
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

LILYANE DE AMORIM XABREGAS 

 

 

 

 

ESTUDO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DOS TLRs EM PACIENTES 

DIAGNOSTICADOS COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MANAUS – AMAZONAS 

2020 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS  

FUNDAÇÃO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA  

E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS  

APLICADAS À HEMATOLOGIA 

 



i 

 

 

LILYANE DE AMORIM XABREGAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DOS TLRs EM PACIENTES 

DIAGNOSTICADOS COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA) 

 

 

 

Dissertação apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Aplicadas à Hematologia da 

Universidade do Estado do 

Amazonas em Convênio com a 

Fundação Hospitalar de Hematologia 

e Hemoterapia do Amazonas, para 

obtenção do grau de Mestre em 

Ciências Aplicadas à Hematologia.  

 

 

Orientador: Profº Drº. Allyson Guimarães da Costa 

Coorientadora: Profª Drª. Adriana Malheiro Alle Marie 

 

 

MANAUS – AMAZONAS 

2020 



ii 

 

 

        

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

               Ficha Catalográfica 

Ficha catalográfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) 

autor(a). 

Sistema Integrado de Bibliotecas da Universidade do Estado do 

Amazonas. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

               Elaborado por Jeane Macelino Galves - CRB-11/463 

1. Leucemia Linfoide Aguda.     2. Imunidade Inata. 

3. Receptores do tipo Toll-Like. I. Costa, Allyson 
Guimarães da (Orient.). II. Marie, Adriana Malheiro Alle 
(Coorient.). III. Universidade do Estado do Amazonas. 
IV. ESTUDO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES 
DOS TLRs EM PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM 
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA) 

Xabregas, Lilyane de Amorim 

ESTUDO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DOS 
TLRs EM PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM LEUCEMIA 
LINFOIDE AGUDA (LLA) / Lilyane 
de Amorim Xabregas. Manaus: [s.n], 2020. 

118 f.: color.; 3 cm. 
 

Dissertação - Programa de Pós-Graduação em ciências 
Aplicadas à Hematologia - Universidade do Estado do 
Amazonas, Manaus, 2020. 

Inclui bibliografia 

Orientador: Costa, Allyson Guimarães da 
Coorientador: Marie, Adriana Malheiro Alle 

X1
e 



iii 

 

 

 

 

 

 



iv 

 

 

FICHA DE JULGAMENTO 

 

 

ESTUDO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DOS TLRs EM PACIENTES 
DIAGNOSTICADOS COM LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA (LLA) 

 

  

 

LILYANE DE AMORIM XABREGAS 

 

 

“Esta Dissertação foi julgada adequada para obtenção do Título de Mestre 

em Ciências Aplicadas à Hematologia, aprovada em sua forma final pelo 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à Hematologia em 

convênio com a Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas”. 

 

 

 

 

Banca Julgadora: 

 

 

Dra. Leny Nascimento da Motta Passos 

Presidente 

 

Dra. Lucivana Prata de Souza Mourão 

Membro Externo 

 

Dr. Rajendranath Ramasawmy 

Membro Externo 



v 

 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico primeiramente a DEUS, por me guiar e permitir chegar até aqui. Obrigada pelo 

seu amor e graça constante em minha vida. 

Aos meus amados pais, Ezalina e Nelson, meu porto seguro, pelo constante amor, 

carinho, orações, exemplo de vida e me incentivarem sempre a buscar conhecimento. 

Sou eternamente grata à Deus pela vida de vocês, são meus heróis, dedico a vocês a 

minha gratidão e o meu amor.  

 

 



vi 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Sempre imaginei que chegar nessa parte da dissertação de agradecer sobre 

pessoas que fizeram parte dessa minha trajetória, seria complicado, talvez porque a 

vida não se coloca em análise de regressão e não é pelo valor p que descobrimos o 

significado das pessoas que passaram por nossa vida, então colocar em palavras ou 

números é difícil, mas tentarei expressar um pouco do meu agradecimento em algumas 

palavras. 

Primeiramente, aos meus irmãos, pelas orações, apoio e incentivo direto ou 

indiretamente, em especial para a minha irmã Lidyane Xabregas que me recebeu e me 

acolheu em sua casa e sempre cuidou de mim com muito carinho, amor e dedicação. 

Eternamente grata! 

 Ao Dr. Allyson Guimarães, que resumi-lo apenas a meu orientador seria muito 

pouco frente a importância que tem na minha vida. Agradeço pelo exemplo de 

pesquisador e pessoa, pela dedicação, confiança, compreensão e pela oportunidade 

em poder ter sido sua aluna, foram duas iniciações científicas e o Mestrado com sua 

excelente orientação. Agradeço pelos seus valiosos ensinamentos e críticas construtivas, 

pois continuam sendo de grande contribuição para meu crescimento profissional e 

pessoal. Também agradeço pela compreensão que teve diante dos meus momentos de 

dificuldade (às vezes sendo como um pai, não apenas um orientador). Levo na minha 

vida como um grande amigo, que vou cultivar com muito amor, admiração e gratidão. 

Meu muito obrigada! 

A Dra. Adriana Malheiro, minha coorientadora, pelo exemplo de pesquisadora 

e por me acolher em seu laboratório e grupo de pesquisa. Meu muito obrigada! 

À maravilhosa Andrea Tarragô, pelos conselhos e paciência, que nos meus 

momentos de dúvidas e diversas aflições sempre se dispunha a me ouvir e me oferecer 

abraços e conselhos valiosos. Digo sempre que ela é um canal de benção na vida de 

muitos, e sou muito grata a Deus por tê-la colocado em minha vida, alguém que 

compartilha da mesma fé e me ajudou muito, principalmente, espiritualmente durante a 

minha iniciação científica e o mestrado, alguém para quem eu podia correr, pedir 

conselhos e restaurar a minha fé. Que tem um abraço de mãe, com aquela sensação de 

paz interior! Sou muito grata pela tua vida, pela pessoa que você é além do teu 

profissional. Muito Obrigada! 



vii 

 

 

Ao pessoal do LABGEN Nadja, Rechfy, Luciana, Victória, Gustavo e Dayana 

que durante meu período de procedimentos laboratoriais foram essenciais para 

conclusão desse trabalho.  

À Dra. Miriam do laboratório de HLA pela disponibilização das amostras de 

DNA, que foi de vital importância para o desenvolvimento do estudo, sou muito grata 

pela paciência e disponibilidade. Obrigada! 

À Dra. Aya que foi muito acolhedora no período de estágio em docência. 

Obrigada pela oportunidade de nesse pequeno período tê-la tido como minha 

orientadora, poder aprender um pouco mais com uma professora e pesquisadora que 

ama e se dedica ao que faz. Seus ensinamentos são e serão muito importantes para mim 

e para a minha vida profissional. Muito Obrigada!  

A minha amiga e parceira de mestrado Fabíola Alves, uma amizade 

maravilhosa da iniciação científica, que durante esses dois anos de mestrado passamos 

por muitos momentos juntas, por disciplinas, procedimentos laboratoriais, além de, 

momentos engraçados e outros desesperadores (kkkk). Sou muito grata pela sua 

parceria, por trilhar esse caminho com você, tornando-o mais leve e com muitas histórias 

para recordar. Grata a Deus por tê-la colocado em meu caminho! 

Aos meus queridos Maria Gabriela e Firmino que durante sua iniciação científica 

fizeram parte do meu projeto e foram pessoas essenciais para o desenvolvimento desse 

estudo. Estiveram comigo na obtenção das amostras, coleta de dados, procedimentos 

laboratoriais, mas que também compartilhamos momentos de risos e conquistas. Sou 

muito grata por terem participado dessa minha trajetória, deixo o meu muito obrigada 

a vocês. 

Ao meu amigo/irmão Hiochelson Najibe, o qual tenho a graça de ter amizade 

desde a iniciação cientifica, e desde então, compartilhando conhecimentos, aflições e 

muitas alegrias. Muito obrigada pela sua grande amizade, parceria, pelo ombro nos 

meus momentos que eu já não sabia o que fazer, obrigada pelos muitos abraços 

reconfortantes (cheios de amor e carinho) e por sempre torcer por mim.  Te guardo e 

cultivo por toda a vida! 

Aos amigos que conquistei ao longo desses anos: Geyse, Alexander, Thainá 

Cardoso, Glaúcia, Letícia. Muito agradecida pela amizade, carinho, bate-papos e 

parceria constante de vocês. Muito Obrigada! 

  Aos amigos do grupo “TRUPE-ALLYSON”, pela amizade e espírito de equipe. 



viii 

 

 

  Aos amigos do Departamento de Ensino e Pesquisa (DEP), Alessandra, Anny, 

Rafaela e Luan que contribuíram de forma direta e indireta para o desenvolvimento 

desse trabalho, em especial a Alessandra com seu exemplo de profissional dedicada 

mostrando que nada é impossível ou muito difícil que não possa ser feito. Sou muito 

grata por cuidar tão bem de todos a tua volta, e por ter cuidado de mim durante esse 

mestrado. Muito Obrigada!  

  As queridas Ivaldete e Myuki, exemplos de profissionais que lutam pela 

pesquisa no amazonas. Meu muito obrigada pelo constante incentivo e apoio! 

 A maravilhosa dona Socorro do COREME, pelos momentos de descontração e 

conselhos, mais uma mãezona. Meu muito obrigada pela sua amizade e carinho, te 

guardo pra vida. Grata! 

 Aos queridos Alexandre (SAME) e Socorro (Rosa Blaya), pela enorme 

disponibilidade em ajudar na coleta de dados e por me receber tão bem em seus 

setores durante esse período. Meu muito obrigada! 

 Aos funcionários do HEMOAM, que fazem com que tudo funcione da melhor 

maneira possível, em especial à maravilhosa dona Sandra (serviços gerais) que sempre 

me socorreu quando eu necessitava no laboratório, muito atenciosa e carinhosa e; aos 

funcionários do restaurante que também foram grandes incentivadores e me 

proporcionavam momentos de descontração e por vezes cuidando de mim nas 

enxaquecas (kkk). Meu muito obrigada a todos! 

 A todos da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas (HEMOAM), que autorizaram a realização dos meus experimentos no 

Laboratório de Genômica, muito grata pelo acolhimento, e por dispor de condições 

para que a minha pesquisa pudesse ser executada de forma adequada. Meu muito 

obrigada! 

  A Universidade do Estado do Amazonas (UEA) pela oportunidade de ser 

aluna do Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à Hematologia (PPGH). 

  A Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) pela Bolsa 

de Mestrado e auxílio financeiro. A Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES) e o Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq) pelo auxílio financeiro. 



ix 

 

 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ciência é um grande quebra-cabeça com peças infinitas.  É uma 

sucessão interminável de perguntas e respostas, que a cada peça que 

encaixamos, abrimos espaços que dão a oportunidade para construir 

novos caminhos a serem compreendidos. 

- Lilyane Xabregas 



x 

 

 

DECLARAÇÃO AS AGÊNCIAS FINANCIADORAS 

 

A Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas 

(FAPEAM), responsável pelo pagamento da bolsa que colaborou para a 

realização deste estudo e auxílio financeiro via Programa Pró-Estado 

(Resolução n° 002/2008, 007/2018 e 005/2019). A Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e o Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) que 

financiaram indiretamente essa pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 

 

 

RESUMO 

 

Introdução: As Leucemias Agudas são neoplasias malignas graves, que 

acometem crianças e adultos e tem grande incidência no Amazonas. Sua 

etiologia e patogênese ainda permanecem incertas, sendo considerada 

uma doença multifatorial. Frente, a essa necessidade de informações, 

autores como, Leo Kinlen e Mel Greaves, tem sugerido, por meio de ponto 

vistas diferentes, que o modo como o sistema imunológico de alguns 

indivíduos reconhece antígenos e responde aos mesmos representa um 

fator de risco para a leucogênese. Polimorfismos nos genes dos receptores 

TLRs, presentes na imunidade inata, podem conter grande influência na 

alteração do padrão de resposta do indivíduo, contribuindo para a 

resistência ou suscetibilidade de doenças infecciosas. Objetivo: Assim, 

nosso objetivo foi de avaliar a influência dos polimorfismos nos genes dos 

receptores TLRs no prognostico clínico 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 indivíduos sem a doença (grupo controle). A 

discriminação genotípica e alélica foi realizada pelo método PCR-RFLP dos 

SNPs rs5743618 (TLR1 S602I), rs4986790 e rs4986791 (TLR4 A299G e 

I399T), rs5744105 (TLR5 R392S), rs5743810 (TLR6 S249P), rs5743836 e 

rs187084 (TLR9 -1237C/T e -1486C/T) e molécula rs2569191 (CD14 -159). 

A análise descritiva e estatística foi realizada com os softwares Microsoft 

Excel 2013 e GraphPadPrism v.5.0. Resultados: O genótipo 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/C OR = 2,2, [IC 95%: 1,2–4,1, p 

= 0,006]). Além disso, o genótipo TT do SNP -1486 C/T (TLR9) foi 

associado com a presença de comorbidades ao diagnóstico (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]). Conclusão: Nossos achados sugerem um papel 

significativo do SNP -1486C/T (TLR9) no desenvolvimento e presença 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/C 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 INTRODUÇÃO 

1.1 LEUCEMIAS AGUDAS 

 

As Leucemias consistem em um câncer hematológico heterogêneo, 

sendo descritas como uma proliferação clonal descontrolada de células 

progenitoras hematopoiéticas de origem mieloide ou linfoide. Sendo resultante 

de uma herança multifatorial, ocasionando um acúmulo de clones com 

mutações no órgão formador de células sanguíneas, denominado de medula 

óssea (1). 

Várias linhagens celulares derivam desse órgão através de um 

processo chamado hematopoese, que consiste na produção de dois grupos de 

células, mieloide e linfoide, como ilustrado na figura 1. Podem ser classificadas 

como aguda ou crônica dependendo do ritmo de progressão e diferenciação 

das células, quando progridem de forma rápida e com acúmulo excessivo de 

células imaturas (Blastos) na medula óssea e no sistema circulatório são 

classificadas como Leucemias Aguda e; Crônica quando apresentam uma 

progressão lenta com aumento de células maduras anormais  (Figura 1) (1–3). 

 

Figura 1: Classificação das leucemias. 

                                    

Fonte: Autoria própria.  
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Entre os dois grupos de leucemia (aguda e crônica), destaca-se o 

grupo de Leucemias Agudas (LA) constituído por Leucemia Mieloide Aguda 

(LMA) e Leucemia Linfoide Aguda (LLA). A LMA acomete tanto adultos quanto 

crianças, com maior número de casos em adultos acima de 50 anos. 

Caracteriza-se pela proliferação de células mieloides jovens, da linhagem 

granulocítica e não granulocítica, que impedem a função normal da medula 

óssea (4,5). 

A LLA acomete outro grupo de células, os precursores das células 

linfoides que são essenciais para o sistema imunológico humano contra 

diversas infecções. É o tipo de câncer mais frequente na faixa etária infantil de 

0 a 15 anos, constituindo uma das principais causas de mortalidade infantil (6). 

Essa neoplasia é caracterizada pelo acúmulo de células linfoides imaturas de 

linhagem B (LLA-B) e T (LLA-T), anormais na medula óssea, disseminando-se 

também para a corrente sanguínea e consequentemente para órgãos 

extramedulares, como o fígado, baço, linfonodos, testículos e sistema nervoso 

central (SNC) (7,8). 

1.2  EPIDEMIOLOGIA 
 

As leucemias são uma das principais causas de morte por câncer no 

mundo, com aumento significativo do número de casos entre os anos de 1990 

a 2018 (variando de 297.000 para 437.033 casos)(9). Representam 30% dos 

casos de câncer infantil, e nas últimas décadas vem sendo uma das principais 

causas de morte nas regiões das Américas, Ásia, Noroeste da África e Oriente 

Médio (2,10). Registros da OMS sobre mortalidade do câncer de 2008 a 2012 

mostraram que as leucemias, tanto infantis quanto adultas, foram responsáveis 

por mais de 350 mil óbitos por ano, representando 3,3% de todas as mortes por 

câncer. Durante os anos de 1990 a 2012 houve aumento do número de novos 

casos de leucemia de 250 mil para 352 mil, respectivamente(11). 

Entre crianças e adolescentes, grande parte são diagnosticados na 

forma aguda. A LLA corresponde por mais de 75% dos casos em crianças e 

adolescentes, com idade inferior a 15 anos e 80% dos casos na faixa etária 

inferior a 10 anos(12). Recentemente FILHO et al., (2018), demonstrou que em 
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países com índice 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 Colômbia (2 por 100 por 

100.000) (13).  

No Brasil, é esperado para o triênio 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 região Norte, especificamente no Estado do Amazonas, foram 

registrados 843 casos de LAs, sendo 577 casos de LLA e 266 casos referentes 

a LMA na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM). A maior proporção de casos foi de Leucemia Linfoide Aguda 

(68,4%), durante os anos de 2005 a 2015(15). 

 

1.3  MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA LLA 
 

 A LLA pode apresentar sintomas inespecíficos que porventura 

assemelham-se ao quadro clínico de outras patologias e podem variar 

dependendo do estado imunológico do paciente (16). O déficit na produção de 

células hematopoiéticas devido ao acúmulo de infiltrados de clones leucêmicos 

na medula óssea resultam no surgimento de sinais clínicos significativos como 

anemia, infecções, hemorragias e hematomas, provenientes da eritrocitopenia, 

leucopenia, neutropenia e trombocitopenia, respectivamente (17,18). 

Pesquisas recentes descreveram que a febre e/ou infecção, fadiga e 

palidez (referentes a anemia), dores ósseas, artralgia ou marcha anormal são 

as apresentações clínicas mais comuns em pacientes com LLA. Além dos 

sintomas relacionados a infiltração em órgãos extramedulares como: 

hepatomegalia (fígado), esplenomegalia (baço), linfodenopatia (linfonodos), 

aumento testicular e infiltração do sistema nervoso central (SNC) também se 

apresentam como manifestações mais frequentes. Contudo, essas 

manifestações clínicas são inespecíficas e podem ser atribuídas a outras 
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doenças, capazes apenas de sugerir que a medula óssea esteja funcionando 

de forma inadequada (16–18). 

1.4  DIAGNÓSTICO E CLASSIFICAÇÃO 
 

 O diagnóstico é feito de forma gradativa, sendo realizado 

primeiramente a discriminação de uma LA de outras patologias hematológicas 

semelhantes. Posteriormente, é feita a distinção entre LLA e LMA, conseguinte 

a classificação, definindo os grupos de tratamento e prognóstico(19,20). 

A morfologia celular de esfregaço de sangue de medula óssea é uma 

das primeiras técnicas realizadas para discriminação e distinção da LLA e LMA, 

porém pouco específica. Assim, é necessário, a inclusão de outros métodos 

adicionais, como a Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo Multiparamétrica 

(CFM). A CFM é o padrão ouro, capaz de determinar o perfil imunológico de 

uma célula, isto é, da sua linhagem, do seu estágio de diferenciação e de 

maturação, a partir da caracterização dos seus antígenos de superfície, 

citoplasma ou núcleo com anticorpos monoclonais marcados, possibilitando a 

diferenciação de casos diferenciados de LLA, além da caracterização de certos 

subgrupos de LMA e Leucemia Bifenotípica Aguda (LBA). Além do mais, essa 

técnica pode ser útil também como ferramenta para a detecção e 

monitoramento da doença residual mínima (DRM) durante o seguimento clínico 

dos pacientes (3,19,21). 

Outras análises como a citogenética e análise molecular também são 

realizados para definição do diagnóstico, viabilizando informações sobre 

anormalidades na citogênese clonal e identificação de translocações 

cromossômicas que geram genes de fusão, que são importantes no 

prognóstico e o tratamento, respectivamente (22,23). 

A separação dos subgrupos da LLA é realizada com o auxílio de 

sistemas de classificação. O primeiro a ser descrito foi o Franco-Americano-

Britânico (FAB), que se baseia na morfologia e citoquímica da célula. Subdivide 

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

 

Fonte: LADINES-CASTRO et al., 2016. Adaptado por Xabregas, 2020. 

 

O segundo e atualmente mais utilizado sistema de classificação foi 

elaborado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em 2008, já com a 

exclusão da leucemia de células Burkitt, não sendo mais dita como uma 

entidade separada do linfoma de Burkitt. A classificação da OMS reflete o 

princípio de que essas neoplasias devem ser classificadas com base em suas 

características biológicas 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 cromossômico específico 

presente) e LLA-B não especificada. Em 2016, uma nova atualização trouxe 

duas novas entidades provisórias que foram adicionadas à lista de 
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anormalidades genéticas recorrentes e a hipodiploidia foi redefinida como baixa 

hipodiploidia ou hipodiploidia com mutações de TP53, como demonstrado na 

Tabela 1 (25,27,28). 

 

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

CLASSIFICAÇÃO DA OMS 

Leucemia / linfoma linfoide de células B, não 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; 11q23) [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 amplificação intracromossômica do 

cromossomo 21 (iAMP21)a 

 Leucemia / linfoma linfoide de células B com translocações envolvendo tirosina-quinases 

ou receptores de citocinas ('BCR-ABL1')a 

Leucemia / linfomas linfoide de células T 

 Leucemia linfoide precursora de células T precocesa 

Abreviaturas: LLA, leucemia linfoide aguda; OMS, Organização Mundial de Saúde.aEntidade provisória. 

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

 

1.5  TRATAMENTO 

 

 De modo geral o tratamento da LLA é fundamentado no regime de 

vários quimioterápicos utilizados de forma simultânea. As diversas fases do 

tratamento são denominadas de sistema poliquimoterápico e tem como 

finalidade levar a destruição das células leucêmicas, ou seja, a remissão 

completa (RC) para que a medula óssea retorne a sua hematopoese normal 

(24,29). 
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O tratamento da LLA é baseado na estratificação por grupos de risco, 

que são classificados de acordo com o risco de falha no tratamento, em Baixo 

Risco (BR) ou Alto Risco (AR). Algumas características relacionadas ao 

paciente podem influenciar no prognóstico, tais como idade, contagem inicial 

de leucócitos, infiltração do SNC ou do testículo, características genéticas e 

imunofenotípicas da explosão leucêmica e a resposta individual à terapêutica 

(30–32). 

Algumas anormalidades citogenéticas, permitem uma classificação 

molecular de risco, favoráveis ou desfavoráveis. As alterações ditas como 

favoráveis (ou baixo risco) mais bem estudadas incluem a alta hiperdiploidia e 

a translocação ETV6/RUNX1. Quanto as associadas ao grupo de desfecho 

desfavorável (ou alto risco), incluem a fusão BCR-ABL, uma translocação no 

cromossomo 9, locus 22, conhecida como o cromossomo Filadélfia, rearranjos 

no do gene MLL no cromossomo 11q23 e, mais recentemente, a amplificação 

intracromossômica do cromossomo 21 (30,32,33). 

Entre os diversos protocolos de tratamento para LLA infantil no Brasil, o 

mais utilizado é o criado pelo Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia 

Linfóide Aguda na Infância (GBTLI) em 1980, que oferece menor risco de 

toxicidade, sendo atualmente utilizada a sua sexta versão (GBTLI-2009). O 

mesmo é composto por fases de indução, consolidação e manutenção onde 

são usadas doses de quimioterápicos de acordo com a estratificação dos 

grupos de risco (34,35). 

A fase de indução tem uma duração de 35 dias com finalidade de 

remissão completa das células leucêmicas, através do uso de antineoplásicos 

como corticóides, vincristine, L-asparaginase e daunoblastina, até alcançar 

cerca de 80% da taxa de cura, seguindo assim para as fases de consolidação e 

manutenção (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 imunológico do mesmo, visto que as leucemias e linfomas 

apresentam maior debilidade imunológica por impedirem o funcionamento 
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normal da medula óssea, devido ao impacto na produção das células do 

sistema imunológico, deixando o paciente mais suscetível a infecções (35). 

 

1.6  ETIOPATOGENIA 

 

  A hematopoiese normalmente produz uma população de células-tronco 

hematopoiéticas (CTH) pluripotentes e autorrenováveis capazes de dar origem 

as células sanguíneas. O processo autônomo de diferenciação dessas células 

ao longo da hematopoese é controlado por fatores de transcrição que regulam 

a expressão gênica, resultantes das interações celulares, expressão de 

citocinas ou de receptores e moléculas de adesão. Segundo a literatura, 

alterações em genes que regulam esse processo (diferenciação, proliferação, 

reparo e morte celular) culminam na produção de fenótipos malignos que 

alteram a função normal das células, resultando na leucogênese (3,7,36). 

A etiologia das leucemias agudas ainda permanece idiopática, porém já 

foram descritos alguns fatores possivelmente implicados no desenvolvimento 

do processo leucêmico, como exemplo a exposição prolongada ao benzeno e 

produtos petrolíferos que são associados à danos cromossômicos ao longo dos 

anos (37). Além disso, a exposição a pesticidas, radiação não iônica, corantes 

capilares, dieta, tabagismo, distúrbios genéticos, imunodeficiências e infecções 

por vírus como o HTLV-I (Human T-lymphotropic virus 1), EBV (Epstein-Barr 

virus) e bactérias como Helicobacter pylori também estão relacionados a esse 

processo (2,3,37). 

Alguns estudos também sugerem que o modo como o sistema 

imunológico de algumas pessoas reconhece antígenos e responde aos 

mesmos é visto como um dos principais fatores de risco para o 

desenvolvimento da leucemia, levando ao estudo de polimorfismos genéticos 

presentes em moléculas do sistema imunológico (37). 

A teoria de que a leucemia seja causada por influência de alguma 

infecção já vem sendo discutida há décadas, porém poucos avanços foram 

observados quando demonstrou-se que não se tratava de uma doença 

contagiosa. No entanto, pesquisas recentes retornaram a essa hipótese, em 
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virtude de muitos casos de leucemias pediátricas surgirem como consequência 

de uma resposta anormal frente a uma infecção comum. Além de relatos de 

leucemias espontâneas em animais domésticos, principalmente gatos 

(conhecido como vírus da leucemia felina) terem em parte a influência de 

infecções virais (37–39). 

A interação do sistema imunológico com as leucemias agudas tem 

produzido discussões com base em duas teorias principais, criadas a partir da 

observação de pesquisadores como Leo Kinlen e Mel Greaves. Esses, 

descrevem a partir de pontos de visão diferentes, teorias que a leucemia infantil 

pode ser proveniente de uma resposta imune anormal a infecções comuns, 

como resumido na figura 3 (40–45). 

 

Figura 3: Hipóteses sobre a etiologia da LLA baseada em infecções(45). 

Fonte: PUI, CHING-HON et. al., 2008. Adaptado por Xabregas, 2020. 

 

Segundo Kinlen, devido a ocorrência de um grande influxo de pessoas 

da cidade de Londres para uma área rural da Escócia no final da década de 80, 

como consequência da Segunda Guerra Mundial, notou-se um aumento 

transitório de leucemias agudas em crianças. Em vista disso, após a 

elaboração de 8 estudos independentes com foco epidemiológico, Kinlen 
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sugeriu que a leucemia aguda na infância entre crianças de faixa etária de 5 a 

14 anos, seria resultado de uma infecção comum e com baixa patogenicidade 

em crianças não imunizadas que entraram em contato com indivíduos 

infectados por determinado vírus, trazendo então a hipótese oriunda das 

“Interações entre populações” (41,43). 

Essa hipótese foi questionada por outros autores trazendo resultados 

prós e contra. Langford em seu estudo demonstrou resultados estatisticamente 

significativos de mortalidade (RR=1,41, IC 95%=1,13-1,76) em crianças de 

faixa etária similar que entravam em conformidade com a hipótese de Kinlen. 

No entanto, outras pesquisas não demonstraram associação do influxo de 

pessoas com aumento da LLA. Em resumo, especula-se atualmente que os 

picos de incidência de leucemia aguda infantil, principalmente o subtipo LLA B 

comum, são mais frequentes em comunidades isoladas, quando comparado a 

grandes centros urbanos que de forma diferente, apesar da grande mistura 

populacional, demonstram uma redução de casos de leucemias agudas 

(41,43,44). 

Em relação a hipótese elaborada por Greaves, conhecida como 

"Hipótese da infecção tardia", essa traz uma concepção mais biológica da 

suposta causa da LLA. O pesquisador propõe a partir da observação de 

análises epidemiológicas publicadas por diversos pesquisadores ingleses e 

principalmente com os estudos de Kinlen, uma nova porta de visão com foco 

para os mecanismos reguladores da resposta imune, tanto inata como 

adaptativa, na qual aborda duas teorias (38,41).  

A primeira traz a ideia da evolução do sistema imunológico, tanto inato 

como adaptativo, de forma a antecipar e exigir uma exposição a infecções 

durante o período perinatal e os primeiros anos de vida, uma vez que a 

exposição precoce a infecções é essencial para o equilíbrio e regulação do 

sistema imunológico, com impactos duradouros na função imunológica no 

decorrer da vida. Entretanto, déficits dessa experiência microbiana natural, em 

especial nas sociedades desenvolvidas (ou modernas) acaba gerando um 

sistema imunológico pouco preparado para resposta a infecções, ocasionando 

uma resposta desregulada a infecções comuns podendo promover ou 
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desencadear o risco da LLA. Considerando assim o paradoxo do progresso de 

uma sociedade versus infecções, sugeriu-se que o fator de risco esteja na 

baixa exposição das pessoas a infecções durante o período perinatal e infantil 

(40–42,46,47). 

A segunda proposição se refere a dois prováveis eventos, com relação 

a história natural da doença. Especula-se que a LLA se desenvolve por dois 

eventos críticos, o primeiro no útero e o segundo com eventos mutacionais 

pós-natal que induzem o estado de leucogênese. Supondo então que uma 

resposta anormal a infecções estaria indiretamente associada ao 

desenvolvimento de eventos mutacionais secundários necessários para o 

desenvolvimento da leucemia (41). 

O estudo de mecanismos relacionados a influência microbiana no 

câncer ainda são pouco conhecidos, no entanto, estão começando a ser mais 

explorados com base principalmente ação do metabolismo alterado e as 

funções do sistema imunológico serem cruciais para o melhor esclarecimento 

da relação entre inflamação e o aumento da suscetibilidade ao câncer (41). 

Portanto, baseado nesse contexto, polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNP) presentes em vias relevantes para resposta na exposição pré-natal (vias 

das respostas imunes e nos genes das citocinas) podem proporcionar 

informações valiosas e propor hipóteses de que as infecções são vistas cada 

vez mais como a possível e mais plausível causa da LLA. No entanto, essa 

afirmativa necessita de mais evidências biológicas e genéticas para esclarecer 

o impacto das infecções sobre o risco de leucemias. Quanto as hipóteses 

anteriormente descritas, há uma forte evidência de que a leucemia infantil 

assim como algumas doenças autoimunes, podem ser evitadas se o sistema 

imunológico da criança for estimulado durante os primeiros anos de vida 

(40,41). 

1.7  IMUNIDADE INATA 
 

 A imunidade inata está 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 

substâncias provenientes de microrganismo denominados de PAMPs (Padrões 

Moleculares Associados à Patógenos) que são essenciais para a sobrevivência 

do patógeno, como:  açúcares, ácidos nucleicos, proteínas, lipídeos, peptídeos 

e entre outros(50). Tanto PAMPs como DAMPs (Padrões Moleculares 

Associados à Danos) são reconhecidos pelos chamados PRRs (Receptores de 

Reconhecimento Padrão) também denominados de Receptores de 

Reconhecimento Padrão, presentes nas APCs (Células Apresentadoras de 

Antígenos) independente da memória imunológica (53–55). Os PRRs possuem 

padrões de expressão distintos, ativam vias de sinalização específicas e 

conduzem a respostas a patógenos de forma distinta (50). 

O principal grupo de receptores envolvidos nesse processo, são da 

família dos TLRs (Receptores do tipo Toll-Like), que reconhecem 

peptidoglicanos, ácidos nucleicos e lipopolissacarídeos (LPS), iniciando a 

cascata de sinalização e ativando vários sistemas efetores a jusantes, incluindo 

a MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) , NF-κB (Nuclear Factor kappa B) 

e IRFs (Interferon Regulatory Factor), que são capazes de modular a apoptose, 

proliferação e migração celular, além da inflamação (51–53). 

Pesquisas recentes sugerem que o processo de ativação autócrina e 

parácrina dos mediadores das vias de sinalização do sistema imunológico, para 

expressão de genes associados a fatores de crescimento e inflamatórios, é 

capaz de amplificar a inflamação e promover o estado neoplásico (54–56). 

1.8  RECEPTORES DO TIPO TOLL-LIKE (TLRS) 

 

Os TLRs foram descritos no final do século XX e compreendem uma 

família de receptores composta por 13 membros, altamente conservados 

evolutivamente, com apenas 10 receptores funcionais em humanos. Esses 

TLRs diferenciam-se nas suas cadeias de aminoácidos, as quais constituem a 

proteína que os formam, proporcionado assim uma maior diversidade e 

capacidade de reconhecer diferentes classes de moléculas biológicas 

presentes em diversos microrganismos (PAMPs). São vitais para o sistema 

imune inato e a regulação da ativação da imunidade adquirida (55,57–59). 
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Esses receptores são constituídos estruturalmente por repetições ricas 

em leucina (LRR), uma glicoproteína com cauda N-terminal e sítio de ligação 

da molécula ligante reconhecida e um domínio intracelular homólogo ao 

domínio, denominado de TIR (Receptor Toll de Interleucina I). Possui ainda 

uma cauda C-Terminal com sítios responsáveis pelas cascatas de sinalização 

intracelular e recrutamento de moléculas adaptadoras específicas que também 

possuem um domínio do tipo TIR (60). As proteínas adaptadoras MyD88 

(Myeloid Differentiation Factor 88), TRIF (Ticam), MAL (Tirap) e TRAM são 

essenciais para a transdução do  sinal na cascata de sinalização desses 

receptores (61–63). 

Os 10 TLRs funcionais em humanos estão 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 estão localizados tanto na membrana 

citoplasmática 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 peptídeos exógenos e os TLR-3, TLR-7, TLR-8 e 

TLR-9 em compartimentos intracelular como no endossoma reconhecendo 

moléculas endógenas (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 superfície de algumas células fagocíticas, participando 

no reconhecimento de Lipopolissacarídeos (LPS) no complexo TLR-4/CD14, 

ativando a produção de citocinas via NF-kB, como ilustrado na figura 4 (66). 

Em geral esses receptores ativam uma cascata de sinalização através 

da via dependente da molécula adaptadora MyD88, com exceção para o TLR-3 

que é ativado pela via TRIF, molécula independente de MyD88. Após o 

reconhecimento dos ligantes, ocorre a ativação de uma gama de  proteínas 

incluindo IRAK, TRAF3 e TRAF6, juntamente com a indução de fosforilação e a 

formação de complexos IKK que levam a ativação de fatores de transcrição de 

genes como NF-kB e IRF3 e IRF7 resultando na produção de citocinas 

inflamatórias,  regulação da resposta imune e proliferação celular (59,65,67,68) 



33 

 

 

Figura 4: Sinalização dos receptores do Tipo Toll-Like.  

 

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 doenças neoplásicas, especificamente as LAs, possuem alto risco 

de complicações infecciosas graves, principalmente associado a quimioterapia 

e ao uso de alguns corticosteroides que prejudicam a função fagocítica de 

células do sistema imune como neutrófilos, monócitos e macrófagos (55,70–

74). 

Polimorfismos nos TLRs têm sido associados a suscetibilidade a 

infecções por microrganismos e pela constante neutropenia em pacientes com 

leucemia aguda. Alterações genéticas no grupo de genes do TLR1-TLR6-

TLR10 foram descritos como fatores de risco para o câncer de próstata e 

colorretal, além da leucemia linfocítica crônica (LLC) (75,76). 
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Estudos no gene TLR3 sugerem que polimorfismos nesse receptor 

podem induzir a suscetibilidade para o câncer de nasofaringe, enquanto que 

polimorfismos de nucleotídeo simples (SNPs) no gene TLR4/CD14 e TLR9 têm 

sido descritos como fatores de risco para complicações infecciosas na LMA e 

na LLA (66,77,78). SNPs no TLR5 podem estar relacionados ao aumento do 

risco do câncer gástrico e alto de infecções por H. pylori (79). Já alterações nos 

aminoácidos do gene que compõe a proteína TLR-7 e TLR-8 são associados 

ao risco de Linfoma de Hodgkin (55,56,76). 

1.9.1 SNPs no TLR1 e TLR6 
 

O gene que codifica as proteínas do receptor TLR-1 e TLR-6 foram 

mapeados no braço curto do Cromossomo 4, locus 4p14.  Esses receptores 

estão localizados na superfície da membrana citoplasmática podendo 

reconhecer lipoproteínas/ lipopeptídeos, peptideoglicanos, ácido lipoteicóico e 

lipoarabinomano de bactérias (gram-negativas e gram-positivas), âncoras de 

GPI (protozoários) e zimozan e glicolipídeos (fungo). Foram descritos dois 

polimorfismos, sendo um no TLR1, éxon 4, posição 12765 do gene, gerando a 

substituição de uma isoleucina para uma serina e resultando no SNP Ile602Ser 

(rs5743618). O outro no TLR6, éxon 2, posição 33089, com a substituição 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 proteína do TLR-4, receptor de superfície celular, 

foi mapeado no braço longo do cromossomo 9, lócus 9q32-q33. TLR-4 

reconhece LPS microbiano (Lipopolissacarídeo), proteínas de choque térmico 

70 (Hsp70), âncoras GPI e o DNA de Trypanosoma cruzi e âncoras de GPI de 

Plasmodium. Enquanto que a molécula CD14, co-receptor do TLR-4, foi 

mapeado no branco longo do cromossomo 5, lócus 5q23-q31. A partir desse 

mapeamento genético, foram descritas duas alterações polimórficas no gene 

do TLR4, do tipo SNP, o primeiro com a modificação de uma adenina par uma 

guanina, gerando a formação de um ácido aspártico por uma glicina na região 

299 (Asp299Gly [rs4986790]) e outra uma transição de uma citosina para uma 
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timina, substituindo uma treonina por uma isoleucina no resíduo 399 (Thr399Ile 

[rs4986791]). Além de, um SNP (-159) na região promotora do gene do CD14 

(77,78,80). 

1.9.3 SNPs no TLR5 

 

O gene que codifica a proteína do TLR-5, receptor de superfície celular, 

foi mapeado no braço longo do cromossomo 1, lócus 9q41-q42. Esse receptor 

reconhece flagelina de algumas bactérias gram-positivas e negativas. Estudos 

descrevem um SNP, referente a substituição de uma citosina por uma timina, 

resultando em um Stopcodon na posição 392 (R392S [rs5744105]) no gene do 

TLR5(81–83). 

1.9.4 SNPs no TLR9 
 

O gene que codifica a proteína do TLR-9, presente em compartimentos 

intracelular, está localizado no braço curto do cromossomo 3, locus 3q21.3. 

Reconhece componentes internos como os ácidos nucleicos (DNA e RNA) de 

vírus, bactérias e protozoários. Estudos descreveram a presença de alguns 

polimorfismos nesse gene, como a substituição de uma citosina por uma timina 

nas regiões promotoras -1237 e -1487 resultando nos SNPs -1237C/T 

(rs187084) e -1486C/T (rs5743836) (50). 

 

2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

✓ Avaliar a influência dos polimorfismos nos genes dos receptores TLRs 

no prognostico clínico de pacientes diagnosticados com Leucemia 

Linfoide Aguda (LLA).  
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

✓ Estimar a frequência dos polimorfismos nos genes dos receptores TLR1, 

TLR4, TLR5, TLR6, TLR9 e CD14 em indivíduos diagnosticados com 

LLA; 

✓ Investigar a associação dos polimorfismos nos genes dos receptores 

TLR1, TLR4, TLR5, TLR6, TLR9 e CD14 com a presença de 

comorbidades infecciosas, recaída e óbito em indivíduos diagnosticados 

com LLA. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 TIPO DE ESTUDO 
 

O desenho do estudo abrangeu duas abordagens epidemiológicas. A 

primeira foi um estudo do tipo transversal, onde avaliou-se a associação dos 

SNPs com a LLA, utilizando assim, dois grupos: o grupo caso (pacientes 

diagnosticados com Leucemia Linfoide Aguda) e um grupo controle (indivíduos 

que não possuem diagnóstico de doenças hematológicas). Enquanto a 

segunda analisou a influência dos SNPs com as variáveis sociodemográficas, 

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

 

3.2 COMITÊ DE ÉTICA  
 

  As amostras controles utilizadas nesse projeto foram obtidas de projetos 

aprovados pelos Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) intitulados “Identificação 

e Seleção de Peptídeos Miméticos Reativos aos soros de pacientes HCV+ e 

sua influência no desenvolvimento da fibrose hepática in vitro” e “Avaliação do 

perfil Celular, humoral e molecular em doadores de sangue com sorologia 

reativa ao vírus da hepatite B (HBV) na Cidade de Manaus”, coordenados pela 

Dra. Adriana Malheiro Alle Marie e Dra. Laura Patrícia Viana Chaves, 

respectivamente. Ambos os projetos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 
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Pesquisa da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas sob os respectivos números de CAAE: 49652815.8.0000.0009 e 

CAAE 0024.112.000-10 (Apêndice 04 e 05).  

   Quanto ao grupo de caso, as amostras foram disponibilizadas pela 

DNAteca do laboratório de tipagem de HLA da Fundação 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 

Guimarães da Costa, com número do parecer 3.393.207 (Apêndice 06). 

3.3 AMOSTRAGEM 
 

 Neste estudo foram utilizadas um total de 339 amostras, segregadas 

em dois grupos: Grupo caso, com 152 amostras biológicas de pacientes com 

LLA, diagnosticados por avaliação do mielograma e imunofenotipagem celular, 

estando criopreservadas na biblioteca de DNA do laboratório de tipagem de 

compatibilidade, coletadas no período de 2010 a 2017 e; Grupo controle, com 

187 amostras de candidatos a doação de sangue com sorologia negativa para 

os patógenos pesquisados na doação de sangue (HBV, HCV, HIV, HTLV, 

Sífilis, Malária e Doença de Chagas), coletadas no período de janeiro a 

dezembro de 2015.  

Todas as amostras biológicas utilizadas no estudo são procedentes do 

Estado do Amazonas, localizado na região Norte do Brasil, armazenadas na 

Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM). O HEMOAM está localizado na capital do estado, Manaus, sendo 

responsável por todas as atividades relacionadas a hematologia e hemoterapia 

no estado do Amazonas, além de atender pacientes oriundos de outras regiões 

da Amazônia brasileira. 

3.4 CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE 

3.4.1 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO  
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      Para o grupo de caso foram considerados como critérios de inclusão 

pacientes de faixa etária geral, ambos os sexos, não aparentados, que 

apresentarem o diagnóstico de Leucemia Linfoide Aguda por meio da técnica 

de imunofenotipagem e possuírem amostras criopreservadas na DNAteca do 

laboratório de tipagem de HLA da Fundação HEMOAM. Quanto ao grupo 

controle, foram inclusos indivíduos que não apresentarem diagnóstico de 

doenças hematológicas e que forem candidatos à doação de sangue na 

Fundação HEMOAM e testes sorológicos e moleculares padrão negativos. 

 

3.4.1 CRITÉRIOS DE NÃO INCLUSÃO  
  

  Foram cessados do estudo portadores de qualquer outra doença 

hematológica. 

3.5 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
 

Foram excluídas amostras de DNA insuficientes ou com baixa 

concentração sendo inviável para análise, pacientes que apresentarem 

histórico de transplante medular, infecções clínicas antes da quimioterapia e 

portadoras de imunodeficiência adquirida.     

3.6 COLETA DE DADOS 

 

      A coleta de dados clínicos e demográficos foi realizada com o apoio da 

equipe do Sistema de Atendimento Médico e Estatístico (SAME) do HEMOAM. 

Os dados foram extraídos a partir de prontuários físicos e eletrônicos. As 

informações como gênero, idade, hemograma, presença de comorbidades 

Doenças infecciosas (ex. Citomegalovírus, toxoplasmose, rubéola, varicela, 

doenças parasitárias, dentre outros), recaída e óbito. 

3.7 COLETA DE AMOSTRAS 
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      As amostras de DNA dos pacientes foram obtidas da DNAteca do 

laboratório de tipagem de HLA da Fundação HEMOAM, coletadas no período 

de 2010 a 2017. A coleta foi realizada por punção venosa de aproximadamente 

4mL de amostra de sangue em tubos com sistema a vácuo, contendo EDTA 

(BD Vacutainer® EDTA K2) com diagnóstico confirmado pela técnica de 

citometria de fluxo. Quanto as amostras do grupo controle foram coletados 

aproximadamente 12 mL de sangue periférico por punção venosa em tubos 

com sistema a vácuo, contendo EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2), Citrato de 

Sódio (BD Vacutainer® de Citrato de Sódio Tamponado) e com Gel separador 

(Gel BD SST® II Advance®) para a realização do Hemograma, Testes 

Bioquímicos e Sorologias, respectivamente. 

3.8 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO DNA 
 

      A extração do DNA genômico das amostras de sangue (grupo de caso) 

da DNAteca do laboratório de tipagem de HLA da Fundação HEMOAM, foi 

realizada com o illustra triplePrep Kit® Genomicprep DNA Extration (GE 

Healthcare Life Sciences) e pelo BIOPUR Kit extração Mini Spin plus® (Mobius 

Life Science) seguindo as orientações descritas no protocolo do fabricante. 

Quanto as amostras do grupo de caso, foram extraídas utilizando o Kit QIAmp 

DNA (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA), seguindo as orientações descritas no 

protocolo do fabricante. Após a extração o material genético de ambos os 

grupos de estudo, foram quantificadas em equipamento NanoDrop 2000c 

(Thermo Fisher Scientic Inc) para análise da concentração dos ácidos 

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 Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR) associada à discriminação alélica feita pela 
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análise de polimorfismos por Fragmentos de Restrição (RFLP) no Laboratório 

de Genômica 1 e 2 da Fundação HEMOAM. 

 

3.9.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP) 
 

A PCR foi realizada utilizando primers e ciclagens específicas (tabela 

2). Em seguida, foi realizada a reação de restrição através da técnica de PCR-

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

amplificação 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 (Apêndice 03). 

 

Tabela 2: Descrição das sequências dos primers, ciclagens e enzimas de restrição dos 

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

 *rs: Sequência Referente; #F: Forward; ¥R: Reverse. 

 

SNPs 
Sequência de Primers 

(5’- 3’) 
Protocolo de PCR 

Enzima de 

Restrição 

rs5743618 

(TLR1) 

Forward: 

GGAAAGTTATAGAGGAACCCT 

Reverse: 

CTTCACCCAGAAAGAATCGTGCC 

1 ciclo a 95°C por 5’,  

40 ciclos de 95°C por 30’’,  

55°C por 30’’ e 72°C por 30’’,  

1 ciclo de 72°C por 7’ 

AluI 

rs4986790 

(TLR4) 

Forward: 

GATTAGCATACTTAGACTACCTCCATG 

Reverse: 

GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC 

1 ciclo a 950C por 5’,  

40 ciclos de 950C por 30’’,  

560C por 30’’ e 720C por 30’’ 

1 ciclo de 720C por 7’ 

NcoI 

rs4986791 

(TLR4) 

Forward: 

GGTTGCTGTTCTCAAAGTTTTGGGAGAA 

Reverse: 

ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT 

1 ciclo a 950C por 5’,  

40 ciclos de 950C por 15’’,  

600C por 15’’ e 720C por 30’’ 

1 ciclo de 720C por 7’ 

Hinf-I 

rs5744105 

(TLR5) 

Forward: 

GGTAGCCTACATTGATTTGC 

Reverse: 

GAGAATCTGGAGATGAGGTACCCG 

1 ciclo a 95°C por 5’, 

 40 ciclos de 95°C por 30’’,  

62°C por 30’ e 72°C por 30’’,  

1 ciclo de 72°C por 7’ 

DdeI 

rs5743810 

(TLR6) 

Forward: 

GCATTTCCAAGTCGTTTCTATGT 

Reverse: 

GCAAAAACCCTTCACCTTGTT 

1 ciclo a 95°C por 5’.  

40 ciclos de 95°C por 30’’,  

63°C por 30’’ e 72°C por 30’’,  

1 ciclo de 72°C por 7’ 

AvaII 

rs187084 

(TLR9) 

Forward: 

CTGCTTGCAGTTGACTGTGT 

Reverse: 

ATGGGAGCAGAGACATAATGGA 

1 ciclo a 95°C por 5’,  

40 ciclos de 95°C por 30’’,  

59°C por 30’’ e 72°C for 45’’,  

1 ciclo de 72°C por 7’ 

BstNI 

rs5743836 

(TLR9) 

Forward: 

TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT 

Reverse: 

TGCCCAGAGCTGACTGCTGG 

 1 ciclo a 95°C por 5’,  

40 ciclos de 95°C por 30’’,  

59°C por 30’’ e 72°C por 30’’, 72°C por 

7’ 

AflII 

rs2569191 

(CD14)          

Forward: 

GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 

Reverse: 

GCCTCTGACAGTTTATGTAATC 

1 ciclo a 94ºC por 5’,  

35 ciclos de 94ºC por 30’’,  

64ºC por 30’’ e 72ºC por 1’ 

1 ciclo 72ºC por 10’ 

Ava II 
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Após a amplificação do DNA, o amplicon foi submetido à técnica de RFLP, 

onde produto da PCR foi digerido com as enzimas de restrição AluI, NcoI, Hinf-

I, DdeI, AvaII, BstNI, AflII, 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 restrição da região referente ao SNP, em 

seguida as amostras foram submetidas a incubação em overnight no 

termobloco (ThermoStat plus, Eppendorf) às temperaturas correspondentes ao 

polimorfismo (Apêndice 03). 

3.10 ELETROFORESE:  
 

      O produto da PCR-RFLP foi analisado por eletroforese em gel de 

agarose em Tampão TBE 1X (Tris-borato-EDTA), corado com Brometo de 

Etídeo e visualizados por fluorescência 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 

fotodocumentação (figura 5), protocolo descrito no Apêndice 03. 

 

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

Polimorfismos Fragmentos Agarose % Marcador(pb) 

TLR1 I602S (rs5743618) 
T: 280 

G: 151+129 
3% 100pb 

TLR4 A299G (rs4986790) 
A: 259 

G: 239+20 
4% 100pb 

TLR4 T399I (rs4986791) 
C: 147 

T: 96+51 
4% 100pb 

TLR5 R392S (rs5744105) 
C: 277pb 

T: 186+91 
3% 50pb 

TLR6 S249P (rs5743810) 
C: 210 

T: 160+50 
3% 50pb 

TLR9 -1237C/T (rs187084) 
C: 108+27 

T: 60+48+27 
4% 50pb 

TLR9 -1486C/T (rs5743836) 
C: 145 

T: 111+34 
4% 50pb 

CD14 -159 (rs2569191) 
C: 497 

T: 353+144 
2% 100pb 

                           *rs: Sequência de Referência; #bp: Pares de bases. 
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Figura 5: Análise dos Polimorfismo TLRs e CD14 em Pacientes com LLA por PCR-RFLP. 
Eletroforese em Gel de Agarose corados com brometo de etídio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo pessoa 
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3.11 ANÁLISE DESCRITIVA E ESTATÍSTICA: 

 

      As variáveis sociodemográficas foram tabuladas e armazenadas no 

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

estatística e descritiva foi realizada utilizando o Stata v.13 (StataCorp LP, 

CollegeStation, TX, EUA) e GraphPadPrism v.5 (San Diego, CA, EA), com 

níveis de significância de 5%. A comparação entre os grupos foi realizada pelo 

teste do qui-quadrado (χ2) ou teste exato de Fisher, com intervalo de confiança 

de 95% (IC95%). O modelo de regressão logística univariada foi utilizado para 

investigar a associação entre polimorfismos com a ocorrência de LLA e a 

presença de comorbidades infecciosas, recaída e óbito nos pacientes. O 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado pela comparação das 

frequências observadas e esperadas dos genótipos e alelos estudados e foi 

aplicado nos dois grupos pelo site http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwa1.pl. 
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RESUMO 
A leucemia linfoblástica aguda (LLA) é a neoplasia hematológica mais comum 
e a principal causa de mortalidade na infância. Polimorfismos de Nucleotídeo 
Único (SNPs) em moléculas-chave do sistema imunológico, como os 
receptores Toll-Like, estão associados ao desenvolvimento de várias doenças, 
todavia, é desconhecido seu papel na LLA. Nesse estudo, descrevemos a 
frequência dos polimorfismos nos genes dos receptores Toll-Like em pacientes 
com leucemia linfoblástica aguda e sua associação com o prognóstico clínico. 
Um estudo caso-controle foi realizado com 152 amostras de DNA de pacientes 
com LLA e 187 amostras de indivíduos sem a doença (grupo controle). A 
discriminação genotípica e alélica foi realizada pelo método Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) dos SNPs 
TLR1 S602I (rs5743618), TLR4 A299G e I399T (rs4986790 e rs4986791), 
TLR5 R392S (rs5744105), TLR6 S249P (rs5743810), TLR9 -1237C/T e -
1486C/T (rs5743836 e rs187084) e molécula CD14 -159 (rs2569191). A análise 
descritiva e estatística foi realizada com os softwares Microsoft Excel 2013 e 
GraphPadPrism v.5.0. O genótipo C/C  do polimorfismo -1486 C/T (TLR9) foi 



45 

 

 

associado com o risco de desenvolvimento de leucemia linfoblástica 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/C OR 
= 2.2, [IC 95%: 1.2–4.1, p = 0,006]). Além disso, o genótipo TT do SNP -1486 
C/T (TLR9) foi associado com a presença de comorbidades ao diagnóstico 
(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 presença de comorbidades 
infecciosas na leucemia linfoblástica aguda.  
 
Palavras-Chave: Leucemia infantil, Sistema Imunológico, Receptores do Tipo 
Toll-Like, Polimorfismo de Nucleotídeo Único. 
 
 
 

1. INTRODUÇÃO 

  As leucemias são uma das principais causas de morte por câncer no 

mundo, com aumento significativo do número de casos entre os anos de 1990 

a 2018 (variando de 297.000 para 437.033 casos)1. No Brasil, é esperado para 

o triênio 2020-2022, aproximadamente 10.810 casos novos em ambos os 

sexos2. Na região Norte do país, as leucemias são o quinto tipo de câncer 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 Linfoblástica Aguda (LLA) 2–4.  

  A LLA é o subtipo mais comum na infância sendo responsável pela 

maior taxa de mortalidade infantil na faixa etária de 0 a 15 anos3–5. O 

processo neoplásico é decorrente de erros genéticos que contribuem para o 

bloqueio da maturação das células e consequente acúmulo de clones 

leucêmicos (blastos) no microambiente medular. Sua etiologia ainda é 

desconhecida, no entanto, alguns fatores de riscos são associados, dentre 

eles, fatores ambientais, genéticos e infecciosos6,7. 

  Evidências de estudos anteriores sugerem que a LLA esteja relacionada 

a um déficit na regulação do sistema imunológico no início da infância8–13. 

Além disso, sugere-se que polimorfismos ou variações genéticas nos genes de 

moléculas importantes no desenvolvimento e progressão de doenças, podem 

se mostrar fatores importantes no aumento de diferenças biológicas 
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intrínsecas, influenciando em resultados clinicamente distintos e conferindo 

suscetibilidade genética ao câncer14,15.  

  O sistema imunológico compara-se à uma via com duas rotas prováveis, 

onde a regulação adequada proporciona longevidade e proteção contra 

doenças infecciosas e cancerígenas, enquanto que alterações em moléculas 

responsáveis pela expressão ou sinalização das células associadas ao sistema 

imunológico podem induzir processos autoimunes e carcinogênicos, dentre 

eles, as neoplasias hematopoéticas16–18.  

  Os receptores Toll-Like compõem a principal família de receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs) do sistema imunológico inato, envolvido no 

combate a patógenos e inflamação, reconhecendo padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) e danos (DAMPs) e modulando a resposta 

imunológica com a ativação de células que medeiam a resposta imune. Além 

disso, os TLRs são moléculas vitais na regulação da ativação da imunidade 

adaptativa e essências na prevenção e cura do câncer 19–22. 

  Pesquisas referentes a variações genéticas no grupo de genes dos 

TLRs, são vistos como fatores de risco para o câncer de próstata, colo retal, 

além de linfomas não-hodgkin de células B 14,23–26. Polimorfismos de 

Nucleotídeo Único (SNPs) nos genes dos TLRs podem levar a alterações no 

sistema imunológico e variações foram identificadas em diferentes tipos de 

tumores, tanto tumores sólidos como na transformação maligna 

hematológica18,20–23. No entanto, o papel de genes imunogênicos que 

desempenham papel crucial na LLA, ainda são 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 frequência desses polimorfismos na 

doença e influência no prognostico clínico. Esse é o primeiro estudo a relatar a 

associação de SNPs na via dos receptores Toll-Like em pacientes com 

leucemia linfoblástica aguda da Amazônia brasileira. 
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2.MATERIAL E MÉTODOS 

2.1Características das Amostras 

  O estudo caso-controle foi realizado no Estado do Amazonas, região 

Norte do Brasil, com amostras biológicas coletadas durante os anos de 2010 a 

2017 na Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(HEMOAM). O HEMOAM está localizado na capital do estado, Manaus, sendo 

responsável por todas as atividades relacionadas a hematologia e hemoterapia 

no estado do Amazonas, além de atender pacientes oriundos de outras regiões 

da Amazônia brasileira. 

  Foram utilizadas um total de 339 amostras, segregadas em dois grupos: 

Grupo caso, com 152 amostras biológicas de pacientes com LLA, 

diagnosticados por avaliação do mielograma e imunofenotipagem celular, 

estando criopreservadas na biblioteca de DNA do laboratório de tipagem de 

compatibilidade e; Grupo controle, com 187 amostras de candidatos a doação 

de sangue com sorologia negativa para os patógenos pesquisados na doação 

de sangue (HBV, HCV, HIV, HTLV, Sífilis, Malária e Doença de Chagas).  

  Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Fundação Hospitalar de Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM), sob o 

número de parecer 3.393.207/2019. 

2.2Coleta de Dados dos Pacientes com LLA 

A coleta de dados clínicos e demográficos foi realizada com o apoio da 

equipe do Sistema de Atendimento Médico e Estatístico (SAME) do HEMOAM. 

Os dados foram extraídos a partir de prontuários físicos e eletrônicos. As 

informações como gênero, idade, hemograma, presença de comorbidades 

(Doenças infecciosas e outros), recaída e óbito. 

2.3Coleta de dados e amostras do grupo controle  

Inicialmente foi aplicado questionário clinico-epidemiológico e 

posteriormente coletados aproximadamente 12mL de sangue periférico por 

punção venosa em tubos com sistema a vácuo contendo EDTA e com Gel 
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Separador (Gel BD SST® II Advance) para a realização de hemograma, testes 

bioquímicos e sorologia, respectivamente. 

2.4Genotipagem dos polimorfismos nos genes do TLR1, TLR4, TLR5, 

TLR6, TLR9 e CD14 

  Os SNPs TLR1 I602S (rs5743618), TLR4 A299G (rs4986790), TLR4 

T399I (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 restrição por reação em cadeia da polimerase 

(PCR-RFLP) para a discriminação de genótipos e alelos descritos 

anteriormente(84). Para a PCR-RFLP, incialmente foi feita a extração do DNA 

com o illustra triplePrep Kit® Genomicprep DNA Extration (GE Healthcare Life 

Sciences), BIOPUR Kit extração Mini Spin plus® (Mobius Life Science) e 

QIAmp DNA kit (QIAGEN, Chatsworth, CA, USA) para os grupos caso e 

controle, respectivamente. Em seguida, foi realizada a reação de PCR com 2μL 

de DNA genômico (20ng) adicionado a 23μL de mistura de amplificação 

contendo 0,1μL de polimerase taq de platina (2UI), 2,5μL de tampão 10x 

(continha 100 mmol/L Tris-HCl [pH 8,3] e 500mmol/L KCL), 2μL de MgCl2 

(1,5mmol/L), 1μL de dNTPs (40mmol/L), 0,25μL cada de iniciador Forward e 

reverso (0,25pmol/L) e 16,9μL de água ultrapura. Um total de 10μL de produto 

de PCR foi digerido com 5U da respectiva endonuclease de restrição (New 

England Biolabs) e 10x tampão enzimático de acordo com as instruções do 

fabricante. Os iniciadores, condições de ciclo de PCR e endonucleases de 

restrição são mostrados na tabela suplementar 1. Os fragmentos gerados por 

PCR-RFLP foram separados por eletroforese em gel de agarose a 3-4% corado 

com Coloração em Gel de Ácido Nucleico GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, 

EUA) e visualizados no transiluminador UV light Gel + DocXR System (Bio-Rad 

Corporation, Hercules, CA, EUA) com sistema de documentação fotográfica. 

2.5Análises de dados e Estatística 

  As variáveis sociodemográficas foram tabuladas e armazenadas no 

banco de dados criado com o software Microsoft Excel® v.2013. A análise 
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estatística e descritiva foi realizada utilizando o Stata v.13 (StataCorp LP, 

CollegeStation, TX, EUA) e GraphPadPrism v.5 (San Diego, CA, EA), com 

níveis de significância de 5%. A comparação entre os grupos foi realizada pelo 

teste do qui-quadrado (χ2) ou teste exato de Fisher, com intervalo de confiança 

de 95% (IC95%). O modelo de regressão logística univariada foi utilizado para 

investigar a associação entre polimorfismos com a ocorrência de LLA e a 

presença de comorbidades infecciosas, recaída e óbito nos pacientes. O 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado pela comparação das 

frequências observadas e esperadas dos genótipos e alelos estudados e foi 

aplicado nos dois grupos pelo site http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwa1.pl.  

 
3. RESULTADOS 

3.1 Características gerais da população de estudo 

  Na Tabela 1, estão descritas as características epidemiológicas e 

clínicas da população em estudo. A idade mediana foi de 30 anos para o grupo 

controle e de 12 anos para o grupo de caso. Foi observado predomínio do sexo 

masculino em ambos os grupos (controle e caso), 133 (71%) e 95 (62%). 

Quanto a presença de comorbidades, 69 (45%) apresentaram comorbidade 

durante o diagnóstico, sendo 66 (96%) de etiologia infeciosa (ex. 

Citomegalovírus, toxoplasmose, rubéola, varicela, doenças parasitárias, dentre 

outros). Um total de 114 (75%) pacientes recaíram durante o período de 

tratamento e 67 (44%) foram a óbito (Tabela 1). Além disso, os pacientes 

apresentaram mediana da concentração de hemoglobina de 8.6 g/dL, 

hematócrito 25.1 g/dL, leucócitos 9.435/mm3 e plaquetas em 58.000/mm3. 
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Tabela 1: Características epidemiológicas e clínicas da população em estudo. 

Variáveis 

Grupo 
Controle 

Casos 
LLA 

(n = 187) (n = 152) 

Idade, ano (mediana [IQR*]) 30 [23-39] 12 [4-18] 

Gênero   

Masculino, n (%) 133 (71%) 95 (62%) 

Feminino, n (%) 54 (29%) 57 (38%) 

Comorbidades -  

Sim n (%) - 69 (45%) 

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

       Outras, n (%) - 3 (4%) 

Não, n (%) - 83 (55%) 

Recaída -  

Sim, n (%) - 114 (75%) 

Não, n (%) - 38 (25%) 

Óbito -  

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

Não, n (%) - 85 (56%) 

Hemoglobina, g/dL (mediana [IQR]) - 8.6 [6.5-10.1] 

Hematócrito, % (mediana [IQR]) - 25.1 [20.2-30.7] 

Leucócitos, unid x 103/mm3 (mediana [IQR]) - 9.435 [3.388-57.850] 

Plaquetas, unid x 106/mm3 (mediana [IQR]) - 58.000 [24.000-152.800] 

   *IQR: Intervalo Interquantil. 

 

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

Aguda 

  Na Tabela 2, estão descritas as distribuições genotípicas e alélicas dos 

SNPs em estudo. Foi observada uma diferença significativa na distribuição 

dessas frequências entre o grupo caso e controle no SNP TLR9 -1486 C/T. O 

genótipo homozigoto selvagem (C/C) referente ao SNP -1486 C/T  sugeriu um 

risco aumentado em duas vezes para o desenvolvimento da 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]). Entretanto, não observamos associação 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:  Associação dos polimorfismos TLRs e CD14 com pacientes com Leucemia 
Linfoide Aguda. 

Polimorfismo, 

Genótipo / Alelo 

Grupo Controle Casos LLA 
OR** (*IC 95%) (p) valor*  

(n = 187) (n = 152) 

TLR1 I602S (rs5743618) 

T/T 100 (54%) 88 (58%) 1,2 (0,8-1,8) 0,45 T/T vs T/G + G/G 

T/G 72 (39%) 53 (35%) 1,2 (0,8-1,9) 0,49 T/T vs T/G 

G/G 15 (7%) 11 (7%) 1,2 (0,5-2,8) 0,68 T/T vs G/G 

T 272 (73%) 229 (75%) 
1,1 (0,8-1,6) 0,49 

 

G 102 (27%) 75 (25%)  

TLR4 A299G (rs4986790) 

A/A 177 (95%) 144 (95%) 1,0 (0,4-2,6) 0,97 A/A vs A/G + G/G 

A/G 10 (5%) 7 (4%) 1,2 (0,4-3,1) 0,77 A/A vs A/G 

G/G - 1 (1%) - - - 

A 364 (97%) 295 (97%) 
1,1 (0,4-2,8) 0,82 

 

G 10 (3%) 9 (3%)  

TLR4 T399I (rs4986791) 

C/C 180 (97%) 144 (95%) 1,4 (0,5-4,0) 0,60 C/C vs C/T + T/T 

C/T 7 (3%) 7 (4%) 1,2 (0,4-3,6) 0,79 C/C vs C/T 

T/T - 1 (1%) - - - 

C 367 (98%) 295 (97%) 
1,6 (0,6-4,3) 0,45 

 

T 7 (2%) 9 (3%)  

TLR5 R392S (rs5744105) 

R/R 177 (95%) 143 (94%) 1,1 (0,4-2,8) 0,82 R/R vs R/S 

R/S 10 (5%) 9 (6%) - - - 

S/S - - - - - 

R 364 (97%) 295 (97%) 
1,1 (0,4-2,8) 0,82 

 

S 10 (3%) 9 (3%)  

TLR6 S249P (rs5743810) 

T/T 125 (67%) 107 (70%) 1,2 (0,7-1,9) 0,56 T/T vs C/T + C/C 

C/T 57 (30%) 37 (24%) 1,3 (0,8-2,1) 0,27 T/T vs C/T 

C/C 5 (3%) 8 (6%) 0,5 (0,2-1,7) 0,39 T/T vs C/C 

T 307 (82%) 251 (83%) 
1,0 (0,7-1,5) 0,92 

 

C 67 (18%) 53 (17%)  

TLR9 -1237 C/T (rs5743836) 

C/C 121 (65%) 112 (74%) 1,5 (1,0-2,4) 0,08 C/C vs C/T + T/T 

T/C 66 (35%) 39 (25%) 1,6 (1,0-2,5) 0,08 C/C vs C/T 

T/T - 1 (1%) - - - 

C 308 (82%) 263 (87%) 
1,4 (0,9-2,1) 0,17 

 

T 66 (18%) 41 (13%)  

TLR9 -1486 T/C (rs187084) 

T/T 61 (33%) 52 (34%) 2,0 (1,1-3,6) 0,01 T/T+C/T vs C/C 

C/T 102 (55%) 65 (43%) 1,7 (0,9-3,2) 0,11 T/T vs C/C 

C/C 24 (12%) 35 (23%) 2,3 (1,2-4,2) 0,00 C/T vs C/C 

T 224 (60%) 169 (56%) 
1,2 (0,9-1,6) 0,27 

 

C 150 (40%) 135 (44%)  

CD14 -159 (rs2569191) 

C/C 55 (29%) 40 (26%) 1,2 (0,7-1,9) 0,55 C/C vs C/T + T/T 

C/T 93 (50%) 85 (56%) 1,2 (0,8-2,1) 0,44 C/C vs C/T 

T/T 39 (21% 27 (18%) 1,0 (0,5-1,8) 1,00 C/T vs T/T 

C 203 (54%) 165 (54%) 
1,0 (0,7-1,4) 1,00 

 

T 171 (46%) 139 (46%)  

*IC: Intervalo de Confiança; **OR: Odds Ratio. 
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3.3 Associação dos Polimorfismos em TLR9 -1486C/T com 

Comorbidades Infecciosas em Pacientes com Leucemia Linfoide Aguda 

 Na Figura 1, observa-se a distribuição da frequência dos genótipos entre 

as variáveis clínicas estudadas (comorbidades infecciosas, recaída e óbito no 

grupo caso. Tabela 3 resume os dados de associação dos polimorfismos com 

as variáveis clínicas. Pacientes com LLA com o genótipo T/T do SNP -1486 C/T  

(TLR9) apresenta um risco de duas vezes mais chances de possuírem 

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 variáveis recaída e óbito, não foi observada 

associação com os SNPs em estudo. Na Tabela 4, é possível observar que não 

foi encontrada associação dos alelos com as variáveis clínicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

 

Figura 1: Distribuição das frequências dos genótipos TLRs e CD14 entre as variáveis clínicas em pacientes com Leucemia Linfoide Aguda. 

                   

Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 3:  Associação dos genótipos TLRs e CD14 com comorbidades (doenças 
infecciosas), recaída e óbito em pacientes com Leucemia Linfoide Aguda. 

Polimorfismo 

Subgrupos LLA  
 

Comorbidades Recaída Óbito 

OR (IC 95%) 
(p) 

valor 
OR (IC 95%) 

(p) 

valor 
OR (IC 95%) 

(p) 

valor 

 

TLR1 
I602S 

(rs5743618) 

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. T/G + G/G 

1,8 (0,9-3,6) 0,12 1,0 (0,5-2,3) 1,00 1,6 (0,8-3,3) 0,22 T/T vs. T/G 

0,9 (0,2-3,4) 1,00 1,1 (0,3-4,6) 1,00 1,3 (0,4-4,6) 0,76 T/T vs. G/G 

 

TLR4 

A299G 

(rs4986790) 

5,8 (0,7-48,1) 0,14 1,9 (0,4-8,2) 0,41 1,3 (0,3-5,3) 0,73 A/A vs. A/G + G/G 

4,9 (0,6-42,1) 0,14 2,3 (0,5-10,9) 0,37 1,7 (0,4-7,9) 0,70 A/A vs. A/G 

- - - - - - - 

T399I 

(rs4986791) 

1,7 (0,4-6,5) 0,50 3,2 (0,8-13,6) 0,11 2,5 (0,5-12,7) 0,47 C/C vs. C/T + T/T 

2,2 (0,5-9,7) 0,30 4,3 (0,9-20,2) 0,07 2,1 (0,4-11,0) 0,46 C/C vs. C/T 

- - - - - - - 

 

TLR5 
R392S 

(rs5744105) 

3,3 (0,7-16,0) 0,19 2,8 (0,3-23,1) 0,45 1,0 (0,3-3,9) 1,00 R/R vs. R/S 

- - - - - - - 

- - - - - - - 

 

TLR6 
S249P 

(rs5743810) 

1,2 (0,6-2,4) 0,72 1,1 (0,5-2,5) 0,84 1,4 (0,7-2,9) 0,37 T/T vs. C/T + C/C 

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/T vs. C/T 

2,5 (0,8-7,9) 0,15 - - 6,1 (0,7-51,7) 0,07 T/T vs. C/C 

 

TLR9 

-1237 C/T 

(rs5743836) 

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/C vs. C/T + T/T 

1,0 (0,5-2,2) 1,00 1,2 (0,5-2,8) 0,67 1,5 (0,7-3,3) 0,27 C/C vs. T/C 

- - - - - - - 

-1486 T/C 

(rs187084) 

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 + C/T vs. C/C 

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/T vs. C/T 

2,1 (0,9-4,8) 0,10 1,0 (0,4-2,8) 1,00 1,9 (0,8-4,6) 0,19 T/T vs. C/C 

 

CD14 
-159 

(rs2569191) 

1,5 (0,7-3,2) 0,27 1,3 (0,6-2,8) 0,67 1,1 (0,5-2,2) 1,00 C/C vs. C/T + T/T 

1,6 (0,7-3,4) 0,25 1,6 (0,7-3,7) 0,37 1,1 (0,5-2,4) 0,85 C/C vs. C/T 

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/C vs. T/T 
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Tabela 4:  Associação dos alelos TLRs e CD14 com comorbidades (doenças infecciosas), recaída e óbito em pacientes com Leucemia 
Linfoide Aguda.

Polimorfismo 

PARÂMETROS CLÍNICOS 

COMORBIDADES RECAÍDA ÓBITO 

NÃO 

(N=83) 

SIM 

(N=66) 

OR  

(IC 95%) 

(p) 

valor 

NÃO 

(N=38) 

SIM 

(N=114) 

OR  

(IC 95%) 

(p) 

valor 

NÃO 

(N=85) 

SIM 

(N=67) 

OR  

(IC 95%) 

(p) 

valor 

TLR1 
I602S 

(rs5743618) 

T 127 (77%) 95 (72%) 1,2 

(0,8-2,1) 
0,42 

57 (75%) 172 (75%) 1,0 

(0,6-1,9) 
0,94 

126 (74%) 103 (77%) 1,2 

(0,7-2,0) 
0,60 

G 39 (23%) 37 (28%) 19 (25%) 56 (25%) 44 (26%) 31 (23%) 

 

TLR4 

A299G 

(rs4986790) 

A 158 (95%) 131 (99%) 6,6 

(0,8-53,8) 
0,05 

73 (96%) 222 (97%) 1,5 

(0,4-6,2) 
0,70 

165 (97%) 130 (97%) 1,0 

(0,3-3,9) 
1,00 

G 8 (5%) 1 (1%) 3 (4%) 6 (3%) 5 (3%) 4 (3%) 

T399I 

(rs4986791) 

C 166 (97%) 127 (96%) 1,3 

(0,4-4,6) 
0,75 

72 (95%) 223 (98%) 2,5 

(0,6-9,5) 
0,23 

163 (96%) 132 (99%) 2,8 

(0,6-13,9) 
0,31 

T 5 (3%) 5 (4%) 4 (5%) 5 (2%) 7 (4%) 2 (1%) 

 

TLR5 
R392S 

(rs5744105) 

R 158 (95%) 130 (98%) 3,2 

(0,7-15,8) 
0,19 

75 (99%) 220 (96%) 2,7 

(0,3-22,2) 
0,46 

165 (97%) 130 (97%) 1,0 

(0,3-3,9) 
1,00 

S 8 (5%) 2 (2%) 1 (1%) 8 (4%) 5 (3%) 4 (3%) 

 

TLR6 
S249P 

(rs5743810) 

T 138 (83%) 102 (77%) 1,5 

(0,8-2,6) 
0,24 

12 (16%) 41 (18%) 1,2 

(0,6-2,4) 
0,73 

135 (79%) 116 (87%) 1,7 

(0,9-3,1) 
0,13 

C 28 (12%) 30 (23%) 64 (84%) 187 (82%) 35 (21%) 18 (13%) 

 

TLR9 

-1237 C/T 

(rs5743836) 

C 145 (87%) 114 (86%) 1,1 

(0,6-2,1) 
0,86 

65 (86%) 198 (87%) 1,1 

(0.5-2.4) 
0,85 

145 (85%) 118 (88%) 1,3 

(0,6-2,5) 
0,50 

T 21 (13%) 18 (14%) 11 (14%) 30 (13%) 25 (15%) 16 (12%) 

-1486 T/C 

(rs187084) 

T 77 (46%) 76 (58%) 1,6 

(1,0-2,5) 
0,06 

42 (55%) 127 (56%) 1,0 

(0,6-1,7) 
1,00 

88 (52%) 81 (60%) 1,4 

(0,9-2,3) 
0,13 

C 89 (54%) 56 (42%) 34 (45%) 101 (44%) 82 (48%) 53 (40%) 

 

CD14 
-159 

(rs2569191) 

C 86 (52%) 74 (56%) 1,2 

(0,7-1,9) 
0,48 

42 (55%) 123 (54%) 1,1 

(0,6-1,8) 
0,89 

93 (55%) 72 (54%) 1,0 

(0,7-1,6) 
0,91 

T 80 (48%) 58 (44%) 34 (45%) 105 (46%) 77 (45%) 62 (46%) 
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4. DISCUSSÃO 

O Estado do Amazonas, localizado na região Amazônica do Brasil, é 

conhecido por seu clima tropical e por uma população altamente heterogênea 

exposta a diversos patógenos. Além disso, possui diferentes áreas endêmicas 

para doenças infecciosas, o que poderia contribuir para a modulação da 

resposta imune e consequentemente o desencadeamento de alterações 

fisiológicas, genéticas e hematológicas28. O perfil biológico da LLA ainda é 

pouco conhecido, possuindo padrões diferentes de acordo com as regiões 

geográficas e étnicas do mundo4,28–30.  

Estudos associando as características genéticas de moléculas do 

sistema imunológico em pacientes com canceres hematológicos tem sido 

realizado. Polimorfismos ou variações genéticas nos genes de moléculas 

importantes na resposta imune envolvidas com a progressão de doenças, 

podem se mostrar fatores importantes na amplificação de diferenças biológicas 

intrínsecas, influenciando em resultados clinicamente distintos e conferindo 

suscetibilidade genética ao câncer14,15. Diversos polimorfismos genéticos já 

foram descritos nos TLRs capazes de alterar o equilíbrio entre citocinas pró e 

anti-inflamatórias, modulando o risco de infecção, inflamação crônica e câncer 

em diferentes populações, no entanto, sua relação com a LLA ainda não foi 

totalmente elucidada14,22,31–33. 

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 distribuição dos genótipos dos 

polimorfismos I602S (TLR1), A299G (TLR4), T399I (TLR4), R392S (TLR5), 

S249P (TLR6), -1237 C/T (TLR9), -159 C/T (CD14) com a LLA, não 

encontramos associação. Entretanto, as análises para o SNP -1486 C/T (TLR9) 

sugere que portadores do genótipo 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 diagnóstico (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% CI: 

1.0-4.7, p=0,04]). 

Estudos demonstram que a troca dos nucleotídeos T/C nos SNPs -

1237 e -1486 localizados no promotor do TLR9, é capaz de criar dois locais de 

ligação adicionais para fatores de transcrição, 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 patógenos 

bacterianos, variando assim a suscetibilidade da doença interindividual36–38.  

Pesquisas envolvendo polimorfismos nos genes TLRs na LLA são 

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 não-hodgkin39. Além do mais, os genótipos 

C/T e C/C do polimorfismo TLR9  -1486 C/T, apresentaram associação com o 

aumento do risco de câncer do colo do útero no estado estágio inicial40. Outras 

variantes do TLR9 também vêm sendo descritas como fatores de risco para 

doenças como Linfoma não-hodgkin, câncer 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 doença43. Uma pesquisa em pacientes 

diagnosticados com Leucemia Mielóide Aguda (LMA), demonstrou que o alelo 

C (TLR9 -1237C/T) e T (TLR9 -1486C/T) estavam associados à predisposição 

para a doença. Foi também observado, que o genótipo T/T do polimorfismo -

1486 (TLR9), foi mais frequente em pacientes que apresentavam recaída da 

doença44.  

O genótipo T/T da variante TLR9 2848C/T, apresentou associação com 

o aumento do risco de câncer cervical avançado em uma população do norte 

da Índia45. 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 concordância com os nossos resultados, um estudo envolvendo 

polimorfismos do gene do TLR4 (A299G e T399I) e o risco de LLA, realizado na 

população da Turquia, também não observou associação com a doença47. 

Todavia, um estudo com pacientes com câncer do colo do útero (CRC), relatou 

que o genótipo C/C da variante do TLR4 T399I e os alelos A e G do 

polimorfismo TLR4 A299G podem influenciar no aumento do risco para o 

desenvolvimento da doença40. Além disso, foi mostrado maior frequência dos 

genótipos homozigotos G/G e T/T dos SNPs A299G e T399I em pacientes com 

câncer de colo retal, podendo estar associado como risco para essa doença48. 

Em uma população da Índia ocidental, PANDEY et. al. 40, sugeriram que o 

genótipo heterozigoto (A/G) do SNP A299G presente no gene do TLR4 estaria 

associado a infecção pelo HPV 16/18 e seria um fator risco para o câncer 

uterino. 

Do mesmo modo, nosso estudo com LLA, ao comparar as frequências 

dos genótipos, o homozigoto selvagem também foi o mais frequente em todos 

os polimorfismos dos TLRs, exceto no -1486 (TLR9) e -159 (CD14), porém, não 

demonstrou diferenças significativas. Diferentemente, um estudo realizado no 

Egito, envolvendo o polimorfismo -1237C/T do gene do TLR9, observou uma 

frequência de 58% do genótipo heterozigoto (C/T) e apenas 1% do genótipo 

homozigoto (C/C), essa diferença foi significativa conferindo um risco 

aumentado de aproximadamente quatro vezes maior de desenvolver o linfoma 

não-Hodgkin de células B26. 

Ao analisarmos os SNPs TLRs e CD14 do grupo de pacientes com LLA 

em comparação com as variáveis recaída e óbito, não encontramos 

associação. Entretanto, o estudo apresenta algumas limitações. Devido a 

pequena quantidade de amostras, é necessária a validação com um tamanho 

de amostra maior para confirmar a importância do estudo dos polimorfismos 

nos genes TLRs em pacientes com LLA. 
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5.Conclusão 

Em conclusão, nossos achados sugerem um papel significativo do SNP -

1486C/T (TLR9) no desenvolvimento e presença de comorbidades infecciosas 

na leucemia linfoblástica aguda. Para o nosso conhecimento, este estudo é o 

primeiro a relatar a associação dos polimorfismos nos genes do TLRs e CD14 

com a LLA em indivíduos da Amazônia brasileira. Os TLRs são importantes 

para o reconhecimento de PAMPs e DAMPs, induzindo as células a produzirem 

moléculas inflamatórias e ativando a resposta imunológica. No entanto, estudos 

adicionais com maior tamanho amostral devem ser considerados para validar 

esses resultados. 
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Tabela Suplementar 1. Descrição das sequências dos primers, ciclagens, 

enzimas de restrição e fragmentos dos polimorfismos do estudo.  

*rs: Referent String; #F: Forward; ¥R: Reverse. 

 

 

 

 

SNPs 
Sequência dos Primers 

(5’- 3’) 
Protocolo PCR  

Enzima de 
Restrição 

Fragmentos 

rs5743618 
(TLR1) 

Forward: 
GGAAAGTTATAGAGGAACCCT 

Reverse: 
CTTCACCCAGAAAGAATCGTGCC 

1 ciclo a 95°C por 5’,  
40 ciclos de 95°C por 30’’,  
55°C por 30’’ e 72°C por 

30’’,  
1 ciclo de 72°C por 7’ 

AluI 
T: 280 
G: 151+129 

rs4986790 
(TLR4) 

Forward: 
GATTAGCATACTTAGACTACCTCCATG 

Reverse: 
GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC 

1 ciclo a 950C por 5’,  
40 ciclos de 950C por 30’’,  

560C por 30’’ e 720C por 30’’ 
1 ciclo de 720C por 7’ 

NcoI 
A: 259 
G: 239+20 

rs4986791 
(TLR4) 

Forward: 
GGTTGCTGTTCTCAAAGTTTTGGGAGAA 

Reverse: 
ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT 

1 ciclo a 950C por 5’,  
40 ciclos de 950C por 15’’,  

600C por 15’’ e 720C por 30’’ 
1 ciclo de 720C por 7’ 

Hinf-I 
C: 147 
T: 96+51 

rs5744105 
(TLR5) 

Forward: 
GGTAGCCTACATTGATTTGC 

Reverse: 
GAGAATCTGGAGATGAGGTACCCG 

1 ciclo a 95°C por 5’, 
 40 ciclos de 95°C por 30’’,  

62°C por 30’ e 72°C por 
30’’,  

1 ciclo de 72°C por 7’ 

DdeI 
C: 277pb 
T: 186+91 

rs5743810 
(TLR6) 

Forward: 
GCATTTCCAAGTCGTTTCTATGT 

Reverse: 
GCAAAAACCCTTCACCTTGTT 

1 ciclo a 95°C por 5’.  
40 ciclos de 95°C por 30’’,  
63°C por 30’’ e 72°C por 

30’’,  
1 ciclo de 72°C por 7’ 

AvaII 
C: 210 
T: 160+50 

rs187084 
(TLR9) 

Forward: 
CTGCTTGCAGTTGACTGTGT 

Reverse: 
ATGGGAGCAGAGACATAATGGA 

1 ciclo a 95°C por 5’,  
40 ciclos de 95°C por 30’’,  

59°C por 30’’ e 72°C for 45’’,  
1 ciclo de 72°C por 7’ 

BstNI 
C: 108+27 
T: 60+48+27 

rs5743836 
(TLR9) 

Forward: 
TATCGTCTTATTCCCCTGCTGGAATGT 

Reverse: 
TGCCCAGAGCTGACTGCTGG 

 1 ciclo a 95°C por 5’,  
40 ciclos de 95°C por 30’’,  
59°C por 30’’ e 72°C por 

30’’, 72°C por 7’ 

AflII 
C: 145 
T: 111+34 

rs2569191 
(CD14)          

Forward: 
GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 

Reverse: 
GCCTCTGACAGTTTATGTAATC 

1 ciclo a 94ºC por 5’,  
35 ciclos de 94ºC por 30’’,  
64ºC por 30’’ e 72ºC por 1’ 

1 ciclo 72ºC por 10’ 

Ava II 
C: 497 
T: 353+144 
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5 CONCLUSÃO 

 A Leucemia Linfoide Aguda vem sendo muito estudada nos últimos 

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

imunológico ainda é pouco compreendido nessa patologia. Frente aos 

resultados do presente estudo, podemos concluir que: 

• O estudo demonstrou evidências de que SNPs nos receptores do tipo 

Toll-Like podem estar associados ao desenvolvimento da LLA; 

• O SNP TLR9 -1486 C/T demonstrou uma diferença na distribuição da 

frequência entre o grupo caso e controle; 

• O genótipo homozigoto selvagem (C/C) referente ao SNP -1486 C/T 

sugeriu um risco aumentado em duas vezes para o desenvolvimento da 

LLA; 

• Pacientes com o genótipo T/T do SNP -1486 C/T (TLR9) apresenta um 

risco de duas vezes mais chances de possuírem comorbidades 

infecciosas ao longo do acompanhamento clinico; 

• Não foram observadas associações significativas dos alelos com as 

variáveis clínicas. 
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7 APÊNDICES 

 

7.1 APÊNDICE 01: EQUIPE DO PROJETO. 
 

Nome 
Carga 
horária 

Função Instituição 
Atividade no 

projeto 

Lilyane de Amorim Xabregas 40h Biomédica UEA/HEMOAM Mestranda 

Allyson Guimarães da Costa 4h Enfermeiro HEMOAM/UEA Orientador 

Adriana Malheiro Alle Marie 4h Bióloga HEMOAM/UFAM Coorientadora 

Maria Gabriela de Almeida 
Rodrigues 

4h Biomédica UEA/FMT-HVD Colaboradora 

Andrea Monteiro Tarragô 4h 
Farmacêutica 
– Bioquímica 

HEMOAM Colaboradora 

Firmino Martins dos Santos 
Neto 

4h 
Graduando em 

Biomedicina 
FAMETRO Colaborador 

Alessandra Pontilho 4h Bióloga USP Colaboradora 

Fabíola Silva Alves 4h Biomédica UEA/HEMOAM Colaboradora 

João Paulo Diniz Pimentel 4h 
Farmacêutico - 

Bioquímico 
HEMOAM Colaborador 

Maria do Perpétuo Socorro 
Sampaio Carvalho 

4h Médica HEMOAM Colaboradora 

Mirian Rodrigues Ribeiro 
Santiago 

4h 
Farmacêutica-

Bioquímica 
HEMOAM Colaboradora 

Nadja Pinto Garcia 4h 
Farmacêutica-

Bioquímica 
UFAM/HEMOAM Colaboradora 

 

7.2   APÊNDICE 02: FINANCIAMENTO DO PROJETO. 
 

Descrição Unidade Valor Unitário Subtotal 

Taq DNA Polimerase 10 R$ 425,00 R$ 4.250,00 

Primes 22 R$ 150,00 R$ 3.300,00 

Enzimas de Restrição 11 R$ 1.000,00 R$ 11.000,00 

Agarose 3 R$ 1.300,00 R$ 3.900,00 

Kit de Extração 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 Âmbito do Programa de Apoio à 
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Consolidação das Instituições Estaduais de Ensino e/ou Pesquisa (PRÓ-

ESTADO), Resolução N° 002/2008, da Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado do Amazonas (FAPEAM). 

 

7.3 APÊNDICE 03: PROTOCOLOS DA PCR-RFLP. 
 

7.3.1  CD14 (-159): 
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7.3.2 TLR1 (I602S): 
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7.3.3 TLR4 (A299G): 
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7.3.4 TLR4 (T399I): 
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7.3.5 TLR5 (R392S): 
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7.3.6 TLR6 (S249P): 
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7.3.7 TLR9 (-1237C/T): 
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7.3.8 TLR9 (-1486C/T): 
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7.4 APÊNDICE 04: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA -CEP-HEMOAM 

(CAAE:49652815.8.0000.0009) – AMOSTRA CONTROLE. 
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7.5 APÊNDICE 05: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA - CEP-HEMOAM 

(CAAE:0024.0.112.000-10) – AMOSTRA CONTROLE. 
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7.6 APÊNDICE 06: DOCUMENTO DE PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA - 

CEP-HEMOAM – AMOSTRA CASO. 
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8 ANEXOS 

8.1 MANUSCRITO SUBMETIDO COMO PRIMEIRO AUTOR. 
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8.2 ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIÓDICOS COMO COLABORADOR. 
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