erythroid lineage (160). Therefore, chronic sustained inflammation
may elicit the stem cell insult by inducing a state of chronic oxidative stress with elevated levels of reactive
oxygen species (ROS) in the bone marrow, thereby creating a high-risk microenvironment for induction of
genetic alterations due to the persistent inflammation-induced oxidative damage to DNA in hematopoietic
cells (161).

Chronic immune stimulation from infectious processes is a trigger for AML and MDS. The history
of infectious diseases (tuberculosis, intestinal diseases, pneumonia, septicemia, pyelonephritis, sinusitis,
nasopharyngitis, hepatitis C, cytomegalovirus infection and upper respiratory tract infection) was associated
with 1.3 times more chances of developing AML or MDS, even if the infection occurred 3 years before the
onset of the disease (139). Thus, chronic inflammation can be identified as one of the triggers of

hematological neoplasms.

IL-18 is an important cytokine that effects the NLRP3 inflammasome, which is involved in the innate
and acquired immune response. In multiple myeloma, the increase in serum IL-18 is associated with disease
progression and lower chances of patient survival (162). In this study, no association was found between
inflammatory SNPs and ALL. However, in the study by Yalcin et al. on the Turkish population (2014), the
G/C and C/C genotypes were associated with the risk of developing chronic myeloid leukemia, and the C/C
genotype was associated with the risk of developing chronic lymphoid leukemia, which suggests a
relationship between this polymorphism and the development of chronic leukemias characterized by the
proliferation of mature cells, however, with loss of functionality (163).

The NLRP1 inflammasome is expressed in hematopoietic progenitor cells and its activation results
in a process of cell death dependent on caspase 1 called pyroptosis. Some studies report that the prolonged
cytopenia, induced by the activation of NLRP1 during infectious processes, ensures a proliferative

advantage for the leukemic clone, as suggested by the Mel Greaves hypothesis on the development of ALL
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(144,164). In chronic myeloid leukemia (CML), overexpression of NLRP1 is associated with the promotion
of proliferation and reduction of apoptosis in CML cells, in addition to inducing resistance to imatinib (165).
In this study, an association was found between the NLRP1 A/G rs35865013 genotype with the risk of
relapse after diagnosis in patients with ALL, thus indicating a possible prognostic marker for the disease.

Paugh et al. (2016) report that decreased methylation of the Caspase-1 promoter results in
increased transcription and activation of NLRP3, which cleaves the glucocorticoid receptors used in the
treatment of ALL (142,143). Despite therapeutic advances, many patients still relapse during treatment.
Since no association of NLRP3 SNPs with ALL was found in this study, it is suggested that epigenetic
mechanisms are involved in the pathogenesis process of the disease, as well as influencing the patient's

prognosis.

Infections are present in 49% of patients with acute lymphoblastic leukemia on diagnosis (166). In
this study, the NLRP3 G/G rs10454558 genotype was associated with the presence of infectious diseases
in the study population, while the NLRP1 A/T rs12150220 genotype with protection against infectious
diseases. NLRs (NOD-like receptors) proteins are crucial in the defense of the host against intracellular
pathogens, such as, for example, the inflammasomes NLRP1 and NLRP3 act as sensors in the recognition
of Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi and Leishmania sp and limit the load and spread of these
parasites. Studies report that susceptibility to congenital toxoplasmosis is significantly associated with SNPs,
and involves the locus of the NLRP1 gene (167), which strengthens the Mel Greaves hypothesis that genetic
changes in the uterus followed by the acquisition of infections to common pathogens are involved in the
development of ALL (62,168).

The P2X7 receptor is responsible for making NLRP3 sensitive to ATP, which is one of the main
DAMPs released during inflammation and is highly expressed in tumor cells. Studies describe the high
expression of P2X7 in samples from ALL patients, especially those who relapse, as well as an association
with dysregulation of the HSPCs’ normal functioning, since it affects the ability of colony formation in vitro,
which impairs the clonal expansion process observed in the HSPCs. However, the role of this mechanism

in the development of ALL is still unknown (169).

The P2X7 rs2230911 polymorphism causes a loss of receptor function, mainly in macrophages,
and is responsible for a partial reduction of the channel and formation of pores in the membrane.
Macrophages are essential in the innate immune response and the lack of P2X7 receptor function can make
the host susceptible to infections by intracellular parasites such as Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis and Toxoplasma gondii (170). The P2X7 rs3751143 polymorphism also causes loss of function
in the receptor and affects the formation of pores and, in the literature, it is associated with the susceptibility
to infection by Mycobacterium tuberculosis in the Asian population. (129). In chronic lymphoid leukemia, this
polymorphism appears to influence patient survival, with the A/C genotype being associated with longer
survival (104 months) than the A/A genotype (72 months) (115,171).

In this study, the genotype P2X7 A/C rs3751143 was associated with the presence of infectious
diseases on diagnosis. One of the main diseases found was toxoplasmosis, an infection caused by
Toxoplasma gondii. The P2X7 receptor is an important mediator in the control of infection by Toxoplasma
gondii, since it prevents its proliferation by stimulating the production of reactive oxygen species (ROS) and
facilitates the acidification of parasitophorous vacuoles in macrophages infected by the parasite (172). Loss

of receptor function may be responsible for the susceptibility to Toxoplasma gondii infection in patients with
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acute lymphoblastic leukemia in this study, however, prospective studies are needed to confirm this

relationship.

This study has some limitations. Despite the association of SNPs with ALL inflammasome and
clinical data, the study population is small compared to other studies involving SNPs. Thus, prospective
studies with a larger population are necessary in order to confirm the importance of the polymorphisms under
study in ALL. The small sample size did not allow the comparison of the studied genotypes and alleles with

the laboratory data.

CONCLUSION

To our knowledge, this is the first study to describe the frequency of polymorphisms in the
inflammasome genes in patients with acute lymphoblastic leukemia in the Amazon region. Inflammasomes
are important complexes in the defense of the host and contribute to neoplastic development. Thus, the
variant IL18 rs16944 was associated with susceptibility to ALL in individuals from the Brazilian Amazon
region. In addition, inflammasome SNPs are associated with the presence of infectious diseases on
diagnosis and relapse in individuals with acute lymphoblastic leukemia. However, future studies should be
carried out in order to better elucidate the influence of these SNPs on the pathogenesis of ALL.

SUPPORTING INFORMATION

S1 Table. Allelic frequencies of the IL-13, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms in patients with
acute lymphoblastic leukemia according to comorbidities (infectious diseases), relapse and death rate.
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LEGEND FOR FIGURES

Fig 1. Genotype frequency of the IL-13, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7, polymorphisms patients with acute
lymphoblastic leukemia according to comorbidities (infectious diseases), relapse and death.

Fig 2. Forest plot of the association between IL-1, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms in
patients with acute lymphoblastic leukemia according to comorbidities (infectious diseases), relapse and

death.
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S1 Table. Allelic frequencies of the IL-1p3, IL-18, NLRP1, NLRP3 and P2X7 polymorphisms in patients with acute lymphoblastic leukemia according to

comorbidities (infectious diseases), relapse and death rate.
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