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RESUMO

Introducédo: As Leucemias Agudas sdo neoplasias malignas graves, que
acometem criancas e adultos e tem grande incidéncia no Amazonas. Sua
etiologia e patogénese ainda permanecem incertas, sendo considerada
uma doenca multifatorial. Frente, a essa necessidade de informacdes,
autores como, Leo Kinlen e Mel Greaves, tem sugerido, por meio de ponto
vistas diferentes, que o modo como o0 sistema imunoldgico de alguns
individuos reconhece antigenos e responde aos mesmos representa um
fator de risco para a leucogénese. Polimorfismos nos genes dos receptores
TLRs, presentes na imunidade inata, podem conter grande influéncia na
alteracdo do padrdo de resposta do individuo, contribuindo para a
resisténcia ou suscetibilidade de doencas infecciosas. Objetivo: Assim,
nosso objetivo foi de avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes dos
receptores TLRs no prognostico clinico de pacientes diagnosticados com
Leucemia Linfoide Aguda (LLA). Material e Métodos: Um estudo de caso-
controle foi realizado com 152 amostras de DNA de pacientes com LLA e
187 amostras de individuos sem a doenca (grupo controle). A
discriminacao genotipica e alélica foi realizada pelo método PCR-RFLP dos
SNPs rs5743618 (TLR1 S602l), rs4986790 e rs4986791 (TLR4 A299G e
1399T), rs5744105 (TLR5 R392S), rs5743810 (TLR6 S249P), rs5743836 e
rs187084 (TLR9 -1237C/T e -1486C/T) e molécula rs2569191 (CD14 -159).
A analise descritiva e estatistica foi realizada com os softwares Microsoft
Excel 2013 e GraphPadPrism v.5.0. Resultados: O genétipo C/C do
polimorfismo -1486 C/T (TLR9) foi associado com o risco de
desenvolvimento de leucemia linfoide aguda (TLR9: T/T+C/T vs. C/C OR =
2,0 [95% CI: 1,1-3,5, p = 0,014]; C/T vs. C/IC OR = 2,2, [IC 95%: 1,2-4,1, p
= 0,006]). Além disso, o genoétipo TT do SNP -1486 C/T (TLR9) foi
associado com a presenca de comorbidades ao diagnéstico (TLR9: T/T +
C/T vs. C/IC OR = 2,1 [95% CI: 1,1-4,3, p=0,04]; T/T vs. C/T OR = 2,2 [95%
Cl: 1,0-4,7, p=0,04]). Concluséo: Nossos achados sugerem um papel
significativo do SNP -1486C/T (TLR9) no desenvolvimento e presenca de
comorbidades infecciosas na leucemia linfoide aguda.

Palavras-chave: Leucemia Linfoide Aguda, Imunidade Inata, SNPs, TLRs.
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ABSTRACT

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common
hematological neoplasm and the main cause of childhood mortality. Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in key molecules of the immune system,
such as Toll-Like receptors, are associated with the development of various
diseases, however, their role in ALL is unknown. Objective: In this study, we
described the frequency of Toll-Like receptor polymorphisms in patients with
acute lymphoblastic leukemia and their association with clinical prognosis.
Material and Methods: A case-control study was carried out with 152 DNA
samples from patients with ALL and 187 samples from individuals without the
disease (control group). Genotypic and allelic discrimination was performed
using the Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism method (PCR-RFLP) for the TLR1 S602I (rs5743618), TLR4
A299G and I399T (rs4986790 and rs4986791), TLR5 R392S (rs5744105),
TLR6 S249P (rs5743810), TLR9 -1237C/T and -1486C/T (rs5743836 and
rs187084) and CD14 -159 (rs2569191) polymorphisms. Descriptive and
statistical analysis was performed using Microsoft Excel 2013 and GraphPad
Prism v.5.0 software. Results: The C/C genotype from -1486C/T polymorphism
(TLR9) was associated with the risk of development acute lymphoblastic
leukemia (TLR9: T/T + C/T vs. C/C OR = 2.0 [95% CI: 1.1 -3.5, p=0.01]; C/T vs.
C/IC OR = 2.2 [95% CI: 1.2-4.1, p=0.00]). In addition, the T/T genotype from -
1486 C/T (TLR9) was associated with the presence of comorbidities on
diagnosis (TLR9: T/T C/T vs. C/C OR = 2.1 [95% CI: 1.1- 4.3, p=0.04]; T/T vs.
C/T OR =2.2[95% CI: 1.0-4.7, p=0.04]). Conclusion: Our findings suggested a
significant role for SNP -1486 C/T (TLR9) without the development and
presence of infectious comorbidities in acute lymphoblastic leukemia.

Keywords: Acute Lymphoid Leukemia, Innate Immunity, SNPs, TLRs.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEUCEMIAS AGUDAS

As Leucemias consistem em um cancer hematolégico heterogéneo,
sendo descritas como uma proliferacdo clonal descontrolada de células
progenitoras hematopoiéticas de origem mieloide ou linfoide. Sendo resultante
de uma heranca multifatorial, ocasionando um acumulo de clones com
mutagcbes no 6rgdo formador de células sanguineas, denominado de medula
ossea (1).

Vérias linhagens celulares derivam desse oOrgdo através de um
processo chamado hematopoese, que consiste na producéo de dois grupos de
células, mieloide e linfoide, como ilustrado na figura 1. Podem ser classificadas
como aguda ou crbnica dependendo do ritmo de progressao e diferenciacéo
das células, quando progridem de forma rapida e com acumulo excessivo de
células imaturas (Blastos) na medula 6ssea e no sistema circulatorio sao
classificadas como Leucemias Aguda e; Cronica quando apresentam uma

progressao lenta com aumento de células maduras anormais (Figura 1) (1-3).

Figura 1: Classificagdo das leucemias.

AGUDA

Leucemia Micloide Aguda (LMA)
Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

Leucemia Micloide Cronica (LMC)
Leucemia Linfoide Crénica (LLC)

Fonte: Autoria propria.
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Entre os dois grupos de leucemia (aguda e cronica), destaca-se o
grupo de Leucemias Agudas (LA) constituido por Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) e Leucemia Linfoide Aguda (LLA). A LMA acomete tanto adultos quanto
criancas, com maior numero de casos em adultos acima de 50 anos.
Caracteriza-se pela proliferacdo de células mieloides jovens, da linhagem
granulocitica e néo granulocitica, que impedem a funcdo normal da medula
ossea (4,5).

A LLA acomete outro grupo de células, os precursores das células
linfoides que sdo essenciais para o sistema imunolégico humano contra
diversas infeccdes. E o tipo de cancer mais frequente na faixa etaria infantil de
0 a 15 anos, constituindo uma das principais causas de mortalidade infantil (6).
Essa neoplasia & caracterizada pelo acumulo de células linfoides imaturas de
linhagem B (LLA-B) e T (LLA-T), anormais na medula 6ssea, disseminando-se
também para a corrente sanguinea e consequentemente para Orgaos
extramedulares, como o figado, baco, linfonodos, testiculos e sistema nervoso
central (SNC) (7,8).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

As leucemias sdo uma das principais causas de morte por cancer no
mundo, com aumento significativo do niumero de casos entre 0s anos de 1990
a 2018 (variando de 297.000 para 437.033 casos)(9). Representam 30% dos
casos de cancer infantil, e nas ultimas décadas vem sendo uma das principais
causas de morte nas regides das Américas, Asia, Noroeste da Africa e Oriente
Médio (2,10). Registros da OMS sobre mortalidade do cancer de 2008 a 2012
mostraram que as leucemias, tanto infantis quanto adultas, foram responsaveis
por mais de 350 mil 6bitos por ano, representando 3,3% de todas as mortes por
cancer. Durante os anos de 1990 a 2012 houve aumento do niumero de novos
casos de leucemia de 250 mil para 352 mil, respectivamente(11).

Entre criancas e adolescentes, grande parte sdo diagnosticados na
forma aguda. A LLA corresponde por mais de 75% dos casos em criancas e
adolescentes, com idade inferior a 15 anos e 80% dos casos na faixa etaria

inferior a 10 anos(12). Recentemente FILHO et al., (2018), demonstrou que em
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paises com indice de desenvolvimento humano crescente, localizados na
América Central e do Sul, a taxa de leucemia linfoide aguda foi maior,
principalmente no sexo masculino, apresentando assim, altas taxas no Equador
(2,8 por 100.000), Costa Rica (2 por 100.000) e Colémbia (2 por 100 por
100.000) (13).

No Brasil, é esperado para o triénio 2020-2022 aproximadamente
10.810 mil casos de leucemia, desses 5.920 casos em homens e 4.890 em
mulheres. Correspondendo a taxa de risco de aproximadamente 5,67 casos a
cada 100 mil homens e 4,56 a cada 100 mil mulheres (14).

Na regido Norte, especificamente no Estado do Amazonas, foram
registrados 843 casos de LAs, sendo 577 casos de LLA e 266 casos referentes
a LMA na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM). A maior proporcdo de casos foi de Leucemia Linfoide Aguda
(68,4%), durante os anos de 2005 a 2015(15).

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA LLA

A LLA pode apresentar sintomas inespecificos que porventura
assemelham-se ao quadro clinico de outras patologias e podem variar
dependendo do estado imunolégico do paciente (16). O déficit na producéo de
células hematopoiéticas devido ao acumulo de infiltrados de clones leucémicos
na medula 0ssea resultam no surgimento de sinais clinicos significativos como
anemia, infec¢des, hemorragias e hematomas, provenientes da eritrocitopenia,
leucopenia, neutropenia e trombocitopenia, respectivamente (17,18).

Pesquisas recentes descreveram que a febre e/ou infeccao, fadiga e
palidez (referentes a anemia), dores 0sseas, artralgia ou marcha anormal sé&o
as apresentacdes clinicas mais comuns em pacientes com LLA. Além dos
sintomas relacionados a infiltracdo em Orgdos extramedulares como:
hepatomegalia (figado), esplenomegalia (baco), linfodenopatia (linfonodos),
aumento testicular e infiltragdo do sistema nervoso central (SNC) também se
apresentam como manifestacbes mais frequentes. Contudo, essas

manifestagbes clinicas sdo inespecificas e podem ser atribuidas a outras
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doencas, capazes apenas de sugerir que a medula 0ssea esteja funcionando

de forma inadequada (16-18).

1.4 DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO

O diagnostico é feito de forma gradativa, sendo realizado
primeiramente a discriminacdo de uma LA de outras patologias hematologicas
semelhantes. Posteriormente, é feita a distingdo entre LLA e LMA, conseguinte
a classificacéo, definindo os grupos de tratamento e progndéstico(19,20).

A morfologia celular de esfregaco de sangue de medula 6ssea é uma
das primeiras técnicas realizadas para discriminacdo e distincdo da LLA e LMA,
porém pouco especifica. Assim, é necessério, a inclusdo de outros métodos
adicionais, como a Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo Multiparamétrica
(CFM). A CFM é o padréao ouro, capaz de determinar o perfil imunolégico de
uma célula, isto €, da sua linhagem, do seu estagio de diferenciacdo e de
maturacdo, a partir da caracterizagdo dos seus antigenos de superficie,
citoplasma ou nucleo com anticorpos monoclonais marcados, possibilitando a
diferenciacéo de casos diferenciados de LLA, além da caracterizacédo de certos
subgrupos de LMA e Leucemia Bifenotipica Aguda (LBA). Além do mais, essa
técnica pode ser atil também como ferramenta para a deteccdo e
monitoramento da doenca residual minima (DRM) durante o seguimento clinico
dos pacientes (3,19,21).

Outras analises como a citogenética e analise molecular também sé&o
realizados para definicAo do diagndstico, viabilizando informacdes sobre
anormalidades na citogénese clonal e identificacdo de translocacdes
cromossbmicas que geram genes de fusdo, que sdo importantes no
prognéstico e o tratamento, respectivamente (22,23).

A separagdo dos subgrupos da LLA é realizada com o auxilio de
sistemas de classificagdo. O primeiro a ser descrito foi 0 Franco-Americano-
Britanico (FAB), que se baseia na morfologia e citoquimica da célula. Subdivide

a LLA em trés subgrupos do L1 ao L3, como ilustrado na figura 2 (24—26).
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Figura 2: Classificacdo da FAB para a Leucemia Linfoide Aguda(26).

CLASSIFICAGAO FAB DA LEUCEMIA LINFOIDE

O % L1 Leucemia Linfoide com Estrutura Homogénea
e @
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= 85% em crizngas co1e cD3
co22 cov
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Fonte: LADINES-CASTRO et al., 2016. Adaptado por Xabregas, 2020.

O segundo e atualmente mais utilizado sistema de classificagdo foi
elaborado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2008, jA com a
exclusdo da leucemia de células Burkitt, ndo sendo mais dita como uma
entidade separada do linfoma de Burkitt. A classificacdo da OMS reflete o
principio de que essas neoplasias devem ser classificadas com base em suas
caracteristicas biologicas e moleculares, independentemente dos locais de
envolvimento. Assim, categoriza a leucemia linfoide de linhagem de células B
(LLA-B) em dois subtipos: LLA-B com anormalidades genéticas recorrentes
(posteriormente delineada com base no rearranjo cromossomico especifico
presente) e LLA-B ndo especificada. Em 2016, uma nova atualizagdo trouxe

duas novas entidades provisorias que foram adicionadas a lista de
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anormalidades genéticas recorrentes e a hipodiploidia foi redefinida como baixa
hipodiploidia ou hipodiploidia com mutacdes de TP53, como demonstrado na
Tabela 1 (25,27,28).

Tabela 1: Classificacdo da OMS para a LLA (12,27).

CLASSIFICACAO DA OMS

Leucemia/ linfoma linfoide de células B, ndo especificado de outra forma
Leucemia/ linfoma linfoide de células B, com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia/linfoma linfoide de células B com hipodiploidia
Leucemia/linfoma linfoide de células B com hiperdiploidia
Leucemia/linfoma linfoide de células B com t (9; 22) (q34; q11.2) [BCR-ABL1]
Leucemia/linfoma linfoide de células B com t (v; 11923) [MLL reorganizado]
Leucemia/linfoma linfoide de células B com t (12; 21) (p13; q22) [ETV6-RUNX1]
Leucemia/linfoma linfoide de células B com t (1; 19) (q23; p13.3) [TCF3-PBX1]
Leucemia/linfoma linfoide de células B com t (5; 14) (q31; q32) [IL3-IGH]

Leucemia/linfoma linfoide de células B com amplificacdo intracromossémica do
cromossomo 21 (IAMP21)?

Leucemia/linfoma linfoide de células B com translocac¢fes envolvendo tirosina-quinases
ou receptores de citocinas ('BCR-ABL1')?

Leucemia/ linfomas linfoide de células T

Leucemia linfoide precursora de células T precoces?

Abreviaturas: LLA, leucemia linfoide aguda; OMS, Organizagdo Mundial de Saude.2Entidade provisoria.

Fonte: TERWILLIGER et. al., 2017. Adaptado por Xabregas, 2020.

1.5 TRATAMENTO

De modo geral o tratamento da LLA é fundamentado no regime de
varios quimioterapicos utilizados de forma simultanea. As diversas fases do
tratamento sdo denominadas de sistema poliquimoterapico e tem como
finalidade levar a destruicdo das ceélulas leucémicas, ou seja, a remissao
completa (RC) para que a medula éssea retorne a sua hematopoese normal
(24,29).



26

O tratamento da LLA € baseado na estratificacdo por grupos de risco,
gue séo classificados de acordo com o risco de falha no tratamento, em Baixo
Risco (BR) ou Alto Risco (AR). Algumas caracteristicas relacionadas ao
paciente podem influenciar no progndstico, tais como idade, contagem inicial
de leucacitos, infiltracdo do SNC ou do testiculo, caracteristicas genéticas e
imunofenotipicas da explosédo leucémica e a resposta individual a terapéutica
(30-32).

Algumas anormalidades citogenéticas, permitem uma classificacao
molecular de risco, favoraveis ou desfavoraveis. As alteracbes ditas como
favoraveis (ou baixo risco) mais bem estudadas incluem a alta hiperdiploidia e
a translocacdo ETV6/RUNX1. Quanto as associadas ao grupo de desfecho
desfavoravel (ou alto risco), incluem a fusdo BCR-ABL, uma translocacdo no
cromossomo 9, locus 22, conhecida como o cromossomo Filadélfia, rearranjos
no do gene MLL no cromossomo 11923 e, mais recentemente, a amplificacdo
intracromossOmica do cromossomo 21 (30,32,33).

Entre os diversos protocolos de tratamento para LLA infantil no Brasil, o
mais utilizado € o criado pelo Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia
Linféide Aguda na Infancia (GBTLI) em 1980, que oferece menor risco de
toxicidade, sendo atualmente utilizada a sua sexta versdo (GBTLI-2009). O
mesmo é composto por fases de inducdo, consolidacdo e manutencdo onde
sdo usadas doses de quimioterapicos de acordo com a estratificacdo dos
grupos de risco (34,35).

A fase de inducdo tem uma duracdo de 35 dias com finalidade de
remissdo completa das células leucémicas, através do uso de antineoplésicos
como corticoides, vincristine, L-asparaginase e daunoblastina, até alcancar
cerca de 80% da taxa de cura, seguindo assim para as fases de consolidacéo e
manutencgao (34).

Apesar do objetivo da quimioterapia ser aumentar a sobrevida do
paciente, a mesma também tem um alto risco de ocasionar enorme fragilidade
ao sistema imunolégico do mesmo, visto que as leucemias e linfomas

apresentam maior debilidade imunoldgica por impedirem o funcionamento
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normal da medula 0ssea, devido ao impacto na producdo das células do

sistema imunologico, deixando o paciente mais suscetivel a infec¢des (35).

1.6 ETIOPATOGENIA

A hematopoiese normalmente produz uma populacdo de células-tronco
hematopoiéticas (CTH) pluripotentes e autorrenovaveis capazes de dar origem
as células sanguineas. O processo autbnomo de diferenciacdo dessas células
ao longo da hematopoese é controlado por fatores de transcrigdo que regulam
a expressdo génica, resultantes das interacfes celulares, expressdo de
citocinas ou de receptores e moléculas de adesdo. Segundo a literatura,
alteracdes em genes que regulam esse processo (diferenciacdo, proliferacéo,
reparo e morte celular) culminam na producdo de fendtipos malignos que
alteram a funcdo normal das células, resultando na leucogénese (3,7,36).

A etiologia das leucemias agudas ainda permanece idiopatica, porém ja
foram descritos alguns fatores possivelmente implicados no desenvolvimento
do processo leucémico, como exemplo a exposi¢cédo prolongada ao benzeno e
produtos petroliferos que séo associados a danos cromossdmicos ao longo dos
anos (37). Além disso, a exposicdo a pesticidas, radiacdo ndo idnica, corantes
capilares, dieta, tabagismo, distlrbios genéticos, imunodeficiéncias e infec¢des
por virus como o HTLV-lI (Human T-lymphotropic virus 1), EBV (Epstein-Barr
virus) e bactérias como Helicobacter pylori também estdo relacionados a esse
processo (2,3,37).

Alguns estudos também sugerem que 0 modo como O sistema
imunolégico de algumas pessoas reconhece antigenos e responde aos
mesmos € visto como um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da leucemia, levando ao estudo de polimorfismos genéticos
presentes em moléculas do sistema imunologico (37).

A teoria de que a leucemia seja causada por influéncia de alguma
infeccdo ja vem sendo discutida hd décadas, porém poucos avancgos foram
observados quando demonstrou-se que ndo se tratava de uma doenca

contagiosa. No entanto, pesquisas recentes retornaram a essa hipotese, em
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virtude de muitos casos de leucemias pediatricas surgirem como consequéncia
de uma resposta anormal frente a uma infeccdo comum. Além de relatos de
leucemias espontdneas em animais domeésticos, principalmente gatos
(conhecido como virus da leucemia felina) terem em parte a influéncia de
infeccdes virais (37—39).

A interacdo do sistema imunologico com as leucemias agudas tem
produzido discussdes com base em duas teorias principais, criadas a partir da
observacdo de pesquisadores como Leo Kinlen e Mel Greaves. Esses,
descrevem a partir de pontos de visao diferentes, teorias que a leucemia infantil
pode ser proveniente de uma resposta imune anormal a infeccdes comuns,

como resumido na figura 3 (40-45).

Figura 3: HipGteses sobre a etiologia da LLA baseada em infec¢cdes(45).
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Fonte: PUI, CHING-HON et. al., 2008. Adaptado por Xabregas, 2020.

Segundo Kinlen, devido a ocorréncia de um grande influxo de pessoas
da cidade de Londres para uma area rural da Escécia no final da década de 80,
como consequéncia da Segunda Guerra Mundial, notou-se um aumento
transitorio de leucemias agudas em criancas. Em vista disso, apds a

elaboracdo de 8 estudos independentes com foco epidemiologico, Kinlen
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sugeriu que a leucemia aguda na infancia entre criancas de faixa etaria de 5 a
14 anos, seria resultado de uma infeccdo comum e com baixa patogenicidade
em criangas ndo imunizadas que entraram em contato com individuos
infectados por determinado virus, trazendo entdo a hipotese oriunda das
“Interagdes entre populagdes” (41,43).

Essa hipotese foi questionada por outros autores trazendo resultados
pros e contra. Langford em seu estudo demonstrou resultados estatisticamente
significativos de mortalidade (RR=1,41, IC 95%=1,13-1,76) em criancas de
faixa etaria similar que entravam em conformidade com a hip6tese de Kinlen.
No entanto, outras pesquisas ndo demonstraram associacdo do influxo de
pessoas com aumento da LLA. Em resumo, especula-se atualmente que os
picos de incidéncia de leucemia aguda infantil, principalmente o subtipo LLA B
comum, sdo mais frequentes em comunidades isoladas, quando comparado a
grandes centros urbanos que de forma diferente, apesar da grande mistura
populacional, demonstram uma reducdo de casos de leucemias agudas
(41,43,44).

Em relacdo a hipotese elaborada por Greaves, conhecida como
"Hip6tese da infeccdo tardia", essa traz uma concepcdo mais biolégica da
suposta causa da LLA. O pesquisador propbe a partir da observacado de
andlises epidemioldgicas publicadas por diversos pesquisadores ingleses e
principalmente com os estudos de Kinlen, uma nova porta de visdo com foco
para 0s mecanismos reguladores da resposta imune, tanto inata como
adaptativa, na qual aborda duas teorias (38,41).

A primeira traz a ideia da evolu¢éo do sistema imunolégico, tanto inato
como adaptativo, de forma a antecipar e exigir uma exposicao a infeccbes
durante o periodo perinatal e os primeiros anos de vida, uma vez que a
exposicdo precoce a infeccbes é essencial para o equilibrio e regulacdo do
sistema imunolégico, com impactos duradouros na funcdo imunologica no
decorrer da vida. Entretanto, déficits dessa experiéncia microbiana natural, em
especial nas sociedades desenvolvidas (ou modernas) acaba gerando um
sistema imunoldgico pouco preparado para resposta a infec¢des, ocasionando

uma resposta desregulada a infeccbes comuns podendo promover ou
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desencadear o risco da LLA. Considerando assim o paradoxo do progresso de
uma sociedade versus infeccdes, sugeriu-se que o fator de risco esteja na
baixa exposicdo das pessoas a infec¢des durante o periodo perinatal e infantil
(40-42,46,47).

A segunda proposicao se refere a dois provaveis eventos, com relacao
a histéria natural da doenca. Especula-se que a LLA se desenvolve por dois
eventos criticos, o primeiro no Utero e 0 segundo com eventos mutacionais
pés-natal que induzem o estado de leucogénese. Supondo entdo que uma
resposta anormal a infeccbes estaria indiretamente associada ao
desenvolvimento de eventos mutacionais secundarios necessarios para 0
desenvolvimento da leucemia (41).

O estudo de mecanismos relacionados a influéncia microbiana no
cancer ainda sao pouco conhecidos, no entanto, estdo comecando a ser mais
explorados com base principalmente acdo do metabolismo alterado e as
funcBes do sistema imunoldgico serem cruciais para o melhor esclarecimento
da relacédo entre inflamacéo e o aumento da suscetibilidade ao cancer (41).

Portanto, baseado nesse contexto, polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) presentes em vias relevantes para resposta na exposicao pré-natal (vias
das respostas imunes e nos genes das citocinas) podem proporcionar
informacdes valiosas e propor hipéteses de que as infecgbes sao vistas cada
vez mais como a possivel e mais plausivel causa da LLA. No entanto, essa
afirmativa necessita de mais evidéncias bioldgicas e genéticas para esclarecer
o impacto das infecgcbes sobre o risco de leucemias. Quanto as hipoteses
anteriormente descritas, ha uma forte evidéncia de que a leucemia infantil
assim como algumas doencas autoimunes, podem ser evitadas se o sistema
imunoldgico da crianca for estimulado durante os primeiros anos de vida
(40,41).

1.7 IMUNIDADE INATA

A imunidade inata esta estritamente envolvida nos processos
infecciosos, representando a primeira resposta imune do organismo contra

diversos microrganismos e tumores (48,49).
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O processo de resposta ocorre a partir do reconhecimento de
substancias provenientes de microrganismo denominados de PAMPs (Padrbes
Moleculares Associados a Patdgenos) que sdo essenciais para a sobrevivéncia
do patégeno, como: aculcares, &cidos nucleicos, proteinas, lipideos, peptideos
e entre outros(50). Tanto PAMPs como DAMPs (Padrdes Moleculares
Associados a Danos) sdo reconhecidos pelos chamados PRRs (Receptores de
Reconhecimento Padrdo) também denominados de Receptores de
Reconhecimento Padrdo, presentes nas APCs (Células Apresentadoras de
Antigenos) independente da memoaria imunolégica (53-55). Os PRRs possuem
padrées de expressado distintos, ativam vias de sinalizacdo especificas e
conduzem a respostas a patdégenos de forma distinta (50).

O principal grupo de receptores envolvidos nesse processo, sdo da
familia dos TLRs (Receptores do tipo Toll-Like), que reconhecem
peptidoglicanos, acidos nucleicos e lipopolissacarideos (LPS), iniciando a
cascata de sinalizagdo e ativando varios sistemas efetores a jusantes, incluindo
a MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) , NF-kB (Nuclear Factor kappa B)
e IRFs (Interferon Regulatory Factor), que sdo capazes de modular a apoptose,
proliferacdo e migracao celular, além da inflamacéo (51-53).

Pesquisas recentes sugerem que 0 processo de ativacdo autocrina e
paracrina dos mediadores das vias de sinalizacao do sistema imunolégico, para
expressdo de genes associados a fatores de crescimento e inflamatoérios, é

capaz de amplificar a inflamacgéo e promover o estado neoplasico (54-56).

1.8 RECEPTORES DO TIPO TOLL-LIKE (TLRS)

Os TLRs foram descritos no final do século XX e compreendem uma
familia de receptores composta por 13 membros, altamente conservados
evolutivamente, com apenas 10 receptores funcionais em humanos. Esses
TLRs diferenciam-se nas suas cadeias de aminoacidos, as quais constituem a
proteina que os formam, proporcionado assim uma maior diversidade e
capacidade de reconhecer diferentes classes de moléculas bioldgicas
presentes em diversos microrganismos (PAMPs). Sao vitais para o sistema

imune inato e a regulacdo da ativacao da imunidade adquirida (55,57-59).
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Esses receptores sdo constituidos estruturalmente por repeticoes ricas
em leucina (LRR), uma glicoproteina com cauda N-terminal e sitio de ligacéo
da molécula ligante reconhecida e um dominio intracelular homologo ao
dominio, denominado de TIR (Receptor Toll de Interleucina I). Possui ainda
uma cauda C-Terminal com sitios responsaveis pelas cascatas de sinalizacao
intracelular e recrutamento de moléculas adaptadoras especificas que também
possuem um dominio do tipo TIR (60). As proteinas adaptadoras MyD88
(Myeloid Differentiation Factor 88), TRIF (Ticam), MAL (Tirap) e TRAM séo
essenciais para a transducdo do sinal na cascata de sinalizacdo desses
receptores (61-63).

Os 10 TLRs funcionais em humanos estdo presentes em diversas
células do organismo, especialmente em células do sistema imune inato como
as APCs (Antigen Presenting Cells), células B e também em células epiteliais e
fibroblastos. Esses receptores estdo localizados tanto na membrana
citoplasmatica como no endossoma, sendo que os TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-
5 TLR-6 e TLR-11 encontram-se na extremidade superficial da célula
reconhecendo principalmente peptideos exégenos e os TLR-3, TLR-7, TLR-8 e
TLR-9 em compartimentos intracelular como no endossoma reconhecendo
moléculas enddgenas (Figura 4)(64,65). Além disso, esses receptores podem
atuar no reconhecimento de PAMPs formando estruturas diméricas com
moléculas co-receptoras como o CD14 (cluster of differentiation 14). Essa
molécula é expressa na superficie de algumas células fagociticas, participando
no reconhecimento de Lipopolissacarideos (LPS) no complexo TLR-4/CD14,
ativando a producéo de citocinas via NF-kB, como ilustrado na figura 4 (66).

Em geral esses receptores ativam uma cascata de sinalizacao através
da via dependente da molécula adaptadora MyD88, com excecéo para o TLR-3
que é ativado pela via TRIF, molécula independente de MyD88. Apds o
reconhecimento dos ligantes, ocorre a ativacdo de uma gama de proteinas
incluindo IRAK, TRAF3 e TRAF6, juntamente com a inducdo de fosforilacdo e a
formacao de complexos IKK que levam a ativacao de fatores de transcricao de
genes como NF-kB e IRF3 e IRF7 resultando na produgcdo de citocinas

inflamatorias, regulacéo da resposta imune e proliferacéo celular (59,65,67,68)
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Figura 4: Sinalizacao dos receptores do Tipo Toll-Like.
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Fonte: RAKOFF-NAHOUM, SETH et. al., 2009(69). Adaptado por Lilyane Xabregas
(2020).

1.9 POLIMORFISMOS NOS RECEPTORES TLR-1, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-9 E
CD14.

As doencas neopléasicas, especificamente as LAs, possuem alto risco
de complicacfes infecciosas graves, principalmente associado a quimioterapia
e ao uso de alguns corticosteroides que prejudicam a fungdo fagocitica de
células do sistema imune como neutréfilos, mondcitos e macréfagos (55,70—
74).

Polimorfismos nos TLRs tém sido associados a suscetibilidade a
infec¢cBes por microrganismos e pela constante neutropenia em pacientes com
leucemia aguda. Alteracdes genéticas no grupo de genes do TLR1-TLR6-
TLR10 foram descritos como fatores de risco para o cancer de préstata e

colorretal, além da leucemia linfocitica crénica (LLC) (75,76).
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Estudos no gene TLR3 sugerem que polimorfismos nesse receptor
podem induzir a suscetibilidade para o cancer de nasofaringe, enquanto que
polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) no gene TLR4/CD14 e TLR9 tém
sido descritos como fatores de risco para complicacdes infecciosas na LMA e
na LLA (66,77,78). SNPs no TLR5 podem estar relacionados ao aumento do
risco do cancer gastrico e alto de infec¢des por H. pylori (79). Ja alteracdes nos
aminoé&cidos do gene que compde a proteina TLR-7 e TLR-8 sdo associados
ao risco de Linfoma de Hodgkin (55,56,76).

1.9.1 SNPsno TLR1e TLR6

O gene que codifica as proteinas do receptor TLR-1 e TLR-6 foram
mapeados no brago curto do Cromossomo 4, locus 4pl4. Esses receptores
estdo localizados na superficie da membrana citoplasmética podendo
reconhecer lipoproteinas/ lipopeptideos, peptideoglicanos, acido lipoteicéico e
lipoarabinomano de bactérias (gram-negativas e gram-positivas), ancoras de
GPI (protozoérios) e zimozan e glicolipideos (fungo). Foram descritos dois
polimorfismos, sendo um no TLR1, éxon 4, posicao 12765 do gene, gerando a
substituicdo de uma isoleucina para uma serina e resultando no SNP lle602Ser
(rs5743618). O outro no TLR6, éxon 2, posi¢cdo 33089, com a substituicao de
uma serina por uma prolina e resultando no SNP Ser249Pro (rs5743810)(50).

1.9.2 SNPs no TLR4 e CD14

O gene que codifica a proteina do TLR-4, receptor de superficie celular,
foi mapeado no braco longo do cromossomo 9, lécus 9932-933. TLR-4
reconhece LPS microbiano (Lipopolissacarideo), proteinas de choque térmico
70 (Hsp70), ancoras GPIl e o DNA de Trypanosoma cruzi e ancoras de GPI de
Plasmodium. Enquanto que a molécula CD14, co-receptor do TLR-4, foi
mapeado no branco longo do cromossomo 5, lécus 5023-q31. A partir desse
mapeamento genético, foram descritas duas alteragdes polimorficas no gene
do TLR4, do tipo SNP, o primeiro com a modificacdo de uma adenina par uma
guanina, gerando a formacdo de um &cido aspartico por uma glicina na regido

299 (Asp299Gily [rs4986790]) e outra uma transicdo de uma citosina para uma
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timina, substituindo uma treonina por uma isoleucina no residuo 399 (Thr399lle
[rs4986791]). Além de, um SNP (-159) na regido promotora do gene do CD14
(77,78,80).

1.9.3 SNPs no TLR5

O gene que codifica a proteina do TLR-5, receptor de superficie celular,
foi mapeado no braco longo do cromossomo 1, I6cus 9941-q42. Esse receptor
reconhece flagelina de algumas bactérias gram-positivas e negativas. Estudos
descrevem um SNP, referente a substituicdo de uma citosina por uma timina,
resultando em um Stopcodon na posicdo 392 (R392S [rs5744105]) no gene do
TLR5(81-83).

1.9.4 SNPs no TLR9

O gene que codifica a proteina do TLR-9, presente em compartimentos
intracelular, esta localizado no braco curto do cromossomo 3, locus 3g21.3.
Reconhece componentes internos como os acidos nucleicos (DNA e RNA) de
virus, bactérias e protozoérios. Estudos descreveram a presenca de alguns
polimorfismos nesse gene, como a substituicdo de uma citosina por uma timina
nas regides promotoras -1237 e -1487 resultando nos SNPs -1237C/T
(rs187084) e -1486C/T (rs5743836) (50).

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

v" Avaliar a influéncia dos polimorfismos nos genes dos receptores TLRs
no prognostico clinico de pacientes diagnosticados com Leucemia
Linfoide Aguda (LLA).



36

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v' Estimar a frequéncia dos polimorfismos nos genes dos receptores TLR1,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR9 e CD14 em individuos diagnosticados com
LLA;

v Investigar a associacdo dos polimorfismos nos genes dos receptores
TLR1, TLR4, TLR5, TLR6, TLR9 e CD14 com a presenca de
comorbidades infecciosas, recaida e 6bito em individuos diagnosticados
com LLA.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo DE ESTUDO

O desenho do estudo abrangeu duas abordagens epidemioldgicas. A
primeira foi um estudo do tipo transversal, onde avaliou-se a associacdo dos
SNPs com a LLA, utilizando assim, dois grupos: o grupo caso (pacientes
diagnosticados com Leucemia Linfoide Aguda) e um grupo controle (individuos
que nao possuem diagnostico de doencas hematolégicas). Enquanto a
segunda analisou a influéncia dos SNPs com as variaveis sociodemograéficas,

clinicas e laboratoriais com o estudo do tipo caso-controle.

3.2 CoMITE DE ETICA

As amostras controles utilizadas nesse projeto foram obtidas de projetos
aprovados pelos Comité de Etica em Pesquisa (CEP) intitulados “Identificacdo
e Selecdo de Peptideos Miméticos Reativos aos soros de pacientes HCV+ e
sua influéncia no desenvolvimento da fibrose hepatica in vitro” e “Avaliagdo do
perfil Celular, humoral e molecular em doadores de sangue com sorologia
reativa ao virus da hepatite B (HBV) na Cidade de Manaus”, coordenados pela
Dra. Adriana Malheiro Alle Marie e Dra. Laura Patricia Viana Chaves,

respectivamente. Ambos os projetos foram aprovados pelo Comité de Etica em
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Pesquisa da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas sob os respectivos numeros de CAAE: 49652815.8.0000.0009 e
CAAE 0024.112.000-10 (Apéndice 04 e 05).

Quanto ao grupo de caso, as amostras foram disponibilizadas pela
DNAteca do laboratério de tipagem de HLA da Fundacdo HEMOAM com CEP-
HEMOAM, projeto intitulado “Estudo dos Polimorfismos nos Genes dos
Receptores e Citocinas da Imunidade Inata em Pacientes Diagnosticados com
Leucemia Linfoide Aguda (LLA)”, tendo como coordenador o Dr. Allyson

Guimaraes da Costa, com numero do parecer 3.393.207 (Apéndice 06).

3.3 AMOSTRAGEM

Neste estudo foram utilizadas um total de 339 amostras, segregadas
em dois grupos: Grupo caso, com 152 amostras bioldgicas de pacientes com
LLA, diagnosticados por avaliagdo do mielograma e imunofenotipagem celular,
estando criopreservadas na biblioteca de DNA do laboratério de tipagem de
compatibilidade, coletadas no periodo de 2010 a 2017 e; Grupo controle, com
187 amostras de candidatos a doacao de sangue com sorologia negativa para
0s patdgenos pesquisados na doacao de sangue (HBV, HCV, HIV, HTLV,
Sifilis, Malaria e Doenca de Chagas), coletadas no periodo de janeiro a
dezembro de 2015.

Todas as amostras bioldgicas utilizadas no estudo séo procedentes do
Estado do Amazonas, localizado na regido Norte do Brasil, armazenadas na
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM). O HEMOAM esta localizado na capital do estado, Manaus, sendo
responsavel por todas as atividades relacionadas a hematologia e hemoterapia
no estado do Amazonas, além de atender pacientes oriundos de outras regifes

da Amazobnia brasileira.

3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO
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Para o grupo de caso foram considerados como critérios de inclusédo
pacientes de faixa etaria geral, ambos 0s sexos, ndo aparentados, que
apresentarem o diagndéstico de Leucemia Linfoide Aguda por meio da técnica
de imunofenotipagem e possuirem amostras criopreservadas na DNAteca do
laboratorio de tipagem de HLA da Fundacdo HEMOAM. Quanto ao grupo
controle, foram inclusos individuos que ndo apresentarem diagndstico de
doencas hematoldgicas e que forem candidatos & doagdo de sangue nha
Fundacdo HEMOAM e testes soroldgicos e moleculares padrao negativos.

3.4.1 CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

Foram cessados do estudo portadores de qualquer outra doenca

hematoldgica.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas amostras de DNA insuficientes ou com baixa
concentracdo sendo invidvel para andlise, pacientes que apresentarem
histérico de transplante medular, infeccdes clinicas antes da quimioterapia e

portadoras de imunodeficiéncia adquirida.

3.6 COLETA DE DADOS

A coleta de dados clinicos e demograficos foi realizada com o apoio da
equipe do Sistema de Atendimento Médico e Estatistico (SAME) do HEMOAM.
Os dados foram extraidos a partir de prontuarios fisicos e eletrénicos. As
informacdes como género, idade, hemograma, presenca de comorbidades
Doencas infecciosas (ex. Citomegalovirus, toxoplasmose, rubéola, varicela,

doencas parasitarias, dentre outros), recaida e obito.

3.7 COLETA DE AMOSTRAS
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As amostras de DNA dos pacientes foram obtidas da DNAteca do
laboratorio de tipagem de HLA da Fundacdo HEMOAM, coletadas no periodo
de 2010 a 2017. A coleta foi realizada por puncéo venosa de aproximadamente
4mL de amostra de sangue em tubos com sistema a vacuo, contendo EDTA
(BD Vacutainer® EDTA K2) com diagnostico confirmado pela técnica de
citometria de fluxo. Quanto as amostras do grupo controle foram coletados
aproximadamente 12 mL de sangue periférico por punc¢do venosa em tubos
com sistema a vacuo, contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), Citrato de
Sadio (BD Vacutainer® de Citrato de Sédio Tamponado) e com Gel separador
(Gel BD SST® Il Advance®) para a realizacdo do Hemograma, Testes

Bioquimicos e Sorologias, respectivamente.

3.8 EXTRACAO E QUANTIFICAGAO DO DNA

A extracdo do DNA gendmico das amostras de sangue (grupo de caso)
da DNAteca do laboratério de tipagem de HLA da Fundacdo HEMOAM, foi
realizada com o illustra triplePrep Kit® Genomicprep DNA Extration (GE
Healthcare Life Sciences) e pelo BIOPUR Kit extracdo Mini Spin plus® (Mobius
Life Science) seguindo as orientagbes descritas no protocolo do fabricante.
Quanto as amostras do grupo de caso, foram extraidas utilizando o Kit QIAmp
DNA (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA), seguindo as orientacdes descritas no
protocolo do fabricante. Apds a extracdo o material genético de ambos o0s
grupos de estudo, foram quantificadas em equipamento NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientic Inc) para andlise da concentracdo dos acidos
nucleicos e seu grau de pureza, sendo em seguida congeladas a temperatura
de -20°C.

3.9 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DOS RECEPTORES TOLL-LIKE
(PCR-RFLP)

Os polimorfismos em estudo foram genotipados pela técnica de Reacédo

em Cadeia da Polimerase (PCR) associada a discriminagéo alélica feita pela
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analise de polimorfismos por Fragmentos de Restricdo (RFLP) no Laboratorio
de Gendmica 1 e 2 da Fundacdo HEMOAM.

3.9.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP)

A PCR foi realizada utilizando primers e ciclagens especificas (tabela

2). Em seguida, foi realizada a reacéo de restricdo através da técnica de PCR-

RFLP onde utilizou-se enzimas especificas para cada polimorfismo, com a

amplificacdo realizada em Termociclador da Applied Biosystems (Veriti® 96

Well Thermal Cycler, Carlsbad, USA) de acordo com programa descrito para

cada marcador, como demonstrado na tabela 2 (Apéndice 03).

Tabela 2: Descri¢do das sequéncias dos primers, ciclagens e enzimas de restricdo dos

polimorfismos em estudo, seguindo o protocolo descrito por COSTA et al., 2017(84).

Sequéncia de Primers

Enzima de

SNPs (5-3) Protocolo de PCR Restricao
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs5743618 GGAAAGTTATAGAGGAACCCT 40 ciclos de 95°C por 307, Alul
(TLRY) Reverse: 55°C por 30” e 72°C por 30",
CTTCACCCAGAAAGAATCGTGCC 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs4986790 GATTAGCATACTTAGACTACCTCCATG 40 ciclos de 95°C por 30", NCol
(TLR4) Reverse: 56°C por 30" e 72°C por 30"
GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5’,
rs4986791 GGTTGCTGTTCTCAAAGTTTTGGGAGAA 40 ciclos de 95°C por 15", Hinf-I
(TLR4) Reverse: 60°C por 15" e 72°C por 30”
ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs5744105 GGTAGCCTACATTGATTTGC 40 ciclos de 95°C por 307, Ddel
(TLR5) Reverse: 62°C por 30’ e 72°C por 30",
GAGAATCTGGAGATGAGGTACCCG 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5'.
rs5743810 GCATTTCCAAGTCGTTTCTATGT 40 ciclos de 95°C por 30", Avall
(TLR®6) Reverse: 63°C por 30” e 72°C por 30",
GCAAAAACCCTTCACCTTGTT 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs187084 CTGCTTGCAGTTGACTGTGT 40 ciclos de 95°C por 30”, BstNI
(TLR9) Reverse: 59°C por 30” e 72°C for 45",
ATGGGAGCAGAGACATAATGGA 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs5743836 TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT 40 ciclos de 95°C por 30”, Aflll
(TLR9) Reverse: 59°C por 30” e 72°C por 30", 72°C por
TGCCCAGAGCTGACTGCTGG 7
Forward: 1 ciclo a 94°C por 5’,
rs2569191 GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 35 ciclos de 94°C por 30", Avall
(CD14) Reverse: 64°C por 30” e 72°C por 1’

GCCTCTGACAGTTTATGTAATC

1 ciclo 72°C por 10°

*rs: Sequéncia Referente; *F: Forward; ¥R: Reverse.
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Apos a amplificacdo do DNA, o amplicon foi submetido a técnica de RFLP,
onde produto da PCR foi digerido com as enzimas de restricao Alul, Ncol, Hinf-
[, Ddel, Avall, BstNI, Aflll, fabricadas pela BioLabs®, New England, Ipswich,
MA, USA, referentes a cada polimorfismo em estudo, descritos na tabela 3.
Onde retirou-se 10uL do produto da PCR e reposto com 5uL do mix de
clivagem contendo a enzima de restricdo da regido referente ao SNP, em
seguida as amostras foram submetidas a incubagcdo em overnight no
termobloco (ThermosStat plus, Eppendorf) as temperaturas correspondentes ao

polimorfismo (Apéndice 03).

3.10 ELETROFORESE:

O produto da PCR-RFLP foi analisado por eletroforese em gel de
agarose em Tampdo TBE 1X (Tris-borato-EDTA), corado com Brometo de
Etideo e visualizados por fluorescéncia UV no Transluminador da BIO-RAD
(Molecular Imager® Gel Doc™ XR+, Imaging System) utilizando o marcador de
peso molecular de 50pb e 100pb, de acordo com o tamanho dos fragmentos de
DNA obtido (tabela 3), sendo as imagens dos géis capturadas por sistema de

fotodocumentacao (figura 5), protocolo descrito no Apéndice 03.

Tabela 3:Tamanho dos fragmentos e concentragcédo dos géis de agarose dos
polimorfismos, ja descritos na literatura.

Polimorfismos Fragmentos Agarose % Marcador(pb)
T: 280
TLR1 1602S (rs5743618) 1514129 3% 100pb
TLR4 A299G (rs4986790) A: 259 4% 100pb
G: 239+20 ° P
TLR4 T399I (rs4986791) % 3215 L 4% 100pb
C: 277pb
TLR5 R392S (rs5744105) T Ta6r01 3% 50pb
C: 210
0,
TLR6 S249P (rs5743810) 7 760450 3% 50pb
C: 108+27
TLRY -1237C/T (rs187084) T 604827 4% 50pb
TLRO -1486C/T (rs5743836 C: 145 4% 50pb
- (rs ) T: 111+34 ° P
C: 497 ;
CD14 -159 (rs2569191) T 3534144 2% 100pb

*rs: Sequéncia de Referéncia; *bp: Pares de bases.
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Figura 5: Andlise dos Polimorfismo TLRs e CD14 em Pacientes com LLA por PCR-RFLP.
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3.11 ANALISE DESCRITIVA E ESTATISTICA:

As variaveis sociodemograficas foram tabuladas e armazenadas no
banco de dados criado com o software Microsoft Excel® v.2013. A analise
estatistica e descritiva foi realizada utilizando o Stata v.13 (StataCorp LP,
CollegeStation, TX, EUA) e GraphPadPrism v.5 (San Diego, CA, EA), com
niveis de significancia de 5%. A comparacao entre os grupos foi realizada pelo
teste do qui-quadrado (x2) ou teste exato de Fisher, com intervalo de confianga
de 95% (IC95%). O modelo de regressao logistica univariada foi utilizado para
investigar a associagao entre polimorfismos com a ocorréncia de LLA e a
presenca de comorbidades infecciosas, recaida e O6bito nos pacientes. O
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado pela comparacdo das
frequéncias observadas e esperadas dos genétipos e alelos estudados e foi

aplicado nos dois grupos pelo site http://ing.gsf.de/cgibin/hw/hwal.pl.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

MANUSCRITO 1 — SNPs nos genes do Toll-Like Receptores associados a
Leucemia Linfoblastica Aguda e Comorbidades infecciosas em pacientes
da Amazénia Brasileira. Lilyane Amorim Xabregas®?, Fabiola Silva Alves!?,
Maria Gabriela Almeida Rodrigues®, Firmino Martins Santos-Neto?, Glaucia
Lima Souzal?, Fabio Magalhdes Gama®* Marlon Wendell Athaydes Kerrt?,
Andréa Monteiro Tarrag6'?, Mirian Rodrigues Ribeiro Santiago!?, Maria
Perpétuo Socorro Sampaio Carvalho'?, Adriana Malheirot234, Allyson

Guimarées Costal2345*,

Hematological Oncology (Submetido).
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4.1 MANUSCRITO 1 (ANEXO 8.1)

SNPs nos genes do Toll-Like Receptores associados a Leucemia
Linfoblastica Aguda e Comorbidades infecciosas em pacientes da

Amazonia Brasileira

Lilyane Amorim Xabregas!?, Fabiola Silva Alves!?, Maria Gabriela Almeida
Rodrigues®, Firmino Martins Santos-Neto?, Glaucia Lima Souzal?, Fabio
Magalhdes Gama® Marlon Wendell Athaydes Kerrt?, Andréa Monteiro
Tarrag6'?, Mirian Rodrigues Ribeiro Santiago?, Maria Perpétuo Socorro
Sampaio Carvalho'?, Adriana Malheiro'234, Allyson Guimarées Costa’2:345

1. Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia,
Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil;

2. Diretoria de Ensino e Pesquisa, Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, AM, Brazil;

3. Programa de Pés-Graduacao em Medicina Tropical, Universidade do Estado
do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil;

4. Programa de Pos-Graduacdo em Imunologia Bésica e Aplicada, Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus, AM,
Brazil;

5. Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, Fundagcdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, AM, Brazil;

*Corresponding author: Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (HEMOAM), Av. Constantino Nery, 4397, Chapada, Manaus, AM,
CEP 69050-001, Brazil. Phone: +55 (92) 98153-5233. E-mail:
allyson.gui.costa@gmail.com.

RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a neoplasia hematolégica mais comum
e a principal causa de mortalidade na infancia. Polimorfismos de Nucleotideo
Unico (SNPs) em moléculas-chave do sistema imunolégico, como o0s
receptores Toll-Like, estdo associados ao desenvolvimento de varias doencas,
todavia, é desconhecido seu papel na LLA. Nesse estudo, descrevemos a
frequéncia dos polimorfismos nos genes dos receptores Toll-Like em pacientes
com leucemia linfoblastica aguda e sua associacdo com o prognadstico clinico.
Um estudo caso-controle foi realizado com 152 amostras de DNA de pacientes
com LLA e 187 amostras de individuos sem a doenca (grupo controle). A
discriminacéao genotipica e alélica foi realizada pelo método Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) dos SNPs
TLR1 S602I (rs5743618), TLR4 A299G e 1399T (rs4986790 e rs4986791),
TLR5 R392S (rs5744105), TLR6 S249P (rs5743810), TLR9 -1237CI/T e -
1486C/T (rs5743836 e rs187084) e molécula CD14 -159 (rs2569191). A analise
descritiva e estatistica foi realizada com os softwares Microsoft Excel 2013 e
GraphPadPrism v.5.0. O gendtipo C/C do polimorfismo -1486 C/T (TLR9) foi
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associado com o risco de desenvolvimento de leucemia linfoblastica aguda
(TLRO: T/T+C/T vs. C/IC OR = 2.0 [95% CI: 1.1-3.5, p = 0,014]; C/T vs. C/C OR
= 2.2, [IC 95%: 1.2-4.1, p = 0,006]). Além disso, o genoétipo TT do SNP -1486
C/T (TLR9) foi associado com a presenca de comorbidades ao diagnostico
(TLR9: T/T + C/T vs. C/C OR = 2.1 [95% CI: 1.1-4.3, p=0,04]; T/T vs. C/T OR =
2.2 [95% CI: 1.0-4.7, p=0,04]). Nossos achados sugerem um papel significativo
do SNP -1486C/T (TLR9) no desenvolvimento e presenca de comorbidades
infecciosas na leucemia linfoblastica aguda.

Palavras-Chave: Leucemia infantil, Sistema Imunoldgico, Receptores do Tipo
Toll-Like, Polimorfismo de Nucleotideo Unico.

1. INTRODUCAO

As leucemias sdo uma das principais causas de morte por cancer no
mundo, com aumento significativo do nimero de casos entre os anos de 1990
a 2018 (variando de 297.000 para 437.033 casos)1. No Brasil, € esperado para
o triénio 2020-2022, aproximadamente 10.810 casos novos em ambos o0s
sexos2. Na regido Norte do pais, as leucemias sdo o quinto tipo de cancer mais
frequente e o Estado do Amazonas registrou entre os anos de 2005 a 2015,
843 casos de pacientes com Leucemias Agudas, sendo 68% dos casos
diagnosticados como Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) 2—4.

A LLA é o subtipo mais comum na infancia sendo responsavel pela
maior taxa de mortalidade infantil na faixa etaria de 0 a 15 anos3-5. O
processo neoplasico é decorrente de erros genéticos que contribuem para o
bloqueio da maturacdo das células e consequente acumulo de clones
leucémicos (blastos) no microambiente medular. Sua etiologia ainda é
desconhecida, no entanto, alguns fatores de riscos sdo associados, dentre

eles, fatores ambientais, genéticos e infecciosos6,7.

Evidéncias de estudos anteriores sugerem que a LLA esteja relacionada
a um deéficit na regulacdo do sistema imunologico no inicio da infancia8—13.
Além disso, sugere-se que polimorfismos ou varia¢gdes genéticas nos genes de
moléculas importantes no desenvolvimento e progressao de doencas, podem

se mostrar fatores importantes no aumento de diferencas biologicas
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intrinsecas, influenciando em resultados clinicamente distintos e conferindo

suscetibilidade genética ao cancerl14,15.

O sistema imunolégico compara-se a uma via com duas rotas provaveis,
onde a regulacdo adequada proporciona longevidade e protecdo contra
doencas infecciosas e cancerigenas, enquanto que alteracdes em moléculas
responsaveis pela expressao ou sinalizacdo das células associadas ao sistema
imunolégico podem induzir processos autoimunes e carcinogénicos, dentre

eles, as neoplasias hematopoéticas16—18.

Os receptores Toll-Like compdem a principal familia de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) do sistema imunol6gico inato, envolvido no
combate a patégenos e inflamacdo, reconhecendo padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) e danos (DAMPs) e modulando a resposta
imunolégica com a ativagdo de células que medeiam a resposta imune. Além
disso, os TLRs sdo moléculas vitais na regulacdo da ativacdo da imunidade

adaptativa e esséncias na prevencao e cura do cancer 19-22.

Pesquisas referentes a variagdes genéticas no grupo de genes dos
TLRs, sdo vistos como fatores de risco para o cancer de prostata, colo retal,
além de linfomas nao-hodgkin de células B 14,23-26. Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs) nos genes dos TLRs podem levar a alteracdes no
sistema imunoldgico e variacBes foram identificadas em diferentes tipos de
tumores, tanto tumores soOlidos como na transformacdo maligna
hematoldgical8,20-23. No entanto, o papel de genes imunogénicos que

desempenham papel crucial na LLA, ainda sdo poucos elucidados.

Nesse estudo, os SNPs foram identificados nos genes do TLRs e no co-
receptor CD14 em pacientes diagnosticados com LLA no Estado do Amazonas,
com objetivo principal de descrever a frequéncia desses polimorfismos na
doenca e influéncia no prognostico clinico. Esse é o primeiro estudo a relatar a
associacdo de SNPs na via dos receptores Toll-Like em pacientes com

leucemia linfoblastica aguda da Amazénia brasileira.



47

2.MATERIAL E METODOS
2.1Caracteristicas das Amostras
O estudo caso-controle foi realizado no Estado do Amazonas, regiao
Norte do Brasil, com amostras biolégicas coletadas durante os anos de 2010 a
2017 na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM). O HEMOAM esta localizado na capital do estado, Manaus, sendo
responsavel por todas as atividades relacionadas a hematologia e hemoterapia
no estado do Amazonas, além de atender pacientes oriundos de outras regides

da Amazobnia brasileira.

Foram utilizadas um total de 339 amostras, segregadas em dois grupos:
Grupo caso, com 152 amostras biolégicas de pacientes com LLA,
diagnosticados por avaliacdo do mielograma e imunofenotipagem celular,
estando criopreservadas na biblioteca de DNA do laboratério de tipagem de
compatibilidade e; Grupo controle, com 187 amostras de candidatos a doacéo
de sangue com sorologia negativa para os patégenos pesquisados na doacgéo
de sangue (HBV, HCV, HIV, HTLV, Sifilis, Malaria e Doenca de Chagas).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacdo Hospitalar de Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM), sob o
namero de parecer 3.393.207/2019.

2.2Coleta de Dados dos Pacientes com LLA

A coleta de dados clinicos e demogréficos foi realizada com o apoio da
equipe do Sistema de Atendimento Médico e Estatistico (SAME) do HEMOAM.
Os dados foram extraidos a partir de prontuéarios fisicos e eletrénicos. As
informacBes como género, idade, hemograma, presenca de comorbidades

(Doencas infecciosas e outros), recaida e ébito.
2.3Coleta de dados e amostras do grupo controle

Inicialmente foi aplicado questionario clinico-epidemiolégico e
posteriormente coletados aproximadamente 12mL de sangue periférico por

puncdo venosa em tubos com sistema a vacuo contendo EDTA e com Gel
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Separador (Gel BD SST® Il Advance) para a realizacdo de hemograma, testes

bioquimicos e sorologia, respectivamente.

2.4Genotipagem dos polimorfismos nos genes do TLR1, TLR4, TLRS5,
TLR6, TLR9 e CD14

Os SNPs TLR1 1602S (rs5743618), TLR4 A299G (rs4986790), TLR4
T3991 (rs4986791), TLR5 R392StopCodon (rs5744105), TLR6 S249P
(rs5743810), TLR9 -1237C/T (rs187084), TLR9 -1486 C/T (rs5743836) e CD14
-159 (rs2569191), foram genotipados utilizando a técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR-RFLP) para a discriminacdo de gendtipos e alelos descritos
anteriormente(84). Para a PCR-RFLP, incialmente foi feita a extracdo do DNA
com o illustra triplePrep Kit® Genomicprep DNA Extration (GE Healthcare Life
Sciences), BIOPUR Kit extracdo Mini Spin plus® (Mobius Life Science) e
QIAmp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) para 0S grupos caso e
controle, respectivamente. Em seguida, foi realizada a reagédo de PCR com 2uL
de DNA genbmico (20ng) adicionado a 23uL de mistura de amplificacéo
contendo 0,1uL de polimerase taq de platina (2Ul), 2,5uL de tampao 10x
(continha 100 mmol/L Tris-HCI [pH 8,3] e 500mmol/L KCL), 2uL de MgCI2
(1,5mmol/L), 1yL de dNTPs (40mmol/L), 0,25uL cada de iniciador Forward e
reverso (0,25pmol/L) e 16,9uL de agua ultrapura. Um total de 10uL de produto
de PCR foi digerido com 5U da respectiva endonuclease de restricdo (New
England Biolabs) e 10x tamp&o enzimatico de acordo com as instru¢des do
fabricante. Os iniciadores, condi¢cdes de ciclo de PCR e endonucleases de
restricdo sdo mostrados na tabela suplementar 1. Os fragmentos gerados por
PCR-RFLP foram separados por eletroforese em gel de agarose a 3-4% corado
com Coloragdo em Gel de Acido Nucleico GelRed™ (Biotium, Hayward, CA,
EUA) e visualizados no transiluminador UV light Gel + DocXR System (Bio-Rad

Corporation, Hercules, CA, EUA) com sistema de documentacao fotografica.
2.5Analises de dados e Estatistica

As varidveis sociodemograficas foram tabuladas e armazenadas no

banco de dados criado com o software Microsoft Excel® v.2013. A andlise



49

estatistica e descritiva foi realizada utilizando o Stata v.13 (StataCorp LP,
CollegeStation, TX, EUA) e GraphPadPrism v.5 (San Diego, CA, EA), com
niveis de significancia de 5%. A comparacao entre os grupos foi realizada pelo
teste do qui-quadrado (x2) ou teste exato de Fisher, com intervalo de confianca
de 95% (IC95%). O modelo de regressao logistica univariada foi utilizado para
investigar a associacdo entre polimorfismos com a ocorréncia de LLA e a
presenca de comorbidades infecciosas, recaida e Obito nos pacientes. O
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado pela comparacdo das
frequéncias observadas e esperadas dos gendtipos e alelos estudados e foi

aplicado nos dois grupos pelo site http://ing.gsf.de/cgibin/hw/hwal.pl.

3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas gerais da populacéo de estudo

Na Tabela 1, estdo descritas as caracteristicas epidemiologicas e
clinicas da populacdo em estudo. A idade mediana foi de 30 anos para o grupo
controle e de 12 anos para o grupo de caso. Foi observado predominio do sexo
masculino em ambos os grupos (controle e caso), 133 (71%) e 95 (62%).
Quanto a presenca de comorbidades, 69 (45%) apresentaram comorbidade
durante o diagnostico, sendo 66 (96%) de etiologia infeciosa (ex.
Citomegalovirus, toxoplasmose, rubéola, varicela, doencas parasitarias, dentre
outros). Um total de 114 (75%) pacientes recairam durante o periodo de
tratamento e 67 (44%) foram a Obito (Tabela 1). Além disso, 0s pacientes
apresentaram mediana da concentracdo de hemoglobina de 8.6 g/dL,

hematdcrito 25.1 g/dL, leucocitos 9.435/mm3 e plaquetas em 58.000/mma3.
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Tabela 1: Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas da populacdo em estudo.

Grupo Casos
Variaveis Controle LLA
(n =187) (n = 152)

Idade, ano (mediana [IQR*]) 30 [23-39] 12 [4-18]
Género
Masculino, n (%) 133 (71%) 95 (62%)
Feminino, n (%) 54 (29%) 57 (38%)
Comorbidades
Sim n (%) - 69 (45%)

Doengas Infecciosas, n (%) - 66 (96%)

Outras, n (%) - 3 (4%)
Néo, n (%) - 83 (55%)
Recaida
Sim, n (%) - 114 (75%)
N&o, n (%) - 38 (25%)
Obito
Sim, n (%) - 67 (44%)
Nao, n (%) - 85 (56%)
Hemoglobina, g/dL (mediana [IQR]) - 8.6 [6.5-10.1]
Hematocrito, % (mediana [IQR]) - 25.1 [20.2-30.7]
Leucécitos, unid x 103/mm?3 (mediana [IQR]) - 9.435 [3.388-57.850]
Plaguetas, unid x 108/mm? (mediana [IQR]) - 58.000 [24.000-152.800]

*|QR: Intervalo Interquantil.

3.2 Associagéo do Polimorfismo TLR9 -1486C/T com Leucemia Linfoide
Aguda

Na Tabela 2, estdo descritas as distribuicdes genotipicas e alélicas dos
SNPs em estudo. Foi observada uma diferenca significativa na distribuicdo
dessas frequéncias entre o grupo caso e controle no SNP TLR9 -1486 C/T. O
gendtipo homozigoto selvagem (C/C) referente ao SNP -1486 C/T sugeriu um
risco aumentado em duas vezes para o desenvolvimento da LLA (TLRO:
T/T+C/T vs. C/IC OR = 2.0 [95% CI: 1.1-3.6, p=0,01]; C/T vs. C/C OR = 2.3 [IC
95%: 1.2-4.2, p=0,00]). Entretanto, ndo observamos associagdo com o alelo C
referente ao SNP (OR: 1.2 [IC 95%: 0.9 — 1.6, p=0,27).
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Tabela 2: Associacao dos polimorfismos TLRs e CD14 com pacientes com Leucemia

Linfoide Aguda.

Polimorfismo, Grupo Controle Casos LLA .
Genotipo / Alelo (n=187) (n =152) OR™ (*IC 95%) (p) valor
TLR1 1602S (rs5743618)
TT 100 (54%) 88 (58%) 1,2 (0,8-1,8) 0,45 TIT vs TIG + GIG
TIG 72 (39%) 53 (35%) 1,2 (0,8-1,9) 0,49 TITvs TIG
GIG 15 (7%) 11 (7%) 1,2 (0,5-2,8) 0,68 T/T vs GIG
T 272 (73%) 229 (75%)
G 102 (27%) 75 (25%) 1.1(08-1,6) 0,49
TLR4 A299G (rs4986790)
AIA 177 (95%) 144 (95%) 1,0 (0,4-2,6) 0,97 AJAvs AIG + G/G
AIG 10 (5%) 7 (4%) 1,2 (0,4-3,1) 0,77 A/A Vs AIG
GIG - 1 (1%) - - -
A 364 (97%) 295 (97%)
G 10 (3%) 2 (3%) 1,1 (0,4-2,8) 0,82
TLR4 T399I (rs4986791)
cic 180 (97%) 144 (95%) 1,4 (0,5-4,0) 0,60 CICvs CIT+TIT
cIT 7 (3%) 7 (4%) 1,2 (0,4-3,6) 0,79 CICvs CIT
TT - 1 (1%) - - -
C 367 (98%) 295 (97%)
T 7 2%) 9 (3%) 1,6 (0,6-4,3) 0,45
TLR5 R392S (rs5744105)
R/R 177 (95%) 143 (94%) 1,1 (0,4-2,8) 0,82 R/R vs RIS
R/S 10 (5%) 9 (6%) - - -
SIS - - - - -
R 364 (97%) 295 (97%)
s 10 (3%) 2 (3%) 1,1 (0,4-2,8) 0,82
TLR6 S249P (rs5743810)
TT 125 (67%) 107 (70%) 1,2 (0,7-1,9) 0,56 TIT vs CIT + CIC
cIT 57 (30%) 37 (24%) 1,3(0,8-2,1) 0,27 T/Tvs CIT
cic 5 (3%) 8 (6%) 0,5 (0,2-1,7) 0,39 T/T vs CIC
T 307 (82%) 251 (83%)
c 67 (18%) 53 (17%) 1,0(0.7-1,5) 0,92
TLR9 -1237 C/T (rs5743836)
cic 121 (65%) 112 (74%) 1,5 (1,0-2,4) 0,08 CICvs CIT+TIT
TIC 66 (35%) 39 (25%) 1,6 (1,0-2,5) 0,08 CI/Cvs CIT
TT - 1 (1%) - - -
C 308 (82%) 263 (87%)
T 66 (18%) 41 (13%) 1,4(09-2.) 0.17
TLR9 -1486 T/C (rs187084)
TT 61 (33%) 52 (34%) 2,0 (1,1-3,6) 0,01 TIT+CIT vs CIC
cIT 102 (55%) 65 (43%) 1,7 (0,9-3,2) 0,11 T/T vs CIC
cic 24 (12%) 35 (23%) 2,3(1,2-4,2) 0,00 CITvs CIC
T 224 (60%) 169 (56%)
c 150 (40%) 135 (44%) 1,2(0.9-1,6) 0.27
CD14 -159 (rs2569191)
cic 55 (29%) 40 (26%) 1,2 (0,7-1,9) 0,55 CICvs CIT+TIT
cIT 93 (50%) 85 (56%) 1,2 (0,8-2,1) 0,44 CICvs CIT
TT 39 (21% 27 (18%) 1,0 (0,5-1,8) 1,00 CITvsT/T
c 203 (54%) 165 (54%) 10(0.7-1.4) 1.00
T 171 (46%) 139 (46%)

*|C: Intervalo de Confian¢a; **OR: Odds Ratio.
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3.3 Associacdo dos Polimorfismos em TLR9 -1486C/T com

Comorbidades Infecciosas em Pacientes com Leucemia Linfoide Aguda

Na Figura 1, observa-se a distribuicdo da frequéncia dos gendtipos entre
as variaveis clinicas estudadas (comorbidades infecciosas, recaida e Obito no
grupo caso. Tabela 3 resume os dados de associacdo dos polimorfismos com
as variaveis clinicas. Pacientes com LLA com o genétipo T/T do SNP -1486 C/T
(TLR9) apresenta um risco de duas vezes mais chances de possuirem
comorbidades infecciosas ao longo do acompanhamento clinico (TLR9: T/T +
C/T vs. C/C OR = 2.1 [95% CI: 1.1-4.3, p=0,04]; T/T vs. C/T OR = 2.2 [95% CI:
1.0-4.7, p=0,04]). Ao analisar as variaveis recaida e 6bito, ndo foi observada
associacdo com os SNPs em estudo. Na Tabela 4, é possivel observar que nédo

foi encontrada associacao dos alelos com as variaveis clinicas.
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Figura 1: Distribuicdo das frequéncias dos gendtipos TLRs e CD14 entre as variaveis clinicas em pacientes com Leucemia Linfoide Aguda.
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Tabela 3: Associagado dos genodtipos TLRs e CD14 com comorbidades (doencgas

infecciosas), recaida e 6bito em pacientes com Leucemia Linfoide Aguda.

Subgrupos LLA

Polimorfismo

TLR1

TLR4

TLR5

TLR6

TLR9

CD14

1602S
(rs5743618)

A299G
(rs4986790)

T399I
(rs4986791)

R392S

(rs5744105)

-159
(rs2569191)

-1237 CIT
(rs5743836)

Comorbidades Recaida Obito
or(cosw) P oraceswy P or(c 95%) ®)
valor valor valor

1,6 (0,8-3,1) 0,19 1,0 (0,5-2,1) 1,00 1,4 (0,7-2,7) 0,32 T/T vs. TIG + GIG
1,8(0,9-36) 012  10(0523) 100  16(0,833) 022 /T vs. TIG
09(0,234) 100  11(03-46) 100  13(0,4-46) 076 TIT vs. GIG
58(0,7-48,1) 0,14  19(0,4-82) 041  13(0353) 073 AAvs AG+G/G
49(0,6-42,1) 0,14  2,3(0,5-10,9) 0,37 1,7 (0,4-7,9) 0,70 AA V. AIG
1,7(0,4-65 050 32(08136) 011 25(05127) 047  CICvs. CIT+TT
2,2 (0,5-9,7) 0,30 4,3 (0,9-20,2) 0,07 2,1(0,4-11,0) 0,46 CICvs. CIT
3,3(0,7-160) 0,19  28(03231) 045  10(0,3-39) 1,00 RIR vs. RIS
12(0,6-24) 072  11(0525 084  14(0,729) 037  TTvs.CT+CIC
1,1 (0,5-2,6) 0,84 1,5(0,7-3,4) 0,39 1,2 (0,5-2,4) 0,85 T/Tvs.CIT
2,5(0,8-7,9) 0,15 - - 6,1 (0,7-51,7) 0,07 T/T vs. CIC
1,1 (0,5-2,3) 0,85 1,2 (0,5-2,7) 0,68 1,4 (0,7-3,0) 0,36 C/Cvs.CIT+TIT
1,0 (0,5-2,2) 1,00 1,2 (0,5-2,8) 0,67 1,5(0,7-3,3) 0,27 CICvs. TIC
2,1 (1,1-4,3) 0,04 1,0 (0,4-2,5) 1,00 1,4 (0,7-2,8) 0,31  T/T+CiTvs.CIC
2,2 (1,0-4,7) 0,04 1,0 (0,4-2,4) 1,00 1,2 (0,6-2,6) 0,58 T/Tvs. CIT
21(09-48 010  10(04-28 100  19(0,8-46) 019 /T vs. CIC
15(0,7-32) 027  13(0,6-28 067  11(0522) 100  CICvs CIT+TT
1,6 (0,7-3,4) 0,25 1,6 (0,7-3,7) 0,37 1,1 (0,5-2,4) 0,85 CICvs. CIT
1,4 (0,5-3,7) 0,62 1,0 (0,3-3,0) 1,00 1,1 (0,4-3,0) 0,81 C/Cvs. TIT
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Tabela 4: Associacado dos alelos TLRs e CD14 com comorbidades (doencas infecciosas), recaida e ébito em pacientes com Leucemia
Linfoide Aguda.

PARAMETROS CLINICOS

Polimorfismo COMORBIDADES RECAIDA OBITO
NAO SIM OR () NAO SIM OR (9) NAO SIM OR 19)
(N=83) (N=66) (IC95%)  valor (N=38) (N=114) (IC95%)  valor (N=85) (N=67) (IC95%)  valor
TLRL 1602S T 127 (77%) 95 (72%) 1,2 0.42 57 (75%) 172 (75%) 1,0 0.04 126 (74%) 103 (77%) 1,2 0.60
(rs5743618) G 39 (23%) 37(28%)  (0,8-2,1) ' 19 (25%) 56 (25%) (0,6-1,9) ’ 44 (26%) 31 (23%) (0,7-2,0) '
A299G A 158 (95% 131 (99% 6.6 73 (96%) 222 (97% 15 165 (97%) 130 (97% 1.0
’ 0,05 ' 0,70 ' 1,00
TLRa (rs4986790) G 8 (5%) 1 (1%) (0,8-53,8) ' 3 (4%) 6 (3%) (0,4-6,2) ’ 5 (3%) 4 (3%) (0,3-3,9) '
T399I C 166 (97%) 127 (96%) 1.3 72 (95%) 223 (98%) 25 163 (96%) 132 (99%) 28
' 0,75 ' 0,23 ' 0,31
(rs4986791) T 5 (3%) 5 (4%) (0,4-4,6) ' 4 (5%) 5 (2%) (0,6-9,5) ’ 7 (4%) 2 (1%) (0,6-13,9) '
R 158 (95% 130 (98% 32 75 (99%) 220 (96% 27 165 (97%) 130 (97% 1.0
TLR5 ’ 0,19 : 0,46 ' 1,00
(rs5744105) S 8 (5%) 2 (2%) (0,7-15,8) ' 1 (1%) 8 (4%) (0,3-22,2) ' 5 (3%) 4 (3%) (0,3-3,9) '
TLRE T  138(83%) 102 (77%) 15 0.4 12 (16%) 41 (18%) 1,2 0.73 135 (79%) 116 (87%) 1,7 013
c 28 (12%) 30 (23%)  (0,8-2,6) ' 64 (84%) 187 (82%)  (0.6-2,4) ' 35(21%) 18 (13%) (0,9-3,1) '
-1237 CIT C 145 (87%) 114 (86%) 1,1 0.86 65 (86%) 198 (87%) 1,1 0.85 145 (85%) 118 (88%) 1,3 0.50
TLRo (rs5743836) T 21 (13%) 18 (14%)  (0,6-2,1) ' 11 (14%) 30 (13%) (0.5-2.4) ’ 25 (15%) 16 (12%) (0,6-2,5) '
T 77 (46%) 76 (58%) 1,6 0.06 42 (55%) 127 (56%) 1,0 100 88 (52%) 81 (60%) 1,4 013
C 89 (54%) 56 (42%)  (1,0-2,5) ' 34 (45%) 101 (44%)  (0,6-1,7) ’ 82 (48%)  53(40%)  (0,9-2,3) '
D14 159 c 86 (52%) 74 (56%) 1.2 0.48 42 (55%) 123 (54%) 1.1 0.89 93 (55%) 72 (54%) 1.0 001
(rs2569191) T 80 (48%) 58 (44%) (0,7-1,9) ' 34 (45%) 105 (46%)  (0,6-1,8) ' 77 (45%) 62 (46%) (0,7-1,6) '
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4. DISCUSSAO

O Estado do Amazonas, localizado na regido Amazonica do Brasil, é
conhecido por seu clima tropical e por uma populacdo altamente heterogénea
exposta a diversos patdégenos. Além disso, possui diferentes areas endémicas
para doencas infecciosas, o que poderia contribuir para a modulacdo da
resposta imune e consequentemente o desencadeamento de alteragOes
fisiologicas, genéticas e hematologicas28. O perfil bioldégico da LLA ainda é
pouco conhecido, possuindo padrdes diferentes de acordo com as regifes

geograficas e étnicas do mundo4,28-30.

Estudos associando as caracteristicas genéticas de moléculas do
sistema imunologico em pacientes com canceres hematolégicos tem sido
realizado. Polimorfismos ou variacbes genéticas nos genes de moléculas
importantes na resposta imune envolvidas com a progressao de doencas,
podem se mostrar fatores importantes na amplificacédo de diferencas biol6gicas
intrinsecas, influenciando em resultados clinicamente distintos e conferindo
suscetibilidade genética ao cancerl4,15. Diversos polimorfismos genéticos ja
foram descritos nos TLRs capazes de alterar o equilibrio entre citocinas pré e
anti-inflamatérias, modulando o risco de infec¢do, inflamacéo cronica e cancer
em diferentes popula¢des, no entanto, sua relacdo com a LLA ainda nao foi
totalmente elucidadal4,22,31-33.

Em nosso estudo, a LLA foi predominante em pacientes com idade
mediana de 12 anos e do sexo masculino, estando de acordo com a
literatura4,29,34. Quando analisamos a distribuicdo dos gendétipos dos
polimorfismos 1602S (TLR1), A299G (TLR4), T399I (TLR4), R392S (TLRS5),
S249P (TLRG6), -1237 C/T (TLR9), -159 C/T (CD14) com a LLA, ndo
encontramos associagdo. Entretanto, as analises para o SNP -1486 C/T (TLR9)
sugere que portadores do genétipo C/C possuem um risco duas vezes maior
de desenvolver LLA (TLR9: T/T+C/T vs. C/C OR = 2.0 [95% CI. 1.1-3.6,
p=0,01]; C/T vs. C/C OR = 2.3 [IC 95%: 1.2-4.2, p=0,00]), bem como, duas

vezes mais chances de apresentar comorbidades ao diagnéstico (TLR9: T/T +
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C/T vs. C/C OR = 2.1 [95% CI: 1.1-4.3, p=0,04]; T/T vs. C/T OR = 2.2 [95% ClI:
1.0-4.7, p=0,04]).

Estudos demonstram que a troca dos nucleotideos T/C nos SNPs -
1237 e -1486 localizados no promotor do TLR9, € capaz de criar dois locais de
ligacdo adicionais para fatores de transcricdo, Sp-1 e NF-kappaB, que pode ser
funcionalmente relevante35. Alelos variantes desses polimorfismos podem
alterar a capacidade funcional de TLR9 e modificar a resposta a patdogenos

bacterianos, variando assim a suscetibilidade da doenca interindividual36—38.

Pesquisas envolvendo polimorfismos nos genes TLRs na LLA séo
escassos, todavia, NIETERS e colaboradores demonstraram em 2006 que o
SNP -1486 C/T e -1237 C/T (TLR9) podem ser considerados fatores de risco
para o desenvolvimento de linfoma ndo-hodgkin39. Além do mais, os genaotipos
C/T e C/C do polimorfismo TLR9 -1486 C/T, apresentaram associagcdo com o
aumento do risco de cancer do colo do Utero no estado estagio inicial40. Outras
variantes do TLR9 também vém sendo descritas como fatores de risco para

doencas como Linfoma ndo-hodgkin, cancer endometrial e cervical41,42.

Em contrapartida, um estudo realizado com linfoma de Hodgkin sugere
que portadores do alelo C do SNP TLR9 -1237C/T possuem um risco de 2,5
vezes maior de desenvolver a doencad43. Uma pesquisa em pacientes
diagnosticados com Leucemia Mieléide Aguda (LMA), demonstrou que o alelo
C (TLR9 -1237C/T) e T (TLR9 -1486C/T) estavam associados a predisposi¢ao
para a doenca. Foi também observado, que o gendtipo T/T do polimorfismo -
1486 (TLR9), foi mais frequente em pacientes que apresentavam recaida da

doencad4.

O gendtipo T/T da variante TLR9 2848C/T, apresentou associagdo com
0 aumento do risco de cancer cervical avangado em uma populagcdo do norte
da india45. Entre europeus americanos, estudos sugerem o aumento do risco
de asma associado ao alelo C do SNP TLR9 -1237C/T (OR 1.85, IC 95% 1.05
a 3.25)46.
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Em concordancia com os nossos resultados, um estudo envolvendo
polimorfismos do gene do TLR4 (A299G e T399I) e o risco de LLA, realizado na
populacdo da Turquia, também ndo observou associacdo com a doenca4?.
Todavia, um estudo com pacientes com cancer do colo do utero (CRC), relatou
que o gendtipo C/C da variante do TLR4 T399l e os alelos A e G do
polimorfismo TLR4 A299G podem influenciar no aumento do risco para o
desenvolvimento da doenca40. Além disso, foi mostrado maior frequéncia dos
gendtipos homozigotos G/G e T/T dos SNPs A299G e T399I em pacientes com
cancer de colo retal, podendo estar associado como risco para essa doenca48.
Em uma populacdo da india ocidental, PANDEY et. al. 40, sugeriram que 0
gendtipo heterozigoto (A/G) do SNP A299G presente no gene do TLR4 estaria
associado a infeccdo pelo HPV 16/18 e seria um fator risco para o cancer

uterino.

Do mesmo modo, nosso estudo com LLA, ao comparar as frequéncias
dos gendtipos, o homozigoto selvagem também foi 0 mais frequente em todos
os polimorfismos dos TLRs, exceto no -1486 (TLR9) e -159 (CD14), porém, néo
demonstrou diferencas significativas. Diferentemente, um estudo realizado no
Egito, envolvendo o polimorfismo -1237C/T do gene do TLR9, observou uma
frequéncia de 58% do gendtipo heterozigoto (C/T) e apenas 1% do gendtipo
homozigoto (C/C), essa diferenca foi significativa conferindo um risco
aumentado de aproximadamente quatro vezes maior de desenvolver o linfoma

nao-Hodgkin de células B26.

Ao analisarmos 0s SNPs TLRs e CD14 do grupo de pacientes com LLA
em comparacdo com as Vvariaveis recaida e O6bito, ndo encontramos
associacdo. Entretanto, o estudo apresenta algumas limitagcbes. Devido a
pequena quantidade de amostras, é necessaria a validagdo com um tamanho
de amostra maior para confirmar a importancia do estudo dos polimorfismos

nos genes TLRs em pacientes com LLA.
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5.Conclusao

Em concluséo, nossos achados sugerem um papel significativo do SNP -
1486C/T (TLR9) no desenvolvimento e presenca de comorbidades infecciosas
na leucemia linfoblastica aguda. Para o nosso conhecimento, este estudo é o
primeiro a relatar a associacao dos polimorfismos nos genes do TLRs e CD14
com a LLA em individuos da Amazénia brasileira. Os TLRs sdo importantes
para o reconhecimento de PAMPs e DAMPSs, induzindo as células a produzirem
moléculas inflamatorias e ativando a resposta imunoldgica. No entanto, estudos
adicionais com maior tamanho amostral devem ser considerados para validar

esses resultados.
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Tabela Suplementar 1. Descricdo das sequéncias dos primers, ciclagens,
enzimas de restricdo e fragmentos dos polimorfismos do estudo.

SNPs Sequéncia’do’s Primers Protocolo PCR Enzim_a~de Fragmentos
(5-3) Restricdo
. 1 ciclo a 95°C por 5,
Forward: . . ”
rs5743618 GGAAAGTTATAGAGGAACCCT 45()5(38'3?3 f§0?5e%2p% Sgr' Ayl T 280
(TLR1) Reverse: 30" G: 151+129
CTTCACCCAGAAAGAATCGTGCC . s ,
1 ciclo de 72°C por 7
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs4986790 GATTAGCATACTTAGACTACCTCCATG 40 ciclos de 95°C por 30", Ncol A: 259
(TLR4) Reverse: 56°C por 30” e 72°C por 30" G: 239+20
GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5/,
rs4986791 GGTTGCTGTTCTCAAAGTTTTGGGAGAA 40 ciclos de 95°C por 15”, Hinf-I C. 147
(TLR4) Reverse: 60°C por 15” e 72°C por 30” T: 96+51
ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 piclo a 95°E§ por 5’, §
rs5744105 GGTAGCCTACATTGATTTGC 45258'32:1??0?2 ?2‘38?3 " pdel  Ci277Pb
(TLR5) Reverse: 30" T: 186+91
GAGAATCTGGAGATGAGGTACCCG 1ci s ,
ciclo de 72°C por 7
Forward: 1 'ciclo a 95"9 por 5. }
rs5743810 GCATTTCCAAGTCGTTTCTATGT 453‘32'32:’;0?552‘1% ﬁgr' Aval G210
(TLR®6) Reverse: 30" T: 160+50
GCAAAAACCCTTCACCTTGTT 1 ciclo de 72°C por 7'
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5,
rs187084 CTGCTTGCAGTTGACTGTGT 40 ciclos de 95°C por 30", BstNI C: 108+27
(TLR9) Reverse: 59°C por 30” e 72°C for 45”, T: 60+48+27
ATGGGAGCAGAGACATAATGGA 1 ciclo de 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 95°C por 5, C: 145
rs5743836 TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT 40 ciclos de 95°C por 307, AflII ;
(TLR9) Reverse: 59°C por 30” e 72°C por T-111+34
TGCCCAGAGCTGACTGCTGG 30", 72°C por 7’
Forward: 1 ciclo a 94°C por 5’, C- 497
rs2569191 GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 35 ciclos de 94°C por 307, Avalll T'. 353+144
(CD14) Reverse: 64°C por 30” e 72°C por 1’ )
GCCTCTGACAGTTTATGTAATC 1 ciclo 72°C por 10’

*rs: Referent String; *F: Forward; *R: Reverse.
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5 CONCLUSAO

A Leucemia Linfoide Aguda vem sendo muito estudada nos ultimos

anos, no entanto, a influéncia de polimorfismos em moléculas do sistema

imunologico ainda é pouco compreendido nessa patologia. Frente aos

resultados do presente estudo, podemos concluir que:

O estudo demonstrou evidéncias de que SNPs nos receptores do tipo
Toll-Like podem estar associados ao desenvolvimento da LLA;

O SNP TLR9 -1486 C/T demonstrou uma diferenca na distribuicdo da
frequéncia entre o grupo caso e controle;

O gendtipo homozigoto selvagem (C/C) referente ao SNP -1486 C/T
sugeriu um risco aumentado em duas vezes para 0 desenvolvimento da
LLA,;

Pacientes com o gendtipo T/T do SNP -1486 C/T (TLR9) apresenta um
risco de duas vezes mais chances de possuirem comorbidades
infecciosas ao longo do acompanhamento clinico;

N&o foram observadas associacfes significativas dos alelos com as

variaveis clinicas.
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7 APENDICES
7.1 APENDICE 01: EQUIPE DO PROJETO.
Carga = o Atividade no
Nome horaria Funcéo Instituicao projeto
Lilyane de Amorim Xabregas 40h Biomédica UEA/HEMOAM Mestranda
Allyson Guimarées da Costa 4h Enfermeiro HEMOAM/UEA Orientador
Adriana Malheiro Alle Marie 4h Bidloga HEMOAM/UFAM Coorientadora
Ma”‘".l Gabriela de Almeida 4h Biomédica UEA/FMT-HVD Colaboradora
Rodrigues
Andrea Monteiro Tarragd 4h Farr_nacgut_ma HEMOAM Colaboradora
— Bioquimica
Firmino Martins dos Santos n Graduanglc_) em FAMETRO Colaborador
Neto Biomedicina
Alessandra Pontilho 4h Bidloga USP Colaboradora
Fabiola Silva Alves 4h Biomédica UEA/HEMOAM Colaboradora
Jodo Paulo Diniz Pimentel 4h Far_nwac'euyco . HEMOAM Colaborador
Bioguimico
Maria d_o Perpetuo Socorro 4h Médica HEMOAM Colaboradora
Sampaio Carvalho
Mirian Rodrigues Ribeiro Farmacéutica-
Santiago 4h Bioquimica HEMOAM Colaboradora
Nadja Pinto Garcia 4h FaBr_mac'eu_tma- UFAM/HEMOAM Colaboradora
ioguimica
7.2  APENDICE 02: FINANCIAMENTO DO PROJETO.

Descrigcao Unidade Valor Unitério Subtotal
Tag DNA Polimerase 10 R$ 425,00 R$ 4.250,00
Primes 22 R$ 150,00 R$ 3.300,00
Enzimas de Restricdo 11 R$ 1.000,00 R$ 11.000,00
Agarose 3 R$ 1.300,00 R$ 3.900,00
Kit de Extracdo de DNA (250) 1 R$ 2.893,00 R$ 2.893,00
Luvas de Procedimento 5 R$ 20,00 R$ 100,00
dNTPs 5 R$ 360,00 R$ 1.800,00
Ponteiras com filtro 200uL 30 R$ 70,00 R$ 2.100,00
Ponteiras com filtro 10uL 50 R$ 60,00 R$ 3.000,00
Microtubos 0,2mL 10 R$ 55,00 R$ 550,00
TOTAL R$ R$ 32.893,00

Este projeto foi desenvolvido

com recursos provenientes de

Projeto de Pesquisa aprovado no Ambito do Programa de Apoio a
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Consolidacéo das Instituicbes Estaduais de Ensino e/ou Pesquisa (PRO-
ESTADO), Resolucdo N° 002/2008, da Fundacdo de Amparo a Pesquisa

do Estado do Amazonas (FAPEAM).

7.3 APENDICE 03: PROTOCOLOS DA PCR-RFLP.
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7.3.2 TLR1 (1602S):
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7.3.3 TLR4 (A299G):
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7.3.4 TLR4 (T399):
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7.3.5 TLR5 (R392S):

1o PULEALOREISML AIES

-Lbm georpbiiepin to pebo o VAR f0 LY, mavdueds alcama b 02 e
porCaslaed al, 0D3)

1L lderilier e dxcheranesrba 4: 12 ol oo ret eqediia;
L-Umparar yuis b 2R,
LAz erer 0l fe G mareida i cads aneres oea Iehea prevanenes iernfiesda:
LA sddizeeer 25 2 do i de 308 rew bim e drozgmmer

- Lacherd: fez oz dape b b sipds prs anzer g pdezel b Loy,

18- v miinnde 2 Ternadzladz enliizer a progrens d=an 2 shagax

Tergein Tacpo Gize
AT = 1
35 3T
HY 5" EH
s (&

L Y 1
I3 . 1

1aps mpiliads, Loma oy aowines sn gl iz Apraa 1y

Tabela Bf: Teizeio fo i, tcpenticas e preanann [Tp) olibzads pen 2 ancblimgte por 308 «
lzmianes 4 Bguales gur i sa dlide epas 1 1L s g e nstnsi [RELF

o

79

3, REACAD DE RESTRICAO

¥ 1-Tendfesr 2 danknic s prisoirhe de Ll nlosv A sewilen
2 ZFremarer e nio da Reagio £ Rednige, cznlendz prm cade szt
2 i-Mideeerl S0 L ke Fredale de FOR & o enzdm e Wz poiazali f ailCaabs
3 Mdidenar &1L o i da Beglo d2 Bedn@ e oz abes s bonogizan
Teribrar 2 Tper =i eiapes 2= o rizik eom coestnas o primcal da feng;

2 i-Levar os niolubes 2z Teznotes o dasy perd boms 1 390

1. GELTT ACAROSE 4 1%

3 1-Didr v T3 Dlac 132 L%
i Lo poede sqerr 1nl e TRE 1E
3 J-Fenr Jp fpae
3 4-Linper 2 ouss bonowial quz s otleak ¢ sprera: patis
-kt Apwoes 2 100l 4 THE 1K o oo Haays e 290l
redynerrs trhidiee nonimoends b a stk conpleia e Aenees
3 TMidrear 20 L de Boarsle  smlizio ¢ bogoeazn
-Uepejar s sdegho e ale ;s sbsisnan: sspaa,
i WFsprrarsabiilon

- Lrreele o prozesa de szbeileagds de cgeae, projerr as ancesmes pra splicnzioor gl
31k Cudeear £l 4z Blic iz g phea f2 Taeshi,
il g exh & gl prodean s r:liigdz,

L8R
Tk 0 bl SULLE 1B 0k RELE L 3 1i- Mamaenizar e apliesr 2 110 daczalediz ne G de Spross
e - EET 313 0 Ladikr {ev s gpliads 30 fnd to zancr 2o, vovoloee de 2,5 4L foreede S daids v
Tk ;:;_I- ;U:'F. . "v.d'l.":‘l-"{ A arE I R - vcrace b Bl J: Lakis ongna B (s
LTt i3 V1o agenrapore! Ve 10 A nawes 100 & Tenpe-Ibe dsin oo enoneida pordi ninelex
CLlaznglad: ok Fexgis ] Zemed 2okl L lmpnim kP,
]
BN N m m L [ TTEAes

_ getes I 1 Beay Tal 4y Val Wit i Reestrdistn - Pellmorflsnn R39250p o TLR-T

i) 164 | Rragie i Rrarie
| Reigenles | 1 Rezgin
| Hufter 10X AUR T 13 Yal{uLy Yol {uL}

VT (20000 KT 10 Hi - kX3
| ML 15 mb! b Paffierd I% 123
| Primer TLRAF 1 fmM Enzinia el 10T 7L [§H ]

Triwer TLESK nipd Produfe i FOR - 131
| Tag A (11} [ ] Valuge Final th Heardo e
| Amesrrn i ONA ag ] Valume por M in
| Valum Fiuel de Reagde ”1 _________________ Tneubar no Termotlooz oo Benho Mo e ubee Je 0.2 pLoa 570 2oc 4 hors
| Walume pur Mis 150




7.3.6 TLR6 (S249P):
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7.3.7 TLR9 (-1237C/T):
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APENDICE 04: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA -CEP-HEMOAM
(CAAE:49652815.8.0000.0009) — AMOSTRA CONTROLE.

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E LRBraa o™
HEMOTERAPIA DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IDENTIFICACAO E SELEGAO DE PEPITIDEOS MIMETICOS REATIVOS ACS
SOROS DE PACIENTES HCV* E SUA INFLUENCIA NO DESENVOLVIMENTO DA
FIBROSE HEPATICA IN VITRO

Pesquisador: ANDREA MONTEIRC TARRAGO

Aroa Tomdatica:

Versao: 1

CAAE: 49652615.8.0000,0009

Instituigio Proponente: Fundagdo de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financlamento Prépric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.408.985

Apresentagio do Projeto:

Projeto de Pesquisa: IDENTIFICAGAQ 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 descritivo, transversal constituindo subprojeto de um estudo malor da linha de
pesquisa sobre Biolecnologla & Sadude

intitulado: "Desenvalvimento de tecnologias splicadas so diagnostica e tarapia de doengas infecciosas
tropicais®, que serd desenvolvido pelos

grupos de Posquiza “Virclogia” da Universidade Fedoral do Pard — UFPA, em parcoria com 08 grupos
“Imunclagia Basiea & Aplicada” da

Universidade Federal do Amazonas & “Nanotecnolegla® da Universidade Federal de Ubernandia- UFU, Ainda
teramos apoio das Universidade da

Califomnia (UCDAVIS) e da Universidade de Miami(UM). Apravadeo pelo Edital Pré-Amazénia n. 047/2012,
Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Priméaria:

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

Endorego:  Av. Corstantino Nory 4307 BI T Dir Ens Posg

Bairvo: Chepada CEP: 60.060.002
UF: AM Municipio! MANAUS
Telefone: (02)3565.0914 Fax: ($2)38585-0192 Emailr  cop@hamoam am.gov br
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FUNDAGAO DE |
HEMATOLOGIAE  QRGrarl
HEMOTERAPIA DO

Cominusdy do Pyrecur: 1405955

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

Objetive Secundério:

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

» Sequenciar 0s clones isaladas e realizar anélises de bicinformatica;

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

« 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 colaboradores da pesquisa com sangue contaminade com o virus ¢a Hepatite C
Beneficios: Conseguir desenvolver peptideos que possam ser utilizados postariormante em biossensores
capazes de detectar proteinas presente em soro de

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

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

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

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados

Recomendacoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Este paracer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relaclonados:

Tipo Doecumento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 09/09/2015 Aceito
Endereco: Av. Corgsanting Nary 4357 EL.D Dir Ens Fasq
Bairro: Chepeda GEP; 63050002
UF: AM Municipio:  MANAUS
Telefone: (92)3555-0114 Fax: (2)3555-0112 E-mall: cep@hamoam am gov.br

Fiymdzce 0
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Carinuagdu do Parecur: 1406965
Bésicas do Projeto  |ETO_§79290.paf 15:35:04 Aceito
Folnz de Rosto folnaderosto.paf 08/09/2015 |ANDREA Aceito

15:32:42 _|MONTEIRQ
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 09/09/2015 [ANDREA Aceitn
Assentimanto / 15:30:02 |MONTEIRO
Justificativa de TARRAGO

EnCi

Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 09/09/2015 | ANDREA Aceito
Brochura 15:26:05 |MONTEIRO
 |nvesticador TARRAGO
Declarago de anuencias.pof 09/09/2015 | ANDREA Aceito
| Pesquisadores 18:21:14 |MONTEIRO
Declaragio de anuenclas.docx (8/09/2015 |ANDREA Aceito
Pesquisadores 14:46:18 _|MONTEIRO
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

MANAUS, 12 de Feverelro de 2016

Assinado por:
Elisa Brosina de Leon
(Coordenador)

Enderego:  Av. Constanting Nery 4397 810 D €05 Pasq

Balmo: Chapaca
UF: A Munl

Tolofone: (§213655-0114

clplo:  MANALS

Fax: (92)3666-0112

CEP: 690800

E-mail: cep@hemoam.am.gov.sr

Pigna(ade

85



86

7.5 APENDICE 05: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-HEMOAM
(CAAE:0024.0.112.000-10) — AMOSTRA CONTROLE.

i
s
g, .
I BELITE RN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
CAMLE- - = ¥ /!
IDENTIFICACAO -
Titulo: Avaliagho do perfil celular, humoral ¢ molecular em doadores de sangue
com sorologia remtiva ao virus da hepatite B (HBY) na cidade de Manaus.
Instituiglio: Fundagdo HEMOAM .
Pesquisudar: Laurn Patricia Viana Maia
Data da
Renpresentaciho: | 06 10,2010
ORIETIVOS B _
Geral: Avaliar o perfil celular, humoral ¢ molecular em doadores de sangue com
L sorolopia reativa ao virus da hepatite B (HBV) na cidade de Manaus.
| Especifico: Avaliar a soroprevalencia de doadores de sangue com sorologia reativa ao
| wirus da hepatite B, atravids dos marcadores HBsAg efou anti-HBe;
Analisar o perfil celular dos linfocitos T CD3+CD4+ ¢ CO3+CDE+;
Analesar o sub-populagde de leuctortos ativades através do marcdor CDA9+
(linfocitos, cosindfilos, basofilos ¢ mondeitos;
Anplisar o sub-populagie linfécitos T reguladores através do marcador
CDa5+;
Avaliar o perfil de citocinas THI {IL12 e IFN-¥); citocinas Th2 (1L-4);
citoging supressora (11-10) e citocinas inflaratérias (1L-6, [L-§ ¢ TNF - a);
I - Caraclerizar 08 gendlipos virais na populagio de doadores ¢
comelacionar com @ resposta imune encontrada,
- SUMARIO I PROJETO
Metodobogia: Trata-s¢ de um estudo observacional descritivo do tipe ndo-probabilistico
que serd realizado com doadores de sangue com sorologia positiva para
HBsAg e'ou anti-HBc no periodo de novembro de 2010 a abril de 2011,
com uma amostra de 123 doagdes reativas, ]
Caracterizagio | Trata-se de um estudo observacional descritivo do tipo nﬁﬂ-pmbahjlf_ﬂma
da Amostra: que seri realizado com todos os doadores de samgue com sorologia
pl;lsiﬁl.lu para HBsAg efou anti=HBg dir virug da |'!|E'|;'|&'I.'i[é B no periodo de
setembro de 2000 a setembro de 2011, wializande 1.396 doadores (valor
estimado).
Critérios de Dowdores de sangue com sorobogia positiva para HBsAg efou anti-HBe,
Inclusio de ambos os sexos, com idade enire 18 e 65 anos e 05 que ppresentinem
FLINDWEAD DE HEMATOLOGLA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS ~ HEMOAM
CORITE DE ETICA EM PESOUES

A COMNISTAMTING SERY, 47357 — CHAPADS — JEF §R050-002 - MANAUSSMATOMAE

FOINE (925 35501 13 FAX (920 363501 12
E-rui: cop_bereeni@hetnail com




co-infecgo (sifilis, doenga de chagas, HCV, HIV e HTLV),

Critérios de Doadores que apresentarem resultados negativos para ambos os
Exelusiio marcadores da hepatite B na segunda amostra de sangue.

COMENTARIOS DO CEP FRENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E RESOLUCOES |

COMPLEMENTARES

Na andlise do protocolo observou-se que os autores responderam a0s questionamentos
descritos no parecer anterior.

PARECER DO CEP

Projeto Aprovado. Conforme determinado pela resolugio CNS 196/96 os pesquisadores
deveriio apresentar a este CEP relatdrios parcial e¢/ou final, ficando determinado desde ento,
0 prazo para apresentagiio de relatorio; 27042011, Eventuais modificagdes ou emendas ao
protocolo devem se apresentadas a0 CEP de forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do
protocolo & ser modificada ¢ suas justificativas. O termo de Consentimento deverd ser
aplicado em duas vias sendo que uma delas ficard com o sujeito da pesquisa,

SITUACAO DATA DO PARECER

APROVADO 26.10.2010

FUNDACAD DE HEMATOLOGEA € HEMOTERAPIA DO AMAZONAS « HEMOAM
COMTE DE ETICA EM PESQUSA
AV. CONSTANTIND NERY, 4397 - CHAPADA - CEP 68050002 < WANALSIANMAZONAS
FONE (37) 36550113 FAX (92) 3655-0112
Fommail otp horoanidoteail (oen
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7.6  APENDICE 06: DOCUMENTO DE PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA -
CEP-HEMOAM — AMOSTRA CASO.

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E W
HEMOTERAPIA DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo dos polimorfismes nos genes dos receptoras & citocinas da ‘munidade inata em
pacientes diagnosticados com lsucemia linféide aguda

Pesquisador: Fabiola Silva Alves

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE; 12615918.9.0000.0008

Instituigdo Proponente: FUNDACAQ DE APCIO AD HEMOAM SANGUE NATIVO

Patrocinador Principal: Financiamanto Prépric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3,393.207

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um estudo longitudinal, analitico e descntivo, para avaliar a influéncia dos polimorfismos nos
genes dos receplores TLRs, NLRPs ¢ cilocinzas inflamaloras IL-1 ¢ IL-18 em pacicnles diagnosticados com
Leucemia Linféide Aguda (LLA). A amoeatragem serd composta por aproximadamente 200 individuos
diagnosticados com LLA no periodo de 2010 a 2017. As amesiras de DNA serao oblidas da DNAleca do
Laborataro de Tipagem de HLA da Fundagio HEMOAM. O3 dadas clinicos @ lahoratorials dos pacientes
incluidos no estdo serde obtidos no Sistema de Atendimento Médico & Estatistico (SAME), Siatema iDactor
@ Setor de Eslatistica da Fundagac HEMOAM. Seraoe incluidos pacientes diagnosticados com Leucemnia
Linfolde Aguda, de falka etdria geral & que pessuirem amnstras cnopreésernvadas no laboratirin de tpagem
de HLA da Fundagao HEMOAM.

Objetivo da Pesquisa:
Os objetivas 330 exequivels & 3130 coerentes com a proposta:

Obgelivo Primario: Avalbar a influéncia dos polmorlismos nos genes dos receplores TLRs, NLRPs ¢ cilocinas

inflamatdras IL-7 & IL-"8 em pacientes dizgnosticados com Leucamia Linfdide Aguda (LLA).
Objetive Secundario:

Enderego:  Av. Conslanuro Nery, 4397, Bl A, Sse da CEP-HEMOAN

Baimo:  Cranaca CEP: EHOSC-O02
UF: aM Municipio: MANAUS
Talefone: (42)366-L112 Fax: (HZJIEGS-0112 Esmall: caphameamiZgmall.com
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8 ANEXOS

8.1 MANUSCRITO SUBMETIDO COMO PRIMEIRO AUTOR.
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SNPs in Toll-like Receptor genes associated with Acute
Lymphoblastic Leukemia and Infectious Comorbidities in
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Hematological Cncology

SNPs in Toll-like Receptor genes associated with Acute Lymphoblastic
Leukemia and Infectious Comorbidities in patients from the Brazilian Amazon

SNPs in TLR and Acute Lymphoblastic Leukemia

Lilyane Amorim Xabregas'?, Fabiola Silva Alves'? Maria Gabriela Almeida
Rodrigues?, Firmino Martins Santos-Neto?, Glaucia Lima Souza'?, Fabio Magalhées
Gama®, Marlon Wendell Athaydes Kerr'?, Andréa Monteiro Tarragd'?, Mirian
Rodrigues Ribeiro Santiago'Z, Maria Perpétuo Socomo Sampaio Carvalho!?, Adriana
Malheiro! 234 Allyson Guimardes Costal245%

1. Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Aplicadas a Hernatologia, Universidade do Estado do
Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazii;

2. Diretoria de Ensino e Pesquisa. Fundagdo Hospitalar de Hematelogia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAN), Manaus, AM. Brazil,

3. Programa de Pés-Graduacae em Medicina Tropical, Univarsidade do Estado do Amazonas (UEA),
Manaus, AM, Brazil;

4. Programa ce Pés-Graduagao em Imunologia Basica e Aplicada, Insttuto de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil;

5. Instituto de Pesquisa Clinica Cartos Borborama, Fundacdo de Medicina Tropical Doutar Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD}, Manaus, AM, Brazil;

*Comresponding author: Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM), Av. Constantino Nery, 4367, Chapada, Manaus, AN, CEP 68050-001. Brazil. Phone: +55
(92) 98153-5233. E-mail: allyson.gui_.costia@gmail.com.

ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common hematological neoplasm and
the main cause of childhood mortality. Single Nuclectide Polymorphisms {SNPs) in key
molecules of the immune system, such as Toll-Like receptors, are associated with the
development of various diseases, however, their role in ALL is unknown. In this study,
we described the fraquency of Toll-Like receptor polymorphisms in patients with acute
lymphoblastic leukemia and their association with clinical prognosis. A case-control
study was carried out with 152 DNA samples from patients with ALL and 187 samples
from individuals without the disease (control group). Genotypic and allelic
discrimination was performed using the Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism method (PCR-RFLP) for the TLR1 S602/
(rs5743618), TLR4 A299G and /3997 (rs4986790 and rs49867917), TLRS R3928
(rs5744105), TLR6 S249P (rs5743810), TLRI -1237C/T and -1486C/T (rs5743836
and rs187084) and CD14 -159 (rs2569191) polymorphisms. Descriptive and statistical
analysis was performed using Microsoft Excel 2013 and GraphPad Prism v.5.0
software. The C/C genotype from -1486C/T polymorphism (TLR9) was associated with
the risk of development acute lymphoblastic leukemia (TLRS: T/T + C/T vs. C/IC OR =
2.0 [95% CI: 1.1 -3.5, p=0.01]; C/T vs. C/C OR = 2.2 [95% ClI: 1.2-4.1, p=0.00]). In
addition, the T/T genotype from -1486 C/T (TLR9) was associated with the presence
of comorbidities on diagnosis (TLRS: T/T C/T vs. C/C OR = 2.1 [95% CI: 1.1- 4.3,
p=0.04]; TIT vs. C/T OR = 2.2 [95% ClI: 1.0-4.7, p=0.04]). Our findings suggest a
significant role for the -1486C/T (TLR9) SNP in the development and presence of
infectious comorbidities in patients with acute lymphoblastic leukemia.
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Hematelogical Oncology

Keywords: Childhood leukemia, Immunologic system, Toll-like receptors, Single
Nuclectide Polymorphisms,

1. INTRODUCTION

Leukemia is one of the leading causes of cancer deaths worldwide, and has
shown & significant increase in the number of cases in the period from 1990 to 2018
(rising from 297.000 to 437.033 cases)'. In Brazil, approximately 10,810 new cases in
both genders are expected between 2020 and 20222, In the Northern region of Brazil,
leukemia is the fifth most commeon type of cancer and the State of Amazonas recorded
843 cases of Acute Leukemia from 2005 to 2015, of which 68% of the cases were
diagnosed as Acute Lymphablastic Leukemia (ALL)Y-.

ALL is the most common subtype of leukemia in childhood and it is responsible
for the highest infant mortality rates in the 0-15 year age group**. The neoplasm
process originates from genetic errors that contribute to the blocking of cell maturation
and the accumulation of leukemic clones (blasts) in the medullary microenvironment.
Its etiology is still unknown, however, some risk factors had been associated to its
development, such as environmental, genetic and infectious factors3”.

Evidence from previous studies suggests that ALL is related to a deficit in the
requlation of the immune system in early childhood®">, In addition, it is suggested that
polymorphisms or genetic variations in the genes of important molecules in the
development and progression of diseases may prove to be impertant factors in the
increase of intrinsic biological differences, thus influencing clinically different results
and conferring genetic susceptibility to cancer™ =,

The immune system is compared to a pathway with two likely routes, where
adequate regulation provides longevity and protection against infectious comorbidities,
diseases and neoplasms, while changes in molecules, which are responsible for the
expression or cell signaling associated with the immune system, can induce

autoimmune and carcinogenic processes, among them, hematopoietic neoplasms'®-
18

Toll-Like receptors are the main family of Pattern Recognition Receptors (PRRs)
of the innate immune system involved in fighting pathogens that recognize Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs) and Damage-Asscciated Molecular Patterns
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(DANPs), and are responsible for the activation of cells thal mediate the immune
response. In addition, TLRs are vital molecules in regulating the activation of adaptive
immunity and essential in cancer prevention and cure’®-%,

Genetic variations in the TLR genes are considered risk factors for prostate
cancer, rectal colon, in addition to non-Hodgkin B cell lymphomas'*#-%_ Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in TLR genes can lead to changes in the immune
system and variations have been identified in different types of tumors, both solid
tumers and in hematological malignant transformation'®2%-2 However, the role of
immunogenic genes that play a crucial role in ALL are yet to be elucidated. In this
study, SNPs in the TLR genes and in the CD14 co-receptor were identified in patients
diagnosed with ALL in the State of Amazonas, in order to describe their frequency and
their influence on the clinical prognosis. This is the first study to report the association
of SNPs involving Toll-Like receptors in patients with acute lymphoblastic leukemia in
the Brazilian Amazon.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Samples profile
A case-control study was carried out in the State of Amazonas, Northern Brazil,

with biclogical samples obtained between 2010 and 2017 at the Fundag&o Hospitalar
de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). The HEMOAM is located
in capital of the state of Amazonas, Manaus, and is responsible for all activities related
to hematology and hemotherapy in the state, in addition to attending patients from
other regions of the Brazilian Amazon.

A total of 339 samples were used. These were segregated into two groups: the
Case group, which was composed of 152 biological samples from patients with ALL
diagnosed by myelogram and cell immunophenotyping, in which the samples were
cryopreserved in the DNA library of the Compatibility Typing Laboratory. and the
Control group, which was composed of 187 samples from blood donors with negative
serology for the pathogens which are verified for blood donation (HBVY, HCV, HIV,
HTLV, Syphilis, Malaria and Chagas Disease).
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This study was approved by the Research Ethics Committee of the Fundacéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM), under
protocol number 3.393.207/2019.

2.2 Case group data collection
The clinical and demographic data collection was carried out with the support of
the HEMOAM Medical and Statistical Service System (SAME) team. The data
regarding gender, age, blood count, presence of comorbidities [Infectious diseases
and others], relapse and death were obtained from physical and electronic medical
records.

2.3 Healthy group samples and data collection
A clinical-epidemiological form was applied, and subsequently approximately
12mL of peripheral blood was obtained by venipuncture in tubes with a vacuum system
containing EDTA and Separator Gel (Gel BD SST® Il Advance) for the performing of
blocd count, biochemical tests and serology.

2.4 Genotyping of TLR1, TLR4, TLRS, TLR6, TLR9 and CD14 polymorphisms

The TLRT 16028 (rs6743618), TLR4 A299G (rs4386790), TLR4 T399/
(rs4986791), TLRS R392StopCodon (rs5744105), TLR6 S249P (rs5743810), TLRY -
1237C/T (rs187084), TLR9 -1486 C/T (rs5743836) and CD14 -159 (rs2569191) SNPs
were genotyped using the Restriction Fragment Length Polymorphism technique by
Polymerase Chain Reaction (PCR-RFLP) in accordance with COSTA et al?’. For the
PCR-RFLP, DNA was extracted using the illustra triplePrep Kit2 Genomicprep DNA
Extration {GE Healthcare Life Sciences)., BIOPUR Mini Spin plus® exftraction kit
(Mobius Life Science) and QIAmp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) for the
case and control groups, respectively. The PCR reaction was performed with 2pL of
genomic DNA (20ng) added to 23pL of amplification mixture which contained 0.1uL of
Taq Platinum Polymerase (2Ul}), 2.5uL of 10x buffer (containing 100 mmolfL Tris -HCI
[pH 8.3] and 500 mmol/L KCL}, 2uL of MgCl, (1.5 mmolL), 1uL of dNTPs (40mmoliL),
0.25pL of each forward and reverse primer {0.25 pmoliL) and 16.9uL of ultrapure
water. A total of 10pL of PCR product was digested with 5U of the respective restriction
endonuclease (New England Biolabs, Ipswich, MA. USA) and 10x enzyme buffer
according to the manufacturer's instructions. Primers, PCR cycle conditions and
restriction endonucleases are shown in Supplementary Table 1. The fragments were
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separated by 3-4% agarose gel electrophoresis stained with GelRed™ Nucleic Acid
Gel Staining (Biotium, Hayward, CA, USA) and visualized on the UV light Gel + DocXR
System transilluminator (Bio-Rad Corporation, Hercules, CA, USA) using a
photographic documentation system.

2.5Data analysis

Sociodemographic variables were tabulated and stored in the database created
with Microsoft Excel® v.2013 software. Statistical and descriptive analyses were
performed using Stata v.13 (StataCorp LP, College Station, TX, USA) and GraphPad
Prism v.5 (San Diego, CA, USA}, with significance levels of 5%. The comparison
between groups was performed using the Chi-square test (x2) or Fisher's exact test,
with a 95% confidence interval (95% CI). The univariate logistic regression model was
used to investigate the association between polymorphisms with the occurrence of ALL
and the presence of infectious comorbidities, relapse and death in patients. The Hardy-
Weinberg Equilibrium {EHW) was determined by comparing the observed and
expected frequencies of the studied genotypes and alleles and was applied to both
groups via the website: http:/fing.gsf.defcgibin/hwihwal.pl.

3. RESULTS
3.1General characteristics of the study population
In Table 1, the epidemiological and clinical characteristics of the study

population are described. The median age was 30 years for the control group and 12
years for the case group. The male gender was predominant in both groups (control
and case), 133 (71%) and 95 (62%), respactively. In relation to presence of
comorhidities, 69 (45%) patients presented comorbidity during the diagnosis and 66
(96%) had comorbidities from infectious etiology (cytomegalovirus, toxoplasmosis,
rubella, chickenpox, parasitic diseases, among others). A total of 114 (75%) patients
relapsed dunng the freatment period and 67 (44%) died (Table 1). In addition, the
patients had a median hemoglobin concentration of 8.6 g/dL, hematocrit 25.1 gfdL,
leukocyte counts were 9,435/mm?® and platelet counts were 58,000/mm?.

Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of the population in the study.
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3.2 Association of the polymorphisms in TLR9 -1486C/T with ALL

In Table 2, the genotype and allele distributions of the SNPs under study are
described. There was a significant difference in the distribution of these frequencies
hetween the case and control group in the SNP TLR9 -1486C/T. The wild homozygous
(CIC) genotype from SNP -1486C/T suggested a two-fold increased risk for the
development of ALL (TLRS: T/T + C/T vs. C/C OR=2.0 [95% CI: 1.1-3.6, p=0.01], C/T
vs, C/IC OR=2.3 [95% CI: 1.2-4.2, p=0.00]). However, we did not observe any
association with the C allele {OR: 1.2 [95% CI. 0.9 - 1.6, p=0.27)

Table 2. Association between the TLRs and CD14 polymorphisms and acute
lymphoblastic leukemia patients.

3.3Association of the polymorphisms in TLR9-1486C/T with infectious
comorbidities in patients with acute lymphoblastic leukemia
In Figure 1, the distribution of the frequency of genotypes among the clinical
variahles studied (infectious comorbidities, relapse and death) in the case group are
shown. In Table 3, the data regarding the association of polymorphisms with clinical
variables are summarized. The patients with ALL who have the genotype T/T from -
1486 C/T (TLR9) present double the risk of having infectious comorbidities during
clinical follow-up (TLRS: T/T + C/T vs, C/C OR=2.1 [95% CI- 1.1-4.3, p=0.04]; T/T vs
CI/T OR=2.2 [95% CI: 1.0-4.7, p=0.04]). In relation to relapse and death, no association
with the SNPs under study was observed, In Table 4, it is possible to observe that no
association of the alleles with the clinical variables was found.

Figure 1: Distribution of the frequencies of the TLR and CD14 genotypes among the
clinical variables in patients with acute lymphablastic leukemia,

Table 3. Association between the TLRs and CD14 genotypes and comorbidities
{infectious diseases), relapse and death in patients with acute lymphohlastic leukemia.

Table 4. Association between the TLRs and CD14 alleles and comorbidities (infectious
diseases), relapse and death in patients with acute lymphoblastic leukemia.

4. DISCUSSION
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The State of Amazonas, located in the Amazon region of Brazil, is known for its
tropical climate and for a highly heterogeneous population that is exposed to various
pathogens, In addition, it has different endemic areas for infectious diseases, which
could contribute to the modulation of the immune response and, consequently, the
friggering of physiological, genetic and hematolegical changes®. The biological profile
of ALL is still unknown and has different patterns according to the various gecgraphic
and ethnic regions in the world* 280,

Studies involving the genetic characteristics of immune system molecules in
patients with hematological neoplasms have been carried out. Polymorphisms or
genetic variations in the genes of important molecules in the immune response
involved in the progression of diseases may prove to be important factors in the
amplification of intrinsic biological differences, and influence clinically different results
and confer genetic susceptibility to cancer'*®. Several genetic polymorphisms have
already been described in TLRs capable of modifying the balance between pro and
anti-inflammatory cytokines, thus modulating the risk of infection, chronic inflammation
and cancer in different populations, however, their relationship with ALL has not yet
been fully elucidated™2231-%,

In our study, ALL was predominant in patients with a median age of 12 years
and male, in accordance with the literature*?#3, When the genotype distribution of the
16028 (TLR1), A299G (TLR4), T399! (TLR4), R392S (TLR5), S249F (TLRE), -1237
C/T (TLRY), -1589 C/T (CD14) polymorphisms in ALL were observed, no association
was found, However, the genotype C/C from -1486 C/T (TLR9) has a two-fold
increased risk of developing ALL (TLRS: T/T + C/T vs. C/IC OR = 2.0 [95% CI: 1.1-3.6,
p=0.01); C/Tvs. C/C OR = 2.3 [95% CI: 1.2-4.2, p=0.00]), as well as twice the chance
of presenting comerbidities on diagnosis (TLR9: T/T + C/T vs. C/C OR = 2.1 [95% CI.
1.1-4.3, p=0.04); T/T vs. CiT OR = 2.2 [95% CI: 1.0-4.7, p=0.04]).

Studies have demonstrated that the exchange of T/C nucleotides in -1237 and
-1486 SNPs located on the TLRY promoter region is capable of creating two additional
binding sites for transcription factors, Sp-1 and NF-kappa B, which can be functionally
relevant®. Variant alleles of these polymorphisms can change the functional capacity
of TLR9 gene and modify the response to bacterial pathogens, thus varying the
susceptibility to the interindividual disease™-%.
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Research involving polymorphisms in TLR genes in ALL is scarce, however, in
2006, NIETERS and collaborators demonstrated that the -1486 C/T and -1237 C/T
{TLR9) SNPs can be considered risk factors for the development of non-Hodgkin's
lymphoma®. In addition, C/T and C/C genotypes from TLRS -1486 C/T pclymorphism
were associated with an increased risk of early cervical cancer*?. Other variants of
TLRS have also been described as risk factors for diseases such as non-Hodgkin's
lymphoma, endometrial and cervical cancer*!#2,

In contrast, a study conducted on Hodgkin's lymphoma suggests that carriers of
the C allele from TLRY -1237 C/T SNP have a 2.5-fold increased risk of developing the
disease*’. A survey with patients diagnosed with Acute Myeloid Leukemia {AML)
showed that the C (TLRS -1237 C/T) and T (TLR9 -1486 C/T}) alleles were associated
with a predisposition to the disease. It was also observed that the T/T genotype from -
1486 polymorphism (TLRY) was more frequent in patients who relapsed®.

The T/T genotype from TLR9 2848 C/T vanant was associated with an
increased risk of advanced cervical cancer in a population in Northern India*>, Among

Americans with European ancestry, studies suggest an increased risk of asthma can
associated to the C allele from TLR9 -1237C/T SNP {OR 1.85, 95% CI 1.05 - 3.25)%.

Similarly to our results, a study involving polymorphisms of the TLR4 gene
{A299G and T399/) and the risk to ALL camied out in the population of Turkey also
found no association'”. However, a study with patients with cervical cancer (CRC)
reported that the C/C genotype from TLR4 7399/ variant and the A and G alleles from
TLR4 A299G polymorphism may influence the increased risk of developing the
disease*”. In addition, a higher frequency of homozygous G/G and T/T genotypes from
A299G and T399/ SNPs was shown in patients with rectal cancer, which may be
associated with susceptibility to the disease®. In a population in Western India,
PANDEY et. al"® suggested that the heterozygous genotype (A/G) from SNP A299G
{(TLR4) could be associated with HPV 16/18 infection and could be a nsk factor for
uterine cancer.

Similar to our study with ALL, when comparing the frequencies of the genotypes,
the wild homozygote was also the most frequent when compared to all TLR
polymorphisms, except in -1486 (TLRS) and -159 (CD14), however, no association
was observed. In contrast, in a study caried out in Egypt, involving the -1237 C/T
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polymorphism from the TLR9 gene, a frequency of 58% of the heterozygous genotype
(CIT) and only 1% of the homozygous genotype {C/C) was observed. This difference
presented a significant four-fold risk of developing non-Hodgkin's B-cell lymphoma?®.

When we cbserved the TLRs and CD14 SNPs in the ALL patient group and
compared them to the relapse and death vanables, nc association was found.
However, our study has some limitations. Due to the small sample size, a validation
with a larger sample size would be necessary in order to confirm the importance of
studying polymorphisms in TLR genes in patients with ALL.

CONCLUSION

In conclusion, our findings suggest a significant role for the -1486C/T (TLRS)
SNP in the development and presence of infectious comorbidities in acute
lymphoblastic leukemia. To our knowledge, this study is the first to report the
association of polymorphisms in the TLRs and CD14 genes and ALL in individuals from
the Brazilian Amazon, TLRs are important for the recognition of PAMPs/DAMPs and

induce cells to produce inflammatory molecules and activate the immune response.
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Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of the population in the

Leukocyte, unt x 1¢mm? (median [IQR]) -
Platelets, wit x 10%mm* (medan [IQR]} Lz

[Digite aquil

study.
Control ALL

Variables Group Cases

(n=187) (n=152)

Age, ysars {madian [K2R]) 30 [23-39) 12 [4-18)

Gender

Male, n (35) 133 (71%) 95 (62%)

Female, n %} 54 (29%) 57 (38%)

Comorbidities -

Yes, n (%) - 69 (45%)
Infectious diseases, n (%) - 66 (96%)
Others, n (3%} - 3 (4%)

No, ni%) - 83 (55%)

Relapse -

Yes, ni%) - 114 (75%)

No, ni%) - 38 (25%)

Death -

Yes, n (%) - 67 (44%)

No, n (%) - 85 (56%)

Hemoglobin, gidL (medien KAR]) - 8.6[6.5-10.1)

Hematocrit, % (madian [12R]) - 25.1[20.2-30.7)

9.435 [3.388-57.850]
58.000 [24.000-152.800)
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1
2
3 463 Table 2. Association between the TLRs and CD14 polymorphisms and acute
Pt 464 lymphaoblastic leukemia patients.
8 Po hism,  Control Gro ALL Cases
; Gen':m Allele (n= 11;7!)“p (n=152) OR G20 va‘lptZe'
9 TLR1 16025 (rs5743618)
10 T 100 {54%) 88 (58%)  1.2{0.8-1.8) 045  TTusTG+GE
11 TIG 72 (3%%) 53 (35%) 1.2{08-19) 048 TTw TG
12 GiG 15(7%) 1 (74) 12(05-2.8) 088 T vs GG
:2 T 272 (73%) 229 (75%) 14 -
is G 102 (27%) 75 (25%) (0.8-1.8) ?
16 TLR4 A299G (rs4986750)
17 AIA 177 {95%) 144 (95%)  1.0{04-26) 097  AAWAGIGG
18 AIG 10{5%) 7 (4%) 12(04-3.1) 077 A AN
;z GG 2 1 (1%} ! = -
A 364 (97%) 295 (97%)

g; ps 10(3%) o (3%) 11{04-28) 082
23 TLRA T399I (rs4986791)
24 cic 180 {97%) 144 {95%) 14(0.540) 060  CCwWOT+TT
25 cIT 7 (3%) 7 (4%) 12(04-36) 079 CCus T
28 T 2 1(1%) < 3 2
;: c 367 (98%) 295 (97%) 16 P
29 T 7 (2%) g (3%} (0.6-4.3)
30 TLRS5 R392S (rs5744105)
31 RIR 177 (95%) 143 (943%) 1.1(0.4-28) 082 RIR v RIS
32 RIS 10 (5%) g (6%) = . .
2 SIS : 3 : 3 .
;: R 364 (97%) 295 (97%) 11 5
36 S 10 {3%) 9 (3%) (04-2.8) z
37 TLR6 S249P (rs5743810)
38 T 125 (67%) 107 (70%) 12(0.7-19) 056  TTwCT+CC
:z cIT 57 (30%) 37(24%)  13(0821) 027 TTsGT
& Cic 5 (3%) 8 (6%) 05(0.2-1.7) 03¢ T s GG
P T 307 (82%) 251 (83%) 1.0 0.82
43 c 87 (18%) 53 (17%) (0.7-1.5) ¢
44 TLR9 -1237 C/T (rs5743836)
45 cic 121 (85%) 112(74%) 1.5(1.0-24) 008  CCuwsCT+NT
:‘; Tic &6 (35%) 3(25%)  18(1.0-25 008 T Y8 G
48 T 4 1{1%) 2 - :
49 c 308 (82%) 263 (87%) 14 s
50 T 86 (18%) 41 (13%) (0.9-2.1) :
51 TLRO -1486 T/C (rs187084)
?_; T 61 (33%) 52(34%)  2.0(1.1-3.6)  0.01 TG v GT
; g cIT 102 {55%) 65 (43%)  1.7(0.832) 011 TIT w8 GG
55 Cic 24 (12%) 35(23%)  23(1.2-4.2) 0.0 T e GG
56 T 224 (60%) 160 {563%) 12 ks
57 c 150 (40%) 135 (44%) (0.9-1.6) :
58 CD14-159 (rs2569191)
zg cic 55 (29%] 40(26%)  1.2(0.7-1.9) 055  GCuGT+TT
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93 (S0%4) 85(56%)  1.2(0.8-2.1)
39 {21% 27 (158%) 1.0 (0.5-1.8)
203 {54%) 165 {54%) 1.0
171 {46%) 130 {463%) (0.7-1.4)
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Table 3. Association between the TLRs and CD14 genotypes and comorbidities
{infectious diseases), relapse and death in patients with acute lymphoblastic

108

leukemia,
LLA subgroups
Polymorphism Comorbidities Relapse Deaath
(p) (] (r}
orfcisswy) P orieswy P orqiesy P
R 1610831 019  10(0521) 100 140727 032 1w G GE
TLR1 el 18(0936) 012 10(0523) 100 160833 022  TTaTe
9 M 09234 100 11(0.348) 100 13(0.446) 078  TTw.ao
5R(07481) 014 190482 041  13{0353) 072 AGwAG+00
19(06421) 014 23(05108) 037 17{0478) 0JC  AAw AG
L 170485 050 32{08138) 011 25(05127) 047 Gw cTerr
22(656./) 030 43(08202) 00/ 21(04110) 046  coumc
PUSRINN 33(07.160) 018 28(03231) 045 10{0338) 100  RRwRs
TLRs [ - . : - . : .
(rs5744105)
ST 12@824) 072 11(0525) 084 14{07-28) 037 wlico
ere BUSEEEE 11(0526) 081 15(0.034) 038 12(0524) O TTwer
U 25(0879) 015 > S B10TSITl 007  TTmcc
PSR  11(0523) 085 12(0527) 068  14(0730) 036 cowerT
Bl 100527 100 1200528 087 1500733) 07 cowrc
TiR9 21(1.143) 004 10{04-25) 100  14(0728 031 TTecTwoc
22(1047) 004 10{0424) 100 12(0828 058  TTweoT
21(06-48 010 10(04-28) 100 19(0.846) 018  TTmeoe
150732 027 13(0828) 087 11{0522) 100 Gowecr7r
co14 18(@7-24) 025 16(07A7) 037 11{0524) 0BS  CTwm o
140537, 082 100330 100 11{0430) 081  cowT
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1
2
i 471 Table 4. Association between the TLRs and CD14 alleles and comorbidities
Pt 472 (infectious diseases), relapse and death in patients with acute lymphoblastic
6 473 leukemia.
7
8 CLINICAL PARAMETERS
]
10 polymorphism COMORBIDITIES RELAPSE DEATH
" OR (2} OR  ip) OR )
NO YES (cl valu NO \:Es (=] wvalu No YES {c1 valu
(N=23)  INES) g < N=38)  (N=114)  gonr, $3 (N=86)  (N=6T)  g5ug pe
127 ar 12 % 103
16028 T . 5 [72%) 1.2 o : 1.0 =5
(rs574361 w7 ws- o4z TR OZEN g6 gy R TR e 080
0% ) 'y \ & ‘
8) G 39(23%) 37(28%) 2.1) s%)  (oswy D) 2% 123%)
22996  [PREEREL 131 66 B 222 15 165 130 i
(rs438673 (B5%)  (99K) 08 o5 GO%) (PR g4 70 WM} BT oo 100
0) G 8i5%) 1 (1%} 538 34%)  E{W) 62) 513%) 4(%)  ° ¥
1399¢ ¢ 166 127 1 72 223 25 B3 132 28
(rs498679 197%) (56%) ©4 075 19SN) (9BW) 4 p23  (9E%) (9%} (0.8 0.31
1) T S5(3:  SHN 4.6 415% S 98 TH%) Z(1%)  138)
R 15 130 12 75 220 a7 65 130
95%)  (86%) p7. oqg  8EM) (9B%)  ga  gas  (OTH)  9T%) e ;g g 100
8 (5%} 2 | 2%} 158} 11%) Bas)  222) 6a%) Ay !
138 102 1 12 a 1.2 35 116
C 2B8{12%) 30(23%  28) A 2% (13%)
148 114 =] 1% 45 118
1237 ¢ [0 R . . 11 :
(18574363 BP%).  A00%) 0. pen N U g5 ppgc VR PAN) m;;: 5 050
T 20013%) 18[18%) 2.1) 4% (13%; 24) (150 (12%)
o o o 42 127 & 21
| e il oo TR ww sew 0 S2%) 0% 14
s N0 N Mok iy 01X g 53 ez O3
C  53i50%) 9S6(42% 25 s Ay D ) 0%
” . 42 123 a3 2
C  BE(AI%) /4 |56%) ‘.1 2. 156%) o 11 (55%) 585 10
07- 048 5 105 06 083 = w2 (©ras 081
T 80(28%) 58(34%) 1.8) i 1.8) z A £
[AS%]  (£8%) (A5%)  id8%)
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Figure Legend

Figure 1: Distribution of the frequencies of the TLR and CD14 genotypes among
the clinical variables in patients with acute lymphoblastic leukemia.
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51 Table. Description of primer sequences, cycling, restriction enzymes and
fragments of the study polymorphisms.
SHPs bt ke PCR protocol Rervns, Fragments
Forward: 1 cycle of 95°C for &'
rs5743618 GCAAAGTTATAGAGGAACCCT 40 cycles of 95°C for 307, Alut T: 280
(TLR1) Reverse: 55°C for 307 and 72°C for 20" G: 151+129
CTTCACCCAGAMAGAATCGTGCC 1 cyceof 72°Cfor 7'
Forward: 1 cycie of 95°C for 5,
54986790  GATTAGCATACTTAGACTACCTCCATG 40 cydes of 95°C for 30, Neol 'n259
(TLR4) Reverse: 58°C for 30" and 72°C for 50" G 239420
GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCOCAC 1eycie ol T2°Clor 1
Forward: 1 ¢ycie of 95°C for &'
r54986791 GGTTCCTCTTCTCAAAGTTTTGGCAGAA 40 cydes of 95°C for 157, Hint4 C: 147
(TLR Reverse: 80°C for 157 and 72°C for 30" T: 95+51
ACCTGAACACTCGACAGTCAGTTAAATCCT 1cydeof 72°Cor 7'
Forward: 1 cyde af 85°C for 5,
rs5744105 CGGTAGCCTACATTGATTTGC 40 cydles of 95°C for 307, Doff C: 277pb
(TLRS) Reverse: 62°C for 30" and 72°C for 30", T 186491
GAGAATCTGGAGATGAGGTACCCG 1eydeof 72°C for 7'
Forward: 1 ¢ycie of 95°C for &'
rs5743810 GCATTTCCAAGTCGTTTCTATGT 40 cycles of 95°C for 307, Avall C:210
(TLRG) Reverse: 63°C for 30" and 72°C for 30" T. 180450
GCAAAAACCCTTCACCTTGTT teycdecf 72°Cor 7'
Forward: 1 cyce of 95°C for &'
rs187084 CTGCTTGCAGTTGACTGTCT 40 cycles of 95°C for 307, BstNI C: 108+27
(TLRY) Reverse: 59°C for 307 and 72°C for 45" T 60+48+27
ATGGOAGCAGACACATAATGCA 1 eydecf 7T2°Cor 7'
Forward: 1 gycle of 85°C for &' C 145
r$5743836  TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT 40 cycles of 95°C for 30", Aftit T 111434
(TLRS) Reverse: 59°Clor 307 and 72°C for 30" 2
TGCCCAGAGCTGACTGCTGE T2°Cor T
Forward: 1¢yde of 94°C for §° - 407
rs2569191 GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 35 cycles of 94°C for 307 Avall T 3534144
(CD14) Reverse: 64°C for 30" and 72°C for 17
GCCTCTGACAGTTTATGTAATC 1 cvcle 72°C for 10'

*re: Referant S7ing. F: Forward; 'R: Reverse.
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Figure 1: Distribution of the frequencies of the TLR and CD14 genctypes among the clinical variables in
patients with acute lymphoblastic leukemia,
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Heparitis C Is a pohblic health prohlem and affeers appooxinare v 3% of the werld's pogulatien, HCY Infectans
have a wide spectram of clirszal mansfesatons, and severz] single nucleccide palymocpbisms (SNFs) in the
weoes ol e Loll-dhe receplues are cited w inCueoce che clinical vulcumes, A cross-sectonad sudy was veoducaed
I che Amazonas Stare, Brazil (o waich SNPs 1 TLR4 anc TLRY zenes wete geoocyped by PCR-RFLP in 151 HCY
dhroaic liver dissase parients and 206 heabhy donees. The circulating cvmkires 1.6 UNF, 110, (L2, 1FNy,

4 2] [L-17A weere messared by eviumelnic besd sty (CBA) which neveuled thast the cumbaned genctypes of
TIRG 1237770 2o - 14360 T soc to nfluence the extokine pralie woder [papolysacciasde (EPS) stiulation
af the Th1 7 prafile. cspecially ameeg patienrs with advanced chronie Tver disease when troared wirh DAAs,

1. Intraduction

Chrenic hepatitis C (CHC) is a major global health problem world-
wite and in 2018 mure thae 71 million peaple sutfered chroric hepa
tis C lafections [1]. The liver damage which oceurs dusing chronle
infection is commonly attribated te mechanisms mediated by the hast
immune respanse assoviated with a marked release ab inBammatory
wediatoss, which favors changes ia the patterns of achesion melecule
cxpression and recruitment of cclls 1o the hepatic inflammatory nssue
micraenviranment | 2], Immunalogical events linked ta chromic hepa
tits C can lesd w0 dyvseegulated architecture and function of the lver
and increases intestinal permeability through the release of cytokines
that alter the pantal cireulation and intestinal epithelial junctions,
which atlows the LPS derived (room the intestinal micrabiots w enter the
partal circulation T3-5].

Previaus stuxdies showed that TIR-4 and TIR-9 pathways can acti-
warle hepatic stellated cells {HSCs) in patients with advanced liver dis-
casc through aa increass of LPS leviels in systemic/portal vein bleod and

DRA from dyng hepatocytes, respactively (690, Several studies have
already lovestigated the assoclation between TLR slngle nucleotide
palymorphisms (SNPs) and different outcames in HCV infection [10],
antd direch acting antivirals (DAAS) are knawn to inhibit the tumor
suppresses p53 i padents with successful clearance of HCV, though the
inflammatary prooess continues te persist and places patients ot risks af
develaping 1HCC 111,

Clearance of HOV o patients weated with Laterferca-free therapy
and the genetic background of the host may contribute to the pro-
gressian af the dissase via the persistence of the inflammatary process
after virologic immune response [12-17].

[n the presear study, we analyzed whether the polymorphisms
in TIR4 rsdG36790 (A299G ASG), TIRY 4986791 (T2 C/T)
TLRY 15743858 (1237075 and TLRY 1187084 [ 14860/T) are as-
sociared with susceptibility to HCV infoction and cytokine profile
chamges after creatment with DAAs in the sample group of the papu-
Lation fram the Amaszonss state.
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Abstract

Introduction

Leukemia is the mest common cancer in children and has the highest rates of incidence in
industrialized countries, followed by develeping countres. This epidemiclegic prefile can
mainly be atributed {o the availability of diagnostic resources. In Brazil, leukemia diagrosis
is a challenge due te financial viability, lac« of hemovigilance senaces in isolated regions
and the vast size of the territory. Its mc:dence in the state of Amazonas has been increasing
since 2010, Therefore, this study aims to describe the epidemiologcal pattern and soatial
distribution of patients with acute lymphoid leukemia and acute myelcid leukemia in Amaze-
nas and identify the predictors of comorbid ty and death.

Materials and methods

A retrospectve cross-sectional study was camed out based on patients’ data which was
cbtained from the database of a referral center for the period of 2005 10 2015. Variables
includad age, gendar. ethnicity. civi’ status, schooling, income, lecation of residence, sub-
type of leukemia, comorbidities, and date of death, The spatial distribution was performed
using QGIS v.2.18. Stata software was used for univarable and multivariable logistic regres-
sicn 1o evaluate the assceiation batween both comorbicities and death for all characteristic
groups of ALL and AML.
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Abstract: Background: Interkeukins IL1G4L?5 ard Inflammasome NLRPTMNLRFP2
palymorphisms can change the cowse of mulliple human diseasas, bol nflammatory
as infectious. SNFs these proteins wers associated with the consirucive aclivation of
the Inflammasoma and excessive produciicn of IL-1B induce a sericus avic-
mfammalory disease, as sickle ool anemia (SCA). The preseat sludy ams 0
association of interleukirs [L1IALTE and nfammasome NLRPTNLRPZ poymarphisms
in SCA patienls in Amazon region and ther assocabion with seventy score.

Methods: The sludy was developed al Fundagdc Hospitalar de Hamalokgis e
Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) with 21 patenis diagnosec SCA (HbSS) anc 50
Healthy Doncr's. Genefic polymorphisme (SNPs) i interleukins (LIGIL18 and
infammasome NLRPINLRPS were genatyped by pelymerass chen reaction-restriclion
fragment length polymorphsm (PCR-RFLP) and real tme PCR. Smple anc multple
logistic regression were perfomec  to inveslipate  associson  batasen  the
palymorphisms ard the SCA and savers score.

Results: Th= genatyses C/C [IL18 -137G/C) and C/A (NLRP3, rs35820418) appear fo
be risk factors for SCA dizease (i 1§ G/G ve CIC OR=103 500 [95% CI: 8321287 74
p<0.00301]; IL18: G/C va G/'C OR=7 360 [85% CI- 0 85-53 48, p=0.040]. {L15: G/G ve
CC+CC CR=14.481 [35% CI: 1.78-117.32, p=0.002; NLRF2: CiC vs CiA: OR=10967
[95% CI 24140883 p=0.0004]). In zddition. only alleic C [(L18 -137GAC) and A
(NLRF3) app=ar to be risk factars for SCA desase (IL18: G vs C OR=4.366 [25% CI:
2.73-1£.86, p<D.00001); NLRP3: C v A OR=81333 [95% Ct 2.03-3£ 62, p=0005] Mo
es30ciationa wera abserved betwesn genotypea and allzles with The saverty ecare.

Conclusienm: Ewdence of assccation between the (15 (r316944) end NLRP3
(r535820419) polymorphisms with sckle cell anemia were cescnbed. Cur results

suggest tat individuals with genoypes evaluated are associated SCA disease even
though it dees not influznce the severs score.

Keywords: SCA, Polymorphism, Proinflammatory cytokines, Inflammasome.

Inflammasome
NLRP1/NLRP3 Polymorphisms in Sickle Cell Anemia Patients and

1. INTRODUCTION

Sickle cell anemia (SCA} 15 a hereditary dissase
caused by a point mutaton on chromeseme 11 in the
chain of beta-globin, which results in the raplacemsant
of glutamic acid for valing in position 6 of the gena,
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resulting in hemeglobin S {Hb ). In hypexic conditions.
erythrecytes assume a sickle shape generating clinical
manifestations varying degrees [1].

Many studies were dona In order to establish a
classification in the slandard cf the severity of SCA
having dalabases for this calculation, and assessment
of clinical and laboratory paramelers that influence the
risk relaled mortality in patients with SCA [2-5],
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