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RESUMO

Inflamassomas sao mediadores cruciais da resposta inflamatoria, e certos polimorfismos
em genes deste complexo podem influenciar a transcri¢ao de genes alvo e contribuir para
o desenvolvimento e progressao de neoplasias hematologicas. Todavia, sdo escassos os
estudos que exploram essa relagcdo na leucemia linfoblastica aguda (LLA). Dessa forma,
nods realizamos uma revisao bibliografica sobre o papel dos inflamassomas nas leucemias
e revisao sistematica com meta-analise sobre o papel do polimorfismo /LIB -511 no
desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas. Além disso, um estudo caso-controle com
210 pacientes com LLA e 205 individuos saudaveis foi realizado a fim de descrever o
papel dos polimorfismos A/M2 rs1103577, [F116 11633266, CASP1 1s570685 ¢ CARDS
rs2043211A no risco ou protecao para LLA e desfecho clinico. Além disso, também
avaliamos sua influéncia nas concentragdes séricas das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-
12p70 e TNF. A genotipagem foi realizada através da técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR) usando sondas Tagman e a dosagem das citocinas
pela técnica Cytometric Bead Array (CBA). Em nossa revisdo sistematica e meta-analise
nao identificamos associagdo entre o polimorfismo /L/B -511 com o risco de alguma
neoplasia hematoldgica. Por outro lado, em nosso estudo experimental, o modelo
sobredominante do polimorfismo 4/M?2 rs1103577 foi associado a um menor risco ao
desenvolvimento de leucemia linfobléstica aguda em nossa populacdo (ORagj: 0.56 95%
Clagj: 0.35 —0.90, puq=0.003), bem como, o modelo codominante com menor chance de
obito (ORagj: 0.47, 95% Clagj: 0.24 — 0.93, puq=0.018). Nao observamos associa¢do entre
os gendtipos dos polimorfismos em estudo na secre¢ao das citocinas quando avaliadas na
medula Ossea e sangue periférico. Por fim, destacamos que este ¢ o primeiro estudo que
investigou a relacdo dos polimorfismos AIM2 rs1103577, IFI16 rs1633266, CASP1
15570685 ¢ CARDS 152043211 no desenvolvimento e desfecho clinico de pacientes
diagnosticados com LLA da Amazonia Brasileira. Uma compreensao mais profunda das
variagdes genéticas dos genes do complexo inflamassoma nos permitird identificar
biomarcadores moleculares de prognostico precoce e contribuir para o aperfeicoamento

dos tratamentos da doenca.

Palavras-chave: leucemia linfobléstica aguda; receptores do tipo NOD; inflamassoma,

polimorfismo



ABSTRACT

Inflammasomes are crucial mediators of the inflammatory response, and certain
polymorphisms in genes of this complex can influence the transcription of target genes
and contribute to the development and progression of hematologic malignancies.
However, studies exploring this relationship in acute lymphoblastic leukemia (ALL) are
scarce. Therefore, we performed a literature review on the role of inflammasomes in
leukemias and a systematic review with meta-analysis on the role of the IL1B -511
polymorphism in the development of hematologic malignancies. In addition, a case-
control study with 210 patients with ALL and 205 healthy individuals was performed to
describe the role of 4IM2 rs1103577, IF116 rs1633266, CASPI rs570685 and CARDS
rs2043211A polymorphisms in the risk or protection for ALL and clinical outcome.
Furthermore, we also evaluated its influence on serum concentrations of the cytokines IL-
1B, IL-6, IL-10, IL-12p70 and TNF. Genotyping was performed using the Real-Time
Polymerase Chain Reaction (qQPCR) technique using Tagman probes and cytokine
measurement using the Cytometric Bead Array (CBA) technique. In our systematic
review and meta-analysis, we did not identify an association between the IL1B -511
polymorphism and the risk of any hematologic neoplasia. On the other hand, in our
experimental study, the overdominant model of the AIM2 rs1103577 polymorphism was
associated with a lower risk of developing acute lymphoblastic leukemia in our
population (ORagj: 0.56 95% Clagi: 0.35-0.90, pagi=0.003), as well as the codominant
model with a lower chance of death (ORagj: 0.47, 95% Clagj: 0.24-0.93, pagi=0.018). We
did not observe an association between the genotypes of the polymorphisms under study
in the secretion of cytokines when evaluated in the bone marrow and peripheral blood.
Finally, we highlight that this is the first study that investigated the relationship of AIM2
rs1103577, IF116 11633266, CASP1 rs570685 and CARDS rs2043211 polymorphisms
in the development and clinical outcome of patients diagnosed with ALL from the
Brazilian Amazon. A deeper understanding of the genetic variations of the inflammasome
complex genes will allow us to identify molecular biomarkers of early prognosis and

contribute to the improvement of treatments for the disease.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia; NOD-like receptors; inflammasome,

polymorphism
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1. INTRODUCAO

A leucemia linfoide aguda (LLA) ¢ uma neoplasia hematopoiética caracterizada
pela proliferagdo descontrolada de blastos na medula 6ssea (MO), podendo acometer
orgaos como o figado e o baco. No contexto mundial, a LLA ¢ considerada o cancer que

mais acomete criangas do sexo masculino e de cor parda representando 80% dos casos

().

As leucemias (agudas e cronicas) representam o 11° cancer mais incidente no
mundo. No Brasil, para cada ano do triénio 2023-2025, foram estimados 6.250 novos
casos de leucemia (agudas e cronicas) em homens e 5.290 em mulheres (2). Em um estudo
realizado no Estado do Amazonas, por SILVA-JUNIOR et al (2019), foi demonstrado
que a maioria dos pacientes com LLA atendidos na Funda¢ao Hospitalar de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) entre os anos de 2005-2015 eram do sexo
masculino e pertenciam a faixa etaria <10 anos de idade. Além disso, ao avaliar o nimero
de casos por municipio, as cidades de Tefé e Maués destacaram-se nesse estudo (3). No
ano de 2011, a capital Manaus apresentou um dos maiores indices de ocorréncia da
doenca com 76,8 casos por milhdo de habitantes (4), havendo em 2016 um aumento para

87,1 casos (5).

A LLA ¢ considerada uma doenga multifatorial desencadeada pela interagdo de
fatores genéticos e ambientais. Entretanto, menos de 10% dos casos sdo atribuidos a
hereditariedade (6). No geral, estima-se que fatores ambientais, dietéticos, infecgdes e
alergias exercam influéncia na etiologia da doenga (7). Atualmente, a hipotese de Mel
Greaves aponta para uma relacao entre a desregulagdo do sistema imunolédgico frente a
infecgdes e o desenvolvimento de LLA sendo baseado no tempo de exposi¢cdo e na
estimulacdo do sistema imunoldgico da crianca (8,9). A presenca de clones pré-
leucémicos com alteragdes genéticas antes do nascimento (Ex: ETV6::RUNXI) seguida
da aquisicao de novas mutagdes a partir de uma resposta inflamatoria exacerbada a

patogenos pode influenciar no desenvolvimento da doenga (10,11).

O processo inflamatorio pode ser desencadeado por diversos mecanismos
imunologicos, dentre eles, a ativacao da via interferon, dos Toll like-receptors (TLRs) e
a formacgdo de inflamassomas a partir da ativacdo de receptores do tipo NOD da
imunidade inata, por exemplo (12). Os inflamassomas sao complexos moleculares de alto

peso molecular, formados no citoplasma em resposta a estimulos endégenos e exdgenos
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que promovem a ativagdo de caspases inflamatorias, bem como, o processamento e

ativagdo das citocinas pro-inflamatorias IL-18 e IL-18 (13).

Single-Nucleotide Variants (SNVs) em genes do complexo inflamassoma como
AIM2, CARDS, CASP1, CTSB, NLRP3, ILIB e IL18 causam, em sua maioria, a ativacao
desregulada e estdo associados na literatura ao desenvolvimento de doengas
autoinflamatorias, autoimunes e cancer (14). Estudos apontam que a ativacao desregulada
de inflamassomas no microambiente tumoral pode influenciar na suscetibilidade a novas
alteragdes genéticas que contribuem para o desenvolvimento neopléasico, bem como, na

progressdo da doenga através do aumento da secrecao de citocinas pro-inflamatorias (15).

Uma vez que polimorfismos em genes desse complexo podem aumentar a
secrecao de IL-1PB e IL-18 e outros mediadores inflamatorios relacionados, torna-se
necessario estudos que visem identificar o papel desses polimorfismos no
desenvolvimento da doenga e no prognéstico. E importante notar que, as criancas da
Amazonia brasileira possuem um risco maior de desenvolvimento de LLA devido a alta
predominancia da ancestralidade amerindia, o que j& foi demonstrado em estudos
anteriores envolvendo outros genes desse complexo. Portanto, o presente estudo visa
caracterizar o papel dos SNVs em genes do complexo inflamassoma na regulacdo de
genes alvo e na secregdo de citocinas pro-inflamatérias em pacientes com LLA na regido
amazonica, especificamente no Estado do Amazonas, a fim de compreender o impacto na
progressdo e desfechos clinicos da doenga, além de contribuir para a identificacdo de
possiveis biomarcadores moleculares de prognostico que futuramente poderao auxiliar na

estratificacdo de grupos de risco e consequente diminui¢ao das taxas de recaida.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historia da leucemia

No inicio do século XIX, na Europa, foram observadas alteracdes incomuns no
sangue de diversos pacientes que evoluiam com rapidez ao ¢bito. O médico francés
Alfred Velpeau, em 1827, descreveu o caso de uma senhora de 63 anos, que desenvolveu
uma condi¢do patologica caracterizada pelo aumento do volume do figado e bago, além
de fraqueza. Na autopsia, Velpeau descreveu o aspecto do sangue como “grosso como
um mingau, de modo que ndo poderia se perguntar se ndo era um pus louvavel do qué
sangue” 19 Em 1839, Alfred Donné, em Paris, ao analisar uma amostra de sangue de um
paciente sob a mesma condig¢ao, notou que o excesso de globulos brancos se assemelhava

a material purulento ou pus, associado na época a inflamagio local 718,

Posteriormente, Donné relatou muito mais sobre a leucemia: “Existem condigdes
em que as c¢lulas brancas parecem estar em excesso no sangue. Eu encontrei este fato
tantas vezes, ¢ tdo evidente em certos pacientes, que eu nao posso conceber a menor
duvida a este respeito [...] O sangue desse paciente mostrou um nimero tdo grande de
células brancas que eu pensei que seu sangue estava misturado com pus”. Desta forma,
até meados do século XIX, a ideia de pus e inflamacdo perdurou sem compreensao

cientifica (¥,

Em 1845, o médico patologista John Hughes Bennet, na Escocia, a partir do uso
da microscopia clinica, observou que a alteragdo do sangue era independente da
inflamacdo e que a transformacdo ocorria em todo o sistema sanguineo, descrevendo
assim pela primeira vez a leucemia como uma doenca relacionada ao sangue de forma
completa e cientifica. Na analise, ele observou grande quantidade de globulos brancos e
diversidade morfologica (Figura 01), sendo as primeiras imagens de células do sangue

de um paciente com leucemia %29,
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Figura 01. Aspecto microscopico do sangue observado por John Hughes Bennet

(left) Fresh blood x 250 diameters

(right) The same after addition of
acetic acid

Fonte: Piller (2001)

Apoés seis semanas, o médico patologista Rudolf Virchow, em Berlim, ao
analisar uma amostra de sangue no microscopio, observou baixa quantidade de globulos
vermelhos em relagdo aos brancos, especificando outra vez que o excesso de células nao

se tratava de secre¢do purulenta, mas originaria do sangue V.

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

leucemia infantil @9

2.2 Leucemias

As leucemias sao um grupo heterogéneo de neoplasias caracterizadas pelo
comprometimento de uma célula-tronco hematopoiética, distinguindo-se em quatro
grandes grupos pela linhagem celular acometida, aspectos imunofenotipicos e clinicos,
sendo assim classificadas em: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide

cronica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e leucemia linfoide cronica (LMC)
(24,25)
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2.2.1 Leucemia linfoblastica aguda

A leucemia linfobléstica aguda (LLA) ¢ uma neoplasia hematopoiética de rapida
evolucdo caracterizada pela proliferacdo clonal de linfocitos imaturos anormais na
medula 0ssea, que pode acometer o sangue periférico (SP), sistema nervoso central (SNC)

e 6rgdos extramedulares, como figado e baco %9,

A LLA ¢ considerada o tipo de cancer mais comum em criancas e adolescentes,
correspondendo a 1 de cada 3 casos. Embora afete todos os grupos etarios, cerca de 85%
dos casos acontecem em menores de 15 anos de idade e do género masculino. Além disso,

apresenta um pico de incidéncia apos os 50 anos ¢7?%),

As manifestacoes clinicas da LLA derivam do acumulo de linfoblastos anormais
na medula dssea e infiltragdo em outros 6rgdos, que comprometem a producdo de
hemadcias, leucdcitos e plaquetas, caracterizando assim, os primeiros sintomas da doenca:
fraqueza, anemia, infec¢des e hemorragias, além de aumento do figado e bago,

principalmente %),

2.2.2 Classificacao

A LLA pode ser classificada de acordo com a linhagem celular envolvida (B, T
ou NK) e maturacdo celular (aguda ou cronica), além de alteragdes genéticas e/ou
moleculares. Em 1976, foi realizada a primeira classificagdo baseada em critérios
morfologicos (tamanho celular, citoplasma, nucléolos, vacuolizacao e basofilia) pelo

grupo Britinico-Americano-Francés (FAB) em L1, L2 e L3 ¢,

Ao longo dos anos, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) tem aperfeicoado
essa classificacio, inserindo o perfil citogenético dos blastos leucémicos em 1997 GV e
anormalidades genéticas recorrentes em 2008 ©» e mais recentemente em 2022 9

(Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo da Leucemia Linfoblastica Aguda conforme a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) 2022.

Linfoma/Leucemia linfoblastica-B

LLA-B com anormalidades genéticas recorrentes

LLA-B com t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR::ABLI
com envolvimento apenas linfoide
com envolvimento de varias linhagens

LLA-B com t(v;11923.3)/KMT2A rearranjado

LLA-B com t(12;21)(p13.2;q22.1)/ETV6::RUNX1

LLA-B, hiperdiploide

LLA-B, hipodiploide baixo

LLA-B, quase haploide

LLA-B com t(5;14)(q31.1;q32.3)/IL3::IGH

LLA-B com t(1;19)(q23;p13.3)/TCF3::PBX1

LLA-B, BCR::ABLI-like, classe ABL-1 rearranjada

LLA-B, BCR::ABLI1-like, JAK-STAT ativado

LLA-B, BCR::ABLI1-like, NOS

LLA-B com iAMP21

LLA-B com MYC rearranjado

LLA-B com DUX4 rearranjado

LLA-B com MEF2D rearranjado

LLA-B com ZNF384(362) rearranjado

LLA-B com NUTM] rearranjado

LLA-B com HLF rearranjado

LLA-B com UBTF.::ATXN7L3/PAN3,CDX2 (“CDX2/UBTF”)

LLA-B com IKZF1 N159Y mutado

LLA-B com PAX5 PSOR mutado
Entidade provisoria: LLA-B, ETV6.::RUNX]I-like
Entidade provisoria: LLA-B com alteragdo PAXS
Entidade proviséria: LLA-B com ZEB2 (p.H1038R)/IGH::CEBPE
Entidade provisoria: LLA-B com ZNF'384 rearranjado-like
Entidade provisoria: LLA-B com KMT2A rearranjado-like
LLA-B, NOS

Linfoma/Leucemia linfoblastica-T

Precursor de células T precoce LLA com BCL! 1B rearranjo

Precursor de cé€lulas T precoce LLA, NOS

LLA-T, NOS

Entidade provisoria: LLA-B de NK

Fonte: Adaptado de Arber (2022)

2.2.3 Epidemiologia

No contexto mundial, as leucemias agudas sdo o grupo de neoplasias

hematopoiéticas mais incidente em criangas e adolescentes entre 0-19 anos, seguidas dos

(33,34)

tumores no sistema nervoso central (SNC) e linfomas De acordo com a

International Agency for Research in Cancer (IARC), os paises desenvolvidos da
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Oceania, América do Norte e Europa destacam-se com as maiores taxas de incidéncia de

leucemia (todos os subtipos) (Figura 02) G,

A diferencga nas taxas entre paises pode ser parcialmente atribuida ao acesso ao
diagnostico nos diferentes sistemas de saude no mundo, bem como aos diferentes
métodos utilizados. Além disso, as diferengas epidemiologicas na interagdo de fatores

genéticos e ambientais podem explicar a disparidade das taxas de incidéncia ©°.

Figura 02. Taxas de incidéncia estimadas para leucemia, ambos os sexos, 0-19 anos (caso/100.000
habitantes)

=48
4.0-4.8
2,6-4.0

1.2-2.6 I Not applicable
<1.2 No data

Fonte: GLOBOCAN 2020. Disponivel em: http://gco.iarc.fr/today.

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, a leucemia em
homens € o sexto tipo de cancer mais frequente na Regido Norte (4,53/100 mil habitantes)
e em mulheres ocupa a sexta posi¢io (3,64/100 mil habitantes) ®”. Entre os anos de 1997-
2004, a capital Manaus apresentou a maior taxa de incidéncia ajustada por idade (AAIR)
em ambos os sexos dos casos de leucemia pediatrica (76,8 casos/milhdo de habitantes),
seguida de Goiania, Cuiabé e Curitiba ®®, Além disso, quando a AAIR foi avaliada em
criancas menores de 5 anos de idade, Manaus foi considerada a terceira capital do pais
mais incidente para leucemia pediatrica entre 2001-2005 (87,19 casos/milhdo de

habitantes) ¢,

Em um estudo realizado por Silva-Janior et al., (2019), no Estado do Amazonas,
que buscou mapear os casos de leucemia entre os anos de 2005-2015, a maioria dos

pacientes com LLA atendidos na Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do


http://gco.iarc.fr/today
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Amazonas (HEMOAM), era do sexo masculino e pertencia a faixa etdria <10 anos de
idade. Além disso, os pacientes com 11-20 anos apresentaram duas vezes mais chance de

ir a obito @,

A taxa de mortalidade de leucemias linfoides em ambos os sexos apresentou uma
tendéncia crescente entre os anos de 2000-2018 em 14 estados brasileiros, onde na regido
Norte destacaram-se os estados do Amazonas (1,08%), Par4 (0,88%) e Rondonia (0,67%)
49O Brasil possui grandes estados e, principalmente nas regides com menor IDH (indice
de Desenvolvimento Humano), localizadas nas regides Norte e Nordeste, o acesso ao
diagnéstico e a falta de informagao sobre as doencgas atrasam o diagndstico e o tratamento,

além de influenciar na prevaléncia de 6bitos nessas regides “V.

2.2.4 Tratamento

O tratamento da LLA ¢ composto por trés fases denominadas: indugao,
consolida¢do e manutengdo. O objetivo da inducdo ¢ a obtengdo do estado de remissao
completa (RC), determinado por <5% de blastos e >25% de celularidade na medula 6ssea,
caracteristicas de uma medula saudavel. A consolidagdo/intensificagdo tem por objetivo
erradicar qualquer célula leucémica remanescente e diminuir o risco de recaida. Por fim,
a fase de manutencdo ¢ administrada, geralmente, em uma dose menor, para reduzir ainda

mais o risco de recaida, com o objetivo de sobrevivéncia a longo prazo “?.

O protocolo de tratamento internacional colaborativo para criancas e
adolescentes, conhecido como BFM (Berlin-Frankfurt-Munster), ¢ um dos mais
utilizados mundialmente. Em 1993, no Brasil, foi criado o Protocolo do Grupo Brasileiro
de Tratamento das Leucemias Infantis (GBTLI), que se encontra atualmente na versao
2009 ). Em ambos, o esquema terapéutico usado pode ser menos ou mais intenso a
depender do subtipo de LLA e outros fatores prognosticos. No Quadro 1, estdo

demonstrados os principais fatores prognosticos utilizados na estratificagao de risco.
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Quadro 01. Fatores progndsticos para leucemia linfoblastica aguda (LLA) conforme o Protocolo do
Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias Infantis (GBTLI) 20009.

Critérios Baixo Risco Alto Risco
Idade > 1 ano e <9 anos <1 ano e >9 anos
Género Feminino Masculino
Leucdcitos ao <50.000/mm?3 >50.000/mm?3
diagnostico
Imunofenotipo Linhagem de Células B Linhagem de Células T ou
com coexpressao mieloide
Envolvimento do SNC Nao Sim
Citogenética ETV6::RUNX,TCF3::PBX] BCR::ABL, rearranjos do
e Trissomia dos gene MLL e hipoploidia
cromossomos 4, 10 ou 17 <46 cromossomos
Resposta ao tratamento - SP ao D8 <1,000 - SP ao D8 > 1,000
blastos/uL blastos/pL
- MO ao D15: M1 com - MO ao D15: M3 e/ou
DRM-CF <0,01% ¢ ao D35 MO M2/M3 ao D35 ¢/ou
DRM-PCR <107 infiltragdo extramedular

Fonte: BRANDALISE (2010)

A terapia de indugdo tem duragao de 35 dias, sendo considerada a principal fase
do tratamento. Ao diagnoéstico (DO0), quinze dias apos o diagnostico (D15) e ao final da
terapia de indugdo (D35), ¢ realizada a coleta de medula dssea para identificagdo de
blastos, avaliacdo da Doenga Residual Mensuravel (DRM), bem como estratificagdo de
risco. Além disso, ao oitavo dia apos o diagnostico (DS), também ¢ realizada uma
estratificacdo levando em consideragdo apenas a contagem de leucocitos e blastos no

sangue periférico 43,

Esse esquema permite a identificacdo de um grupo de pacientes de alto risco de
falha indutdria que serdo conduzidos a um esquema terapéutico mais agressivo, ao
contrario dos com condi¢des bioldgicas e clinicas que receberdo uma terapia menos
toxica, o que, ao longo dos anos, contribuiu consideravelmente para a diminui¢ao das
taxas de recaida. E importante ressaltar que o Brasil apresenta a maior porcentagem de
pacientes classificados como alto risco e a menor sobrevida global quando comparado a

literatura internacional “%.

2.3 Fatores etiologicos

Embora varios fatores ambientais, étnicos, socioecondmicos ¢ bioldgicos

tenham sido avaliados como potenciais contribuintes para a leucemogénese, as etiologias
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subjacentes da maioria dos casos de LLA pediatrica permanecem desconhecidas. Até o
presente momento, a exposicdo a radiagdo ionizante € benzeno, infecgdo pelo virus
HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus 1) ¢ Epstein-Barr s3o fatores que podem
contribuir para o desenvolvimento de algum tipo de leucemia, todavia, somente a radiacao

ionizante esta intrinsecamente associada a LLA e LMA 9,

2.3.1 O Papel da Exposicio Microbiana na Infancia e a Hipdtese Higiénica na

Causalidade da Leucemia

Ha pelo menos um século, a presenca de infecgdo em determinadas fases da vida
¢ apontada como um possivel mecanismo causal da leucemia, embora saibamos que nao
ha um microrganismo especifico associado 1®49. Todavia, a hipotese atual leva em
consideragdo que o principal fator de risco para leucemia, na verdade, ¢ o déficit de
exposi¢ao microbiana na primeira infincia, em vez de uma infec¢do especifica, que leva
a uma resposta imunoldgica desregulada nesse sistema “despreparado”. Essa ideia de que
o desenvolvimento do sistema imunologico e a exposi¢do a infecgdes podem contribuir
para o desenvolvimento da LLA baseia-se na hipotese de Mel Greaves conhecida como
“Hipotese Higiénica”, a qual sugere um modelo baseado no tempo de exposi¢do € na

estimulacdo do sistema imunologico da crianga 247,

Greaves descreve esse modelo em dois hits (etapas), como pode ser observado
na Figura 03. O primeiro #it seria a aquisicdo de uma alteragdo genética produzida no
utero (Ex: ETV6::RUNXI ou hiperploidia), possivelmente no figado fetal, que originaria
uma célula pré-leucémica. A partir da baixa estimula¢do do sistema imunoldgico na
primeira infincia ou deficiéncia de “priming imunoldgico”, a exposi¢ao a patdgenos
comuns, posteriormente, seria responsavel pelo desencadeamento de uma resposta
imunologica exacerbada nesse sistema “despreparado” e culminaria na indugdo de
alteragdes genéticas secundarias (principalmente alteragdes no numero de copias) em pelo

menos 1% das criancas com clones pré-leucémicos %,
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Figura 03. O modelo de Mel Greaves baseado no sistema imunoldgico para o desenvolvimento da leucemia
em criangas.
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L 4

T
Nascimento 1 2-6

Fonte: Adaptado de GREAVES et al. (2018).

2.3.2 A inflamacao e o desenvolvimento do clone pré-leucémico

A inflamagdo ¢ definida como uma resposta imune protetora a infecgao e dano
tecidual mediada por agdo pro-inflamatéria de citocinas, quimiocinas e células efetoras
que orquestram uma resposta sistémica e/ou local “®. No microambiente medular, as
hematopoietic stem cells (HSCs) sdo conhecidas como células-chave em respostas
inflamatorias sistémicas capazes de integrar estimulos inflamatorios em respostas
celulares e estabelecer um eixo adaptado a demanda entre estresse periférico e resposta

hematopoiética na medula 6ssea 4.

Embora seja importante para a manutencdo no nicho hematopoiético, a
inflamacao pode contribuir para o surgimento de mutagdes e conferir vantagens seletivas
para certos clones devido & exposi¢do prolongada “®. Na Figura 04, resumimos alguns
mecanismos que sugerem que a pressao seletiva imposta por inflamagao no poo/ de HSCs
pode induzir mutagdes genéticas e selecionar clones mutantes adaptados a inflamagao que

podem, potencialmente, evoluirem para leucemia “9©0),



Figura 04. A inflamagdo e o desenvolvimento da leucemia.
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Fonte: Adaptado de CAIADO et al. (2021).

Além de contribuir com a instabilidade gendmica, a inflamag¢do coopera com a
prevengdo da vigilancia imunoldgica do tumor ©. O clone pré-leucémico adquirido no
primeiro hit, conforme descrito por Greaves, pode causar alteracdes no citoesqueleto,
desregular a expressao de moléculas de adesdao (como integrinas, caderinas e selectinas)
e modificar a migracao celular e as propriedades de adesdo de células pré-leucémicas,
comprometendo o eixo CXCL12-CXCR4 e aumentando a capacidade de aderir a células
endoteliais. Além disso, essas células podem ativar um fenétipo secretor associado a
senescéncia (SASP) capaz de influenciar o microambiente circundante, estimulando a
proliferagdo endotelial, por exemplo “”5?. Na Figura 05, resumimos os efeitos do clone

pré-leucémico na medula dssea.
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Figura 05. A célula pré-leucémica no nicho da medula 6ssea
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Fonte: Adaptado de RATAJCZAK et al. (2020)

J& no segundo Ait, estudos demonstram que as citocinas pro-inflamatoérias IL-6,
TNF-a e IL-1p, secretadas em resposta a infecgdes por células que expressam receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os Toll-like receptor e inflamassomas,
cooperam com cé¢lulas estromais mesenquimais (MSCs) para criar um nicho favoravel
para células pré-leucémicas, predispondo-as a transformacao maligna através do aumento
do dano ao DNA ©?). Nesse contexto, as MSCs secretam ligantes CXCR2 (por exemplo,
CXCLI1 e CXCLS), atraindo células pré-leucémicas (Ex: ETV6::RUNXI+) de maneira
dependente de CXCR2 e Ativina (AcTA), um membro da familia TGF-p ©?.

Em estudos anteriores, as células pré-leucémicas mostraram sensibilidade
reduzida a inibi¢do da proliferagio mediada por TGF- ¢ Ativina A. Além disso, foi
proposto que as células T auxiliares (Th) podem contribuir para o crescimento e a
sobrevivéncia de células pré-leucémicas, também por meio da liberagao de citocinas,
incluindo TGFp ©%. A ligagdo do HLA-C2 a ativagdo de receptores do tipo
imunoglobulina killer (KIRs) nas células Natural Killer (NK) também torna
hiporresponsivas, facilitando assim o escape imunologico e o desenvolvimento de

leucemia 9.

As células tumorais também podem secretar substancias que contribuem para a
sobrevivéncia do clone. Num modelo pré-leucémico murino, as MSCs desreguladas
foram capazes de liberar DAMPs S100A8/9 para induzir disfun¢do mitocondrial, estresse
oxidativo e danos a0 DNA em HSCs e promover a transformagio maligna ©®. No caso

da LLA-B, foi demonstrado que as proprias células leucémicas tém a capacidade de
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produzir e secretar fatores inflamatorios, incluindo TNF-a, IL-1f e IL-12, contribuindo
assim para a criagdo de um microambiente pro-inflamatorio que pode ser prejudicial para

a hematopoiese normal a longo prazo ©7.

Como parte do sistema de vigildncia imunoldgica, varias vias imunes inatas
interagem com componentes liberados por células tumorais. Um importante mediador
envolvido nesse processo ¢ a ativagao de complexos inflamassomas. Os inflamassomas
sao reguladores criticos da imunidade inata que desempenham papéis duplos na
tumorigénese. Por um lado, eles promovem o crescimento € a metastase ao contribuir
para um microambiente imunossupressor, enquanto, por outro, estimulam a proliferagao

de células tumorais ©¥,

2.4 Inflamassomas

Os inflamassomas sdo complexos proteicos oligoméricos que se formam no
citosol apods a detec¢do de Padrdoes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) ou
Padroes Moleculares Associados ao Dano (DAMPs). Embora existam diferengas
fundamentais entre inflamassomas dependentes de estimulos, em geral, os inflamassomas
candnicos tém como principal fungdo recrutar o zimogénio inativo pro-caspase-1, que
apos ativado sera responsavel pela maturacio e secregdo das citocinas pro-inflamatorias
IL-1B e IL-18, além de induzir o processo de morte celular denominado piroptose pela

clivagem da gasdermina D (GSDMD) (%),

A maioria dos inflamassomas candnicos ¢ formado por sensores citosolicos, um
componente adaptador e um componente efetor, como a caspase-1, -4 e -5 em humanos
e a caspase-4 em murinos. Os componentes do sensor, os quais os nomes dos
inflamassomas sdo frequentemente designados, detectam PAMPs e DAMPs e recrutam
adaptadores, que por sua vez recrutam e ativam as caspases. A proteina adaptadora mais
comum ¢ denominada ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a

CARD).

Os inflamassomas candnicos podem ser formados a partir da ativagdo de duas
familias de moléculas sensoras: receptores semelhantes a NOD (NLRs) e receptores
semelhantes a AIM2 (ALRs). O genoma humano codifica 22 proteinas citosolicas
pertencentes a familia dos NLRs, mas apenas NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7,

NLRP12 e o complexo NLRC4 sdo capazes de montar seus respectivos inflamassomas
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(59 Ja AIM2 (Absent in Melanoma 2) e IF116 (Interferon Gamma Inducible Protein 16)
pertencem a familia PYHIN (PYD-like and HIN domain-containing proteins) e siao

responsaveis pelo reconhecimento de DNA citosolico 062,

Os sensores NLRs (exceto NLRP1) possuem um dominio C-terminal rico em
repeti¢des de leucina (LRR), que sdo responséaveis pelo reconhecimento de um ligante,
similar ao dominio rico em leucina dos TLRs. Além disso, possuem um dominio central
de ligacdo a nucleotideos (NACHT ou NBD), responsavel pela oligomerizagdao do
receptor apoOs sua ativagdo, e um dominio efetor PYD na por¢ao N-terminal, o qual
desencadeia a fun¢do efetora do receptor recrutando proteinas para formar complexos de
sinalizagdo. A proteina adaptadora ASC ¢ constituida pelos dominios PYD e CARD,
atuando no recrutamento da pro-caspase-1 através de interagdes homotipicas dos
dominios CARD-CARD. A interagdo entre as pro-caspases resulta na formacdo do
complexo que induz sua ativagio por autoprotedlise 637,

Um exemplo da montagem do inflamassoma pode ser observado na Figura 06.
A montagem do complexo inflamassoma ativa a caspase-1 por autoprotedlise, que entdo
cliva as citocinas precursoras IL-1B e IL-18 em suas formas maduras. Além disso, a
caspase-1 ativa pode induzir piroptose, uma forma inflamatoria de morte celular, ao clivar
a gasdermina D (GSDMD). A clivagem da GSDMD libera seu dominio N-terminal, que
forma poros na membrana plasmatica, resultando em desequilibrios osmoticos, inchaco

celular, perda da integridade da membrana e ruptura celular ©®.
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Figura 06. Estrutura e ativacao da ativagdo candnica do inflamassoma.
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Fonte: Adaptado de ZHENG et al. (2020)

Além dos inflamassomas candnicos, existe uma via nao canoOnica na qual as
caspases-11 e -4 detectam diretamente o lipopolissacarideo citosolico (LPS) de bactérias
Gram-negativas. As caspases-11 e -4 ativas, assim como a caspase-1, clivam a GSDMD
para induzir piroptose. Durante a piroptose, as citocinas IL-1p e IL-18 sdo liberadas no
espaco extracelular, desencadeando uma forte resposta inflamatdria ao ativar o eixo IL-
1R/IL-18R-MyD88-NF«B ©®®. DAMPs e alarminas, como HMGBI e IL-1aq, liberados

durante a piroptose, também amplificam a resposta inflamatoria %79,

2.4.1 Absent in melanoma 2 (AIM2)

O inflamassoma AIM2 ¢ um membro da familia ALRs responsavel pela deteccao
de DNA no citosol, sendo um mecanismo critico na defesa do hospedeiro contra infecgdes
bacterianas e virais 7). O AIM2 foi identificado pela primeira vez como um gene que
estava ausente em linhas de células de melanoma e, desde entao, sua fungdo permaneceu
desconhecida por mais de uma década até que estudos o descobriram como um receptor
citosolico para DNA fita dupla (dsDNA). Sendo assim, o AIM2 se tornou o primeiro

membro da familia de proteinas ALR a ser caracterizado %,

O AIM2 ¢ expresso no citosol, onde pode se ligar diretamente ao dsDNA
microbiano e ao proprio de maneira independente de sequéncia. A ligacdo do DNA ao
AIM2 ativa a montagem do complexo inflamassoma AIM?2 canonico, como descrito

anteriormente. Atualmente, o mecanismo exato de como a ligagdo do DNA ao dominio
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HIN leva ao recrutamento de ASC por meio do dominio PYD ndo estd claro. Um modelo
sugere que, uma vez que o dsDNA se liga ao dominio HIN, ocorre uma mudanca
conformacional, ¢ 0 dominio PYD ¢ deslocado do dominio HIN e se torna acessivel ao
dominio PYD do ASC. Além disso, o complexo AIM2-ASC também demonstrou ativar

a caspase-8, levando a apoptose 7374

O inflamassoma ¢ ativado em resposta a varios tipos de estresse celular, como
irradiagdo, quebra da membrana nuclear ¢ danos a0 DNA 7. Embora a capacidade do
AIM2 de reconhecer DNA de véarias espécies de patogenos seja benéfica para o
hospedeiro, a falta de especificidade de sequéncia ndo permite a distingdo entre DNA
microbiano e DNA proprio. Portanto, a ativacao do AIM2 em resposta ao DNA proprio

tem implicagdes importantes na autoimunidade 7.

2.4.2 Interferon gamma-inducible protein 16 (IFI16)

IF116 foi originalmente identificado como uma proteina antiproliferativa e de
resposta a danos no DNA no nticleo "7, Posteriormente, foi reconhecido como receptor
de dsDNA citosolico que induz a produgio de interferon '® e, mais recentemente como

formador de inflamassomas que detectam virus de DNA que se replicam no niicleo 7.

IFI16 ¢ caracterizado pela presenga de dois dominios HIN e um dominio de
pirina (PYD) em seu dominio N-terminal. A expressio da proteina IFI16 ¢
predominantemente nuclear (tanto no nucléolo quanto no nucleoplasma), citoplasma ou
ambos . Essa arquitetura proteica tinica coloca IFI16 em uma posigdo para cumprir
diversas funcdes dentro do sistema imunologico. O complexo IF116-ASC ¢ formado
quando a proteina IFI16 interage com o ASC por meio do PYD. O N-terminal da proteina
possui um dominio PYD, o que sugere que ela participa da via apoptotica controlando a

atividade de fatores de transcricdo relacionados a morte celular no nucleo ®V®2

Estudos demonstram que IFI16-B, uma variagdo de mRNA humano de IFI16,
inibe o inflamassoma AIM2 ®%. Os mecanismos pelos quais um hospedeiro usa AIM2 e
[FT16 de diversas maneiras para combater infec¢des ainda requerem mais explicagdes.
No geral, o IF116 ¢ crucial na defesa do hospedeiro contra infecgdes virais, como human
immunodeficiency virus (HIV) e herpes simples virus (HSV). O IFI16 serve como um
sensor de DNA para induzir a produgdo de IFN tipo I ™, e coopera com o Cyclic GMP-
AMP synthase (cGAS) na detecgdo de DNA 48,
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2.4.3 Caspase recruitment domain-containing protein (CARDS8) e Caspase-1
(CASP1)

CARDS8 e CASP1 sao componentes da formacao do complexo inflamassoma.
CARDRS ¢ responsavel pela sinaliza¢do envolvida na regulagdo da caspase-1 e ativagdo
de NF-kappaB. A proteina 8 contendo dominio de recrutamento de caspase (CARDS) ¢
um membro da familia CARD composta de um dominio de funcdo N-terminal para

encontrar (FIIND) e um dominio CARD C-terminal %)

Recentemente, o CARDS8 se juntou ao grupo de sensores do inflamassoma. O
CARDS e o NLRP1 sido ativados pela atividade da protease viral visando sua regido
amino-terminal, todavia, a ativagdo de CARDS ocorre independentemente da proteina
adaptadora ASC, levando principalmente a piroptose em vez da ativacao e secrecao de
citocinas pro-inflamatérias. CARDS8 também demonstrou ter atividade anti-inflamatdria
e antiapoptotica. CARDS ¢ capaz de inibir varias proteinas envolvidas na inflamacdo e
morte celular, como o sensor de inflamassoma NLRP3, proteinas caspase-1 e -9 contendo
CARD, dominio de oligomerizagao de ligacao de nucleotideo contendo 2 (NOD?2) e fator
nuclear kappa B (NF-xB) 7,

2.5 O papel dos inflamassomas no cincer

Estudos tém demonstrado que os inflamassomas regulam a patogénese de uma
variedade de doengas, incluindo obesidade, diabetes, aterosclerose, gota e colite ulcerosa
%) Notavelmente, a sinalizagdo do inflamassoma estd envolvida em praticamente todos
os aspectos do desenvolvimento do tumor, atuando em fungdes supressoras de tumor ou
pro-tumorigénicas ®”. Na Figura 07, ¢ possivel observar alguns mecanismos pro- e anti-

tumorigénicos dos inflamassomas na tumorigénese.
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Figura 07. O papel dindmico do inflamassoma no desenvolvimento do cancer.
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Fonte: Adaptado de KANTONO et al. (2020)

O inflamassoma pode contribuir para a tumorigénese através da manutengao do
inflamatorio cronico, o qual ¢ frequentemente mediado pela ag¢do da citocina IL-1B. No
TME, as principais células que produzem IL-1f sdo macrofagos associados ao tumor
(TAMs) e fibroblastos associados ao cancer (CAFs) ®®. De uma forma geral, no céncer,
a IL-1B mediada pela ativagao de inflamassoma ¢ responsavel pelo 1) aumento da
proliferacdo de células malignas, ii) recrutamento de células supressoras derivadas
mieloide (MDSCs) para o TME que promovem imunossupressdo, iii) indugdo da
expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais e iv) producdo da citocina

tumorigénica IL-22 pelos linfocitos TCD4* ©0),

O desenvolvimento do tumor depende do equilibrio entre sua capacidade de
escapar da imunovigilancia e das respostas imunes antitumorais. As citocinas IL-18 e IL-
1B dependente de inflamassoma desempenham um papel central no antitumoral
imunidade. No TME, de uma forma geral, a ativagdo do inflamassoma pode 1) suprimir a
proliferacao celular e promover a homeostase tecidual e diferenciagdo celular, ii)
contribuir para a atividade antitumoral através da ativagdo das células NK e linfocitos
TCDS8" mediado pela citocina IL-18, ii) aumentar a eficacia dos inibidores de checkpoint
e iv) amplificar a resposta anti-tumoral através do reconhecimento de varios DAMPs e

moléculas imunoestimulantes que sao liberados durante a da piroptose ©¥.
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Como os sensores do inflamassoma regulam varias vias de sinalizacgdo, ¢
essencial compreender os mecanismos moleculares governados por eles em neoplasias
especificas. Além disso, as propriedades pro-tumorigénicas e antitumorigénicas dos
inflamassomas sdo amplamente determinadas pelos tipos de células, tecidos e 6rgaos
envolvidos. Logo, a relagdo entre inflamassomas e cancer fornece um caminho promissor

para explorar novas terapias antineoplasicas V.

2.6 O papel do inflamassoma na leucemia

2.6.1 Efeitos pro-tumorigénicos

Embora o papel do inflamassoma esteja bem descrito para alguns tipos de cancer,
como colon e melanoma, nas leucemias ainda sao poucos os trabalhos que descrevem os
mecanismos de promog¢do neoplasica na doenca. Na LLA, o NLRP3 e ASC estdo
superexpressos em amostras de diagnostico ®? e recaida ©¥. Em células leucémicas
linfoides resistentes a glicocorticoides, hd diminui¢do da metilagdo do promotor CASP]
e do NLRP3, o que resulta em transcrigdo aumentada, ativacao constitutiva de NLRP3 e
clivagem do receptor de glicocorticoide mediada por caspase-1, sendo essa a primeira

linha de tratamento da doenca.

Ainda, sob a acdo de quimioterapicos, pela primeira vez foi demonstrado a
ativacao de NLRP3 em células LLA-B primarias humanas. A inducao de células LLA-B
com doxorrubicina levou a um aumento da transcricdo de NLRP3 e CASP1 e consequente

aumento da producio da citocina IL-1p quando comparado ao controle ©¥.

Em relacao a IL-1p, seu papel ainda é controverso na LLA. Um aumento de 40
vezes na expressao do gene da /LB foi observado em blastos de LLA-B cultivados com
fatores de crescimento hematopoiéticos (57), todavia, a baixa expressdo do mesmo foi
associada com menor taxa de sobrevida e sobrevida livre de eventos, sendo considerado

como preditor de recaida ©>).

A expressao do gene NLRPI ¢ ausente em células hematopoiéticas blasticas
CD34" enquanto durante a diferenciagdo dessas, este € expresso em granuldcitos. Na
medula 6ssea de pacientes com LMA, o gene NLRPI esta superexpresso, sendo
dependente da proteina CREB para atividade transcricional. Quando a expressao de uma

forma dominante negativa de CREB foi utilizada, observou-se reducido da expressao
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NLRPI. Logo, a regulagdo de NLRPI1 pela via CREB em células mieloides pode

contribuir para modular a resposta dessas células aos estimulos inflamatérios ©.

Na LMA, foi demonstrado em modelo murino que a presenca da mutagao
KrasG12D ¢ responsavel pela ativacdo de NLRP3 através da producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pela via Kras-RAC. Além disso, a delecao de NLRP3 foi
responsavel pela reducdo da proliferacao de blastos LMA e restauragdo da hematopoiese
normal ©®?. A HMGB1, um importante DAMP liberado durante o processo inflamatdrio,
parece estar envolvida diretamente na ativagdo de NLRP3 e contribui para a progressao

da LMA via o eixo HMGB1/NLRP3/1L-1p ©®,

Em amostras de LMA de novo, foi observado um aumento da expressdo de
NLRP3 quando comparado aos controles e pacientes em remissao, sendo correlacionado
com o aumento da expressao de AHR (Aryl hydrocarbon receptor). O AHR estd
envolvido na modulagdo do sistema imune, especificamente na diferenciacdo de
linfécitos T auxiliares. Nesse estudo, também se observou um desequilibrio das
subpopulagdes de linfocitos T auxiliares com aumento do perfil Th22 e diminuicdo de
Thl em pacientes LMA de novo, o que nos leva a pensar que NLRP3 juntamente com
AHR podem cooperar para o desenvolvimento da LMA e influenciar na diferenciagdo de

linfocitos T @9,

Na LLC, o silenciamento do gene NLRP3 aumentou a expressdo de P2X7R e
promoveu crescimento celular. Pelo contrario, a superexpressao de NLRP3 induziu a
apoptose 1%, Logo, a expressio NLRP3 parece regular negativamente o receptor de
P2X7 (P2X7R), inibir a proliferacdo de células LLC e induzir a apoptose, sendo um

importante promissor de alvos terapéuticos.

Na LMC, o inflamassoma NLRP1 parece desenvolver um importante papel. Em
modelo in vitro, o NLRP1 ¢ expresso em niveis elevados nas células K562 (96) e, em
pacientes com LMC, foi associado com a resisténcia a Imatinib 1°D. Além disso, a
proteina IREla, um sensor de estresse do reticulo endoplasmatico envolvido na
progressdo da LMA, pode aumentar a expressdo de NLRPI1 na LMC. Em células
primarias de pacientes com LMC, foi observada uma superexpressao de /IRE/a ¢ NLRPI
que levou a proliferacao celular e inibicdo da apoptose. Além disso, a inibi¢do dessa via

levou a sensibilizagdo de células LMC a apoptose mediada por Imatinib 1%V,
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2.6.2 Efeitos anti-tumorigénicos

A atividade anti-tumoral dos inflamassomas pode variar a depender do tipo
celular que esta sendo ativado e de interagcdes com células do TME. Na LMA, o knockout
de NLRP3 em células leucémicas in vivo foi capaz de diminuir a proliferacdo de blastos
na medula dssea, figado e bago através da neutralizagdo da citocina IL-1B ©?. Logo, a
regulacao da atividade do inflamassoma NLRP3, especialmente com foco na IL-1f, pode

contribuir para uma nova abordagem de terapia na LMA.

No TME da LMA, os linfécitos do perfil Thl e IFN-y estdo regulados
negativamente. Em um estudo realizado, a ativagdo de NLRP3 em macréfagos derivados
da medula 6ssea (BMDMSs) promoveu a diferencia¢io de TCD4" no perfil Th1 através da
secrecdo de IL-1P. Logo, elevados niveis de células Thl promoveram a apoptose e
inibiram a proliferacio de células leucémicas via secre¢io de IFN-y in vitro e in vivo 192,
Desta forma, os BMDMs ativados por NLRP3 promovem a proliferacao de células Thl
produtoras de IFN-y com efeitos anti-leucémicos € podem fornecer informagdes sobre a

base da imunoterapia para leucemia em pacientes com LMA.

Jana LLC, foi observado um aumento da expressao de NLRP3 com capacidade
de inibir a proliferagdo celular e induzir as células LLC a apoptose °?. Enquanto na
LMC, os niveis de NLRP3 e ILIB foram significantemente diminuidos, todavia, devido a
escassez de estudos, ndo € possivel ainda afirmar quais os mecanismos anti-leucémicos

da ativacdo dos inflamassomas na doenga 1%,

2.6.3 Polimorfismos em genes do complexo inflamassoma

O Genome Wide Association (GWA) tem identificado variacdes germinativas
que sdo frequentes, entretanto demonstram baixa penetrancia. Estas s3o em sua maioria
Single-Nucleotide Variants (SNVs), os quais cumulativamente podem fornecer um alto
risco para o desenvolvimento da LLA (%, SNV é uma variagio de um tinico nucleotideo
na sequéncia de DNA da linhagem germinativa que esta presente em pelo menos 1% da

populagao 199,

Embora esses alelos de risco individualmente produzam um menor efeito e

possam ter um significado clinico limitado, em conjunto, eles podem aumentar em até
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nove vezes o aumento do risco de leucemia com alelos de risco em multiplos genes em
comparacgdo com individuos sem alelos de risco. Os genes envolvidos incluem /KZF1,

CDKN2A, PIP4K2A, LHPP, ELK3, GATA3, ARID5B, CEBPE, MYC, ERG e TP63, sendo

alguns desses associados a subtipos distintos de LLA (199,

No Brasil, o background genético da populagdo ¢ caracterizado principalmente
pela populagdo europeia, africana e nativa americana °”. A populagio da Regido
Amazonica, localizada principalmente na regido Norte (80%), possuem um alto grau de
miscigenagao interétnica devido ao intenso processo de miscigenagao ocorrido na regido
e a forte influéncia indigena. Nessa regido, a ascendéncia nativa sul-americana ¢

predominantemente encontrada na populagio (1%,

Estudos relatam que as criangas com mistura de ancestralidade possuem maior
risco de desenvolver LLA devido a existéncia de polimorfismos /INDEL caracteristicos
dos Nativos Sul-Americanos. Uma associacao entre polimorfismos do tipo INDEL
investigados nos genes CASPS, CYPI1941 ¢ XRCCI no desenvolvimento de LLA de
células B foi encontrada em pacientes pediatricos do Estado do Para 1%, Além disso, um
estudo realizado por (! demonstrou uma associagio com o polimorfismo IL/B -511 C>T

com o desenvolvimento de LLA em pacientes pediatricos da regido amazonica.

Polimorfismos envolvendo genes do complexo inflamassoma podem estar
associados com o desenvolvimento de tumores, doencas inflamatorias e autoimunes,
todavia, seu papel ainda é pouco caracterizado nas neoplasias hematoldgicas, com
escassos estudos descritos na literatura 1112 Na Tabela 02, podemos observar os

achados dos polimorfismos em genes do complexo inflamassoma nas leucemias.
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Tabela 02. Efeito funcional dos polimorfismos de nucleotideo tnico nos genes do complexo inflamassoma

nas leucemias.

Gene Variacio rs Efeito Principais Achados Ref.
Aumento do
e Meieio i o
NLRPI pLISSH rs12150220 Aumento da pediatricos com LLA da o1
expressao de Amazonia Brasileira
NLRPI
c.2113 .
C>A rs35829419  Aumento da i‘sﬁi’ad;oLi\gf:ﬁgz (92)
NLRP3  p. Q705K produgdo de popuiac
N/A 154353135 IL-1B e IL-18 Risco d~e LL‘A' na 93)
populagdo asiatica
Maior sobrevida livre de
P2X7 A>C rs3751143 Perdfl de eventos em pacientes com 94)
p. Glu496Ala funcdo L
LLC na Suécia
Risco de desenvolvimento
de LLA em criangas da 1)
Amazonia brasileira
Aumento da Aumento da transcri¢do
ILIB «c.-511C>T rs16944  transcricdo de de NLRP31e {ISC na L LA ©3)
IL-1p na populagfo asiatica
Citogenética de bom 92)
prognoéstico na LMA
Aumento do risco de LLA 93)
em criancgas asiaticas
© GI>3(7; rs187238 Risco de LLC na Turquia  (97)
Aumentoda  Aumento da secrecao de
IL18 transcrigdo de IL-18 na LLA na (98)
c. -607 N
C>A rs1946518 IL-18 populacgdo asidtica
Risco de LLA pediatrica 93)

na populagdo asiatica
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o impacto dos polimorfismos nos genes do complexo inflamassoma
AIM?2 rs1103577, IFI16 rs1633266, CARDS rs2043211 e CASPI rs570685 na
suscetibilidade, prognostico e secrecdo de citocinas em pacientes leucemia

linfoblastica aguda e controles atendidos na Fundagdo HEMOAM;

3.2 Objetivos especificos

Realizar uma revisao bibliografica e sistematica do papel dos polimorfismos nos
genes do complexo inflamassoma nas leucemias;

Estimar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos em estudo em
pacientes com leucemia linfoblastica aguda e controles;

Investigar a associa¢do entre os polimorfismos em estudo quanto ao risco ou
protecao para o desenvolvimento da leucemia linfoblastica aguda;

Avaliar a concentracdo de IL-18, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF na medula 6ssea e
sangue periférico de pacientes com leucemia linfoblastica aguda e controles e se
estes estdo relacionados com os gendtipos dos polimorfismos selecionados para o
estudo;

Avaliar a concentracao de IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF na medula dssea e
sangue periférico de pacientes com leucemia linfoblastica aguda para recaida e
Obito e se estes estdo relacionados com os gendtipos dos polimorfismos

selecionados para o estudo;






4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma de trabalho

Figura 08. Fluxograma de trabalho.
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Trata-se de um estudo caso-controle e longitudinal a fim de caracterizar o papel

dos polimorfismos nos genes AIM?2 rs1103577, IFI16 rs1633266, CARDS 1s2043211 e

CASP1 1s570685 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda diagnosticados na

Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) e

controles.
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4.3 Revisao Sistematica e Meta-analise

Foi realizada uma revisdo sistematica a fim de avaliar a associacdo do
polimorfismo /LI/B -511 C>T com o risco de neoplasias hematologicas, conforme as
diretrizes recomendadas pelo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses) 1?°. Nas plataformas de banco de dados eletronicos
(PubMed, Web of Science e Google Académico), serdo pesquisadas as seguintes palavras-
chave combinadas ou medical subject headings (MeSH): “polymorphism”, “rs16944”,
“inflammasome” and “cancer”. Nao houve restricdo de idioma na busca estratégica e
todos os estudos publicados antes de 30 de novembro de 2022 foram incluidos. Além
disso, os estudos foram incluidos conforme os seguintes critérios: i) estudos que avaliem
a associagdo entre o polimorfismo ILIB -511 C>T (rs16944) e o risco de alguma
neoplasia hematologica; ii) estudos do tipo caso-controle e iii) estudos com dados de
gendtipo para ambos os grupos caso e controle. Serdo excluidos estudos duplicados ou

sem dados de genotipos.

4.4 Aspectos éticos

Esse projeto faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares
e moleculares envolvidos na resposta imunologica de pacientes com Leucemia
Linfoblastica Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagnostico, prognostico e
terapéutica”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundag¢do Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM) sob o seguinte numero de
parecer 4.982.395 em 17/09/2021.

4.5 Critérios de elegibilidade

4.5.1 Critérios de inclusao

a) Ensaio de genotipagem

Pacientes: Foram incluidos através de demanda espontinea individuos que
procuraram atendimento na Fundagdo HEMOAM e foram diagnosticados com LLA-B e
-T, de faixa etaria geral, de ambos os sexos e ndo aparentados, durante o periodo de
setembro de 2021 a junho de 2024. Além disso, foram incluidas amostras retrospectivas

de DNA de pacientes com LLA do Biorrepositério BCM-LLA da Fundagio HEMOAM.
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Controles: Foram incluidos no grupo controle através de demanda espontanea
205 doadores de sangue da Fundagio HEMOAM que concordaram em participar da
pesquisa, de ambos os sexos e nao aparentados, durante o periodo de setembro de 2021 a
junho de 2024. Além disso, foram incluidas amostras retrospectivas de DNA e plasma de

doadores de sangue do Biorrepositério BCM-LLA da Fundagio HEMOAM.

b) Ensaio para dosagem de citocinas

Pacientes: Foram incluidos 81 pacientes com LLA da nossa populagao de estudo

que possuiam amostras viaveis € dados de genotipagem para todos os SNVs em estudo.

Controles: Foram incluidos 61 individuos saudaveis da nossa populagdo de
estudo que possuiam amostras viaveis e dados de genotipagem para todos os SNVs em

estudo.

4.5.2 Critérios de nao inclusio

Nao foram incluidos no estudo pacientes com leucemia bifenotipica, histérico

de transplante de medula dssea e aparentados.

4.5.3 Critérios de exclusao

Pacientes que durante o decorrer do estudo realizaram transplante de medula
Ossea e foram diagnosticados com outra neoplasia hematoldgica, foram sendo excluidos

do estudo.

4.6 Coleta e processamento das amostras

Apo6s consentimento em participar da pesquisa, foram coletados aproximadamente
2 mL de aspirado de sangue periférico e medula 6ssea (procedimento de rotina para esses
pacientes) ao diagnodstico (DO0) pela equipe multidisciplinar da Fundagdo HEMOAM. As
amostras foram centrifugadas ¢ o plasma foi armazenado a -80°C até o momento da

dosagem de citocinas.
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4.7 Extracao de acido desoxirribonucleico

A extracao de DNA (sangue periférico) foi realizada por meio do kit PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Ap0s a extracdo, os acidos nucleicos estdo sendo avaliados por leituras a 260 nm com o
espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000¢ (Thermo Scientific™). Foi considerada uma
unidade de Densidade Otica (DO) como equivalente a 50 ng/pL de DNA. A absorbancia
de 260/280 (faixa de absor¢do de proteinas) e 260/230 (faixa de absor¢ao de compostos
organicos, agucares, ureia e sais) foram utilizadas para avaliar a pureza dos acidos

nucleicos.

4.8 Genotipagem

Os SNVs foram selecionados a partir de estudos previamente publicados em
neoplasias hematoldgicas e bancos de dados publicos (HapMap e SNPbrower) com MAF

> (0,3. No Quadro 02, estdo descritas as informagdes dos SNVs em estudo.

Quadro 02. Informagdes dos polimorfismos selecionados para o estudo.
Gene SNV ID Localizacao Tipode | MAF @ VIC/ ID ensaio
cromossdomica | variante = Global FAM
AIM?2 rs1103577 | Chr1:159130525 intron 0,50 T/C C#341888 10

IF16 1s1633266 = Chrl:159036187 intron 0,49 C/T | C#7478866_10

CARDS rs2043211 |« Chr19:48234449 Stop 0,50 A/T C#962600 10
Gained
CASPI rs570685 | Chr11:105033257 | intron 0,50 A/C | C#11708080 1

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada através da técnica de Real-Time
Quantitative PCR (qPCR) em equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System
utilizando sondas fluorescentes de hidrdlise TagMan alelo-especificas. As reagdes foram
realizadas em microplacas de 96 pogos com 1.375 pL de agua ultrapura, 2,5uL do
Genotyping Master Mix (20x), 0,125uL de ensaio TagMan® (40x) e 1uL (100 ng/uL) de
DNA gendémico com volume final de Sul. A amplificagdo das sequéncias de interesse
estd sendo realizada sob as seguintes condi¢des: 60°C por 30 segundos, 95°C por 10
minutos, 40 ciclos a 92°C por 15 segundos, 40 ciclos a 60°C por 90 segundos e 60°C por
30 segundos.


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C____341888_10
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=1:159036137-159036237;source=dbSNP;v=rs1633266;vdb=variation;vf=1172037
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___7478866_10
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C____962600_10
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?contigviewbottom=variation_feature_variation%3Dnormal%2Cseq%3Dnormal;db=core;r=11:105033207-105033307;source=dbSNP;v=rs570685;vdb=variation;vf=164848403
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__11708080_1_
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Para cada reacdo, foi incluido um controle negativo contendo todos os reagentes
descritos anteriormente, com excecdo do DNA, a fim de garantir auséncia de
contaminagdo. A interpretagdo dos resultados foi realizada com o StepOnePlus Real-Time
PCR System Software v.2.3, a partir da curva de amplificacdo gerada com os fluor6foros
VIC e FAM. Os gendtipos foram classificados em homozigoto para o alelo normal,
homozigoto para o alelo polimérfico ou heterozigoto. Na Figura 09, demonstramos um

exemplo de resultado de genotipagem com a curva de amplificacao.

Figura 09. Exemplo curva de amplificagdo gerada para o polimorfismo no gene AIM2 rs1103577 T>C. A
— Curvas de amplificagdo de 96 amostras. B - Homozigoto selvagem TT (m). C — Homozigoto polimorfico
CC (m). D — Heterozigoto TC (mm).
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4.9 Dosagem de citocinas

A dosagem das citocinas IL-18, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF em amostras de
plasma dos controles (sangue periférico) e pacientes com LLA ao DO (medula dssea e
sangue periférico) foi realizada pela técnica de Cytometric Bead Array (CBA), utilizando
o kit BD™ Human Inflammatory Cytokine (Biosciences, San Diego, CA, USA), conforme
as recomendagdes do fabricante. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo
FACSCantoll (BD® Biosciences, San Jose, CA, EUA) ¢ o sofiware FCAP Array v3 (Soft
Flow Inc., EUA) foi usado para determinar as concentracdes em pg/mL e Intensidade

Média de Fluorescéncia (MFI) de cada citocina.
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4.10 Coleta de dados

Os dados foram coletados através de busca em prontudrios da Fundacao
HEMOAM através do setor de atendimento médico e estatistico (SAME), sistema iDoctor
e setor de estatistica, sendo eles: dados sociodemograficos (Idade, género, procedéncia),
laboratoriais (hemograma e imunofen6tipo) e clinicos (protocolo de tratamento, grupo de
risco ao DO e recaida pds-indugao, 6bito). Nesse estudo, consideramos como recaida pds-
inducdo o resultado de mielograma ao D35 como M2 (> 5% de blastos e <25% de
celularidade) e M3 (> 10% de blastos) e levamos em consideracdo os 6bitos ocorridos até

a finalizacao desse estudo.

4.11 Analise estatistica

Os dados foram tabulados e armazenados em planilhas digitais no software
Microsoft Excel®, cujos materiais ¢ sua completude foram apresentados em tabelas.
Todas as varidveis numéricas foram expressas por mediana e intervalo interquartil. As

variaveis categdricas foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%).

A analise alélica foi realizada usando um teste exato de Fisher e as associagdes
entre as frequéncias alélicas/genotipicas entre os pacientes de acordo com a recidiva e
obito foram examinadas sob quatro modelos genéticos: codominante, dominante,
recessivo e sobredominante, usando o pacote “SNPassoc” versao 2.1.0 (https://cran.r-
project.org/web/packages/SNPassoc/index.html) para o software R versao 4.4.0 (Www.r-
project.org). O melhor modelo genético foi utilizado conforme o critério de informagado
de Akaike (AIC). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi determinado para todos os
SNVs. A corre¢do de Bonferroni para multiplos testes foi realizada e o valor de p ajustado
foi destacado em caracteres italicos e em negrito. Os resultados foram mostrados como
razdo de chances (OR) e intervalos de confianga de 95% (IC de 95%) de analises de
regressao logistica multivariada. Para evitar potenciais fatores de confusdo, valores de

OR ajustados (ORadj) para idade e sexo foram fornecidos.

Para comparar multiplas médias de concentragcdes de citocina, o teste de
variancia ndo paramétrico ANOVA (Kruskal-Wallis) seguido do teste post-hoc de Dunn
ajustado para multiplas comparagdes foram utilizados. Um valor de p menor que 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.



Rosebbsdbs o

(70377749 .7/




60

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Publicacdo de artigo 01 — Insights Regarding the Roles of Inflamassomes in
Leukemia: What Do We Know?

Nesta revisao bibliografica, publicada no Journal of Immunology Research (doi:
10.1155/2023/5584492, Fator de Impacto: 4.493), resumimos o conhecimento atual sobre
mecanismos genéticos € moleculares do inflamassoma no desenvolvimento da leucemia
e propusemos uma nova visao de possiveis contribuicdes € mecanismos do inflamassoma
na doenca. Diante de vdrias terapias visando o inflamassoma atualmente em
desenvolvimento clinico, esperamos que este estudo possa aumentar nossa compreensao
da complexidade da relagdo entre inflamagdo e leucemogénese e sirva como base para

estudos promissores no campo da oncohematologia.
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Resumo

A inflamacdo ¢ um mecanismo fisioldgico da resposta imune com importante papel na
manutencdo do nicho de células hematopoiéticas na medula 6ssea. Durante esse processo,
observa-se a participagdo de moléculas produzidas por células da imunidade inata em
resposta a uma variedade de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e
padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs). No entanto, a inflamagao cronica esta
intrinsecamente associada com a leucemogénese, criando um ambiente inflamatorio com
exposicao das células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e gerando células com mutacdes.
Virios fatores influenciam na transformacdo maligna dentro do microambiente
hematopoiético, tendo os inflamassomas um papel crucial nesse processo, além de atuar
na regulacdo da hematopoiese e sua homeostase. Os inflamassomas sdo complexos
multiméricos intracelulares responsaveis pela secrecdo e maturagdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-1PB e IL-18 e pelo processo de morte celular denominado piroptose.
Logo, uma desregulacdo da ativacdo desses complexos pode ser um fator para o
desencadeamento de varias doencas, inclusive as leucemias, o que tem sido objeto de
varios estudos na area. Nesta revisao, nos resumimos o atual conhecimento da inflamacao
mediando a leucemogénese, em particular, o papel dos inflamassomas nos diferentes tipos
de leucemias, descrevendo, ao final, potenciais alvos terapéuticos direcionados aos

inflamassomas no contexto leucémico.
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leucemia.

Introducio

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de neoplasias com um amplo espectro
clinico caracterizadas pelo comprometimento de uma célula-tronco hematopoiética e
bloqueio da diferenciagdo em varias etapas do processo de maturagdo, sendo assim
divididas em: leucemia mieloblastica aguda (LMA), leucemia mielobléstica cronica
(LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e leucemia linfoblastica cronica (LMC) .
As taxas de incidéncia para leucemias diferem entre os subgrupos, onde nas leucemias
cronicas ha uma tendéncia de aumento de casos em individuos de faixas etarias adultas.
Logo, a LLA ¢ a mais incidente em pacientes pediatricos (< 15 anos), embora tenha um
pico depois dos 50 anos. Por outro lado, os outros subtipos (LLC, LMC e LMA) ocorrem

com mais frequéncia em adultos acima de 65 anos @.

A inflamacdo cronica ja foi descrita como um fator-chave para o
desenvolvimento de leucemia e outras neoplasias hematoldgicas, uma vez que limita a
proliferacdo de células-tronco hematopoiéticas (HSCs) normais e contribui para o
crescimento de células com mutagdes ). Dessa forma, estudos descrevem que varios
fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam na transformag¢do maligna dentro do
microambiente inflamatorio. Os fatores intrinsecos englobam principalmente alteragdes
genéticas em vias de sinalizacdo celular que regulam a inflamacao (como NF-xB).
Enquanto os fatores extrinsecos incluem as vias inflamatorias ativadas pelo

microambiente da medula éssea e incluem quimiocinas, citocinas e moléculas de adesao
“

Nos ultimos anos, estudos destacaram um importante papel dos inflamassomas
na homeostase hematopoiética através da regulacdo dos processos de manutengdo e
diferencia¢io de HSCs e senescéncia ©). Os inflamassomas sio complexos multiméricos
intracelulares formados durante a resposta imune sistémica e inflamag¢do, tendo como
principais func¢des a secrecao das citocinas interleucina-1p (IL-1p) e interleucina-18 (IL-
18), além do processo de induzir a morte celular denominada piroptose por meio da
ativacdo da caspase-1. A secrecao de IL-1p também € responsavel por estimular outras
citocinas inflamatorias como, por exemplo, IL-1a, fator de necrose tumoral (TNF)-a e

IL-6, amplificando a cascata inflamatéria ©.
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A exposicao cronica das HSCs a IL-1p pode levar ao comprometimento do nicho
hematopoiético, exaustio das HSCs e falha na regeneragio V. Nas leucemias, observa-se
uma superproducao das citocinas IL-1p e de outras citocinas inflamatorias como TNF-a
e IL-6 9, 0 que pode estar associado a progressdo tumoral. Atualmente, o papel dos
inflamassomas esta bem elucidado em alguns tumores s6lidos, como no cancer de c6lon
(19 todavia, nas leucemias, seu papel ainda ¢ bastante controverso. Tendo em vista isso,
nos realizamos uma revisao aprofundada da literatura e resumimos os principais achados
dos inflamassomas nas leucemias, a fim de servir de base para o direcionamento de alvos
terapéuticos baseados em componentes dos inflamassomas que possam auxiliar os

pacientes com leucemia.

Inflamassomas

Os inflamassomas sdo complexos proteicos oligoméricos que se formam no
citosol apos a deteccdo de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e
padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs). Embora existam diferencas
fundamentais entre inflamassomas dependentes de estimulos, em geral, os inflamassomas
tém como principal fungdo recrutar o zimogénio inativo pro-caspase-1, que apos ativado
sera responsavel pela maturagdo e secre¢do das citocinas pro-inflamatérias IL-1p e IL-

18, além de induzir o processo de morte celular denominado piroptose (V.

Estes sdo formados por sensores citosolicos, um componente adaptador e um
componente efetor, como a caspase-1, -4 € -5 em humanos e a caspase-11 em murinos.
Os componentes do sensor, os quais os nomes dos inflamassomas sdo frequentemente
designados, detectam PAMPs e DAMPs, além de recrutarem adaptadores, que por sua
vez recrutam e ativam as caspases. A montagem da plataforma do inflamassoma ¢ um
processo critico e bem-organizado que envolve varias partes principais, COmo: 0s sensores
que reconhecem os sinais de ativacdo, moléculas adaptadoras, sendo a mais comum a
ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) e a molécula efetora

caspase-1 12,

Os inflamassomas candnicos podem ser formados apds a ativacdo de duas
familias de moléculas sensores: receptores semelhantes a NOD (NLRs) e receptores
semelhantes a AIM2 (ALRs). O genoma humano codifica 22 proteinas citosolicas
pertencentes a familia dos NLRs, mas apenas NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7,
NLRP12 e o complexo NAIP/NLRC4 s3o capazes de montar seus respectivos
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inflamassomas ®. Ja AIM2 (d4bsent in Melanoma 2) e IF116 (Interferon Gamma
Inducible Protein 16) pertencem a familia PYHIN (PYD-like and HIN domain-containing

proteins) 14716),

Os sensores NLRs (exceto NLRP1) possuem um dominio C-terminal rico em
repeti¢des de leucina (LRR), que sdo responsaveis pelo reconhecimento de um ligante,
similar ao dominio rico em leucina dos Toll-like receptors (TLRs). Além disso, possuem
um dominio central de ligacdo a nucleotideos (NACHT ou NBD), responsavel pela
oligomerizagdo do receptor apds sua ativacao, € um dominio efetor PYD na porcao N-
terminal, o qual desencadeia a funcdo efetora do receptor recrutando proteinas para

formar complexos de sinalizacao.

O NLRP1 (NOD-like receptors, pyrin-domain-containing proteins 1) é formado
por um dominio interno FIIND (function-to-find domain) e um dominio CARD na regido
C-terminal. O NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4-like) possui um
dominio CARD na por¢io N-terminal 4!, enquanto, os sensores AIM2 ¢ IF116 possuem
um dominio efetor PYD N-terminal e um dominio HIN200 (hematopoietic interferon
inducible nuclear - antigen with 200 amino-acid repeat) C-terminal, responsavel por

reconhecer o ligante 1319,

A proteina adaptadora ASC ¢ constituida pelos dominios PYD e CARD, atuando
no recrutamento da pro-caspase-1 através de interacdes homotipicas dos dominios
CARD-CARD. A interagdo entre as pro-caspases resulta na formagao do complexo que
induz sua ativagdo por autoprotedlise ?°2¥. Classicamente, a ativagdo canodnica do
inflamassoma € iniciada por dois tipos de sinais e regulada nos niveis transcricional e pds-
traducional. O “Sinal 1’ € o sinal de iniciacao e esta associado a ativacao da via TLR/NF-
kB ou espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas da mitocondria que ativam a via de
sinalizacdo TLR4/MyD88. O “sinal 2” pode ser induzido por varios estimulos, incluindo

PAMPs, DAMPs, trifosfato de adenosina (ATP) e cristais de acido trico .

Apo6s a formagdo do complexo, a oligomerizagdo das proteinas pro-caspase-1
induz sua clivagem autoproteolitica em caspase-1 ativada. Quando ativada, a caspase-1
(subunidades p20/p10) cliva as formas precursoras inativas de pro-IL-1p e pro-IL-18,
levando a maturacdo das citocinas IL-1P e IL-18. Além disso, a ativagdo de caspase-1
também pode causar morte celular denominada de piroptose, por meio da ativacido da

proteina gasdermina-D que se deposita na membrana celular. Esse processo ¢
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caracterizado pelo inchago das células, perda da integridade da membrana plasmatica e

liberagdo de mediadores inflamatorios devido a formagao de poros na membrana 329,

Embora a via final comum da ativacao do inflamassoma canonico envolva o
recrutamento de caspase-1 em resposta a multiplos PAMPs e DAMPs, o inflamassoma
ndo candnico sinaliza independentemente da caspase-1. Na via ndo candnica, 0 sensor
reconhece diretamente o LPS intracelular de bactérias gram-negativas através do dominio
CARD das caspases -4 e -5 (em humanos) e caspase-11 (em camundongos). No entanto,
até o momento ainda faltam evidéncias convincentes do envolvimento dessas caspases no
processo de maturagdo e clivagem das citocinas pro-IL-1 e pro-I1L-18, sendo esta fungao
especifica da caspase-1. Portanto, nessa via, observa-se somente a clivagem de
gasdermina-D, sendo suficiente para promover a lise celular e ativar a via canonica do
inflamassoma '». Na Figura 10, ¢ possivel observar de forma resumida as vias de

ativa¢ao do inflamassoma.

Figura 10. Visdo geral das vias de ativacao do inflamassoma.
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Legenda: Apos o reconhecimento de PAMPs ou DAMPs pelos sensores, ocorre a oligomerizagdo do complexo
que induz a clivagem da pro-caspase-1 em caspase-1 ativada. Quando ativada, a caspase-1 cliva as formas
precursoras inativas pro-IL-1f e pro-I1L-18, levando a maturagao e secrecdo das citocinas IL-1f e IL-18 para o meio
extracelular. Além disso, também ocorre a clivagem de gasdermina-D que se deposita na membrana celular,
levando a formagao de poros ¢ causando um processo de morte celular denominado piroptose. Na via ndo candnica,
o sensor reconhece diretamente o LPS citosélico e, por meio da oligomerizagdo, ativa as caspases -4 e -5 (em
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interferon-inducible protein AIM2; DAMPs, damage-associated molecular patterns; GSDMD, gasdermin-D; LPS,
lipopolysaccharide; N-GSDMD, amino-terminal cell death domain; NLRC4, NLR Family CARD Domain
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O papel do inflamassoma na regulacio da hematopoese

As células hematopoiéticas normais sdo organizadas hierarquicamente por um
pool de células-tronco quiescentes e pluripotentes com capacidade de autorrenovagao,
responsaveis pela geragdo de células sanguineas maduras. Esse processo € regulado pela
coordenacdo simultdnea de diversos mecanismos internos e externos dentro do nicho

osteoblastico (ou enddsteo) e vascular @7,

O nicho osteoblastico, composto por osteoblastos, células nervosas e
macrdofagos, contribui para a manutencdo do estado de quiescéncia das células-tronco a
longo prazo. Ao mesmo tempo, os componentes do nicho vascular, como células
endoteliais (EC), células estromais mesenquimais (MSC) e megacaridcitos, suportam a
manutengio, proliferacdo, diferenciacio e mobilizagdo 7. Esses nichos sdo regulados
por uma ampla variedade de hormdnios glicoproteicos, incluindo o fator de células-tronco
(SCF), fator estimulador de colonias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF),

trombopoietina e IL-3 @,

Além disso, durante uma crescente demanda por
reabastecimento de células mieloides de curta duragdo durante um processo inflamatoério,
ha uma enorme quantidade de estresse proliferativo no sistema hematopoiético para

geracio de novas células 30,

Para iniciar as respostas hematopoiéticas caracteristicas, as células-tronco
hematopoiéticas e progenitoras (HSPCs) sao ativadas por meio de mecanismos diretos ou
indiretos. De forma direta, as HSPCs podem ser ativadas por meio dos receptores do tipo
Toll expressos em sua superficie, células endoteliais, osteoblastos e células-tronco
mesenquimais (MSCs) G733, A ativacio indireta de HSPCs é mediada principalmente
pelas moléculas pro-inflamatorias secretadas pelas células imunes inatas ativadas. Além
disso, estudos apontam que o inflamassoma esta envolvido em diferentes estagios da
hematopoiese e varios tipos de seus componentes demonstraram contribuir para a
manutengio e diferenciagdo das HSPCs ©. Tanto a regulacio positiva quanto negativa
das proteinas do inflamassoma podem levar a alteragdes fisiologicas na homeostase,
sugerindo que sua ativacdo pode ser necessaria para preservar cuidadosamente a

hematopoiese ©).

O inflamassoma NLRP1 desempenha um papel fisioldgico nas células HSPCs,

levando a diferenciagdo mieloide por meio do fator de transcrigdo GATA-1, e sua delegao

é responsavel pela diminuigdo da linhagem mieloide e aumento da linhagem eritroide ¥,
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Sob influéncia da radiacgdo, o inflamassoma AIM2 ¢ responsavel por mediar a morte de
HSPCs e causar aplasia medular em camundongos. Do contrario, sua dele¢do resulta em
isencdo da falha hematopoiética induzida por radiagdo, pois AIM2 atua como um sensor
de DNA de fita dupla que medeia a morte celular em resposta a dano de DNA induzido
por radiagdo . Concomitante a isso, a exposi¢do a radiagdo ionizante foi responsavel
pelo aumento dos niveis de NLRP3 em células THP-1 e elevacio dos niveis de ROS ©9),
Além disso, a sinalizagdo de IL-1B mediada por inflamassoma NLRP3 em macrofagos
sob estresse metabolico parece contribuir para o aumento da produgido de HSPCs ©7). A
regulacdo positiva de NLRP12, limita funcionalmente a apoptose de HSPC induzida por
TNF, todavia, quando ha delecio de NLRP12, ha apoptose de HSPC, bem como
reconstituicdo imune periférica defeituosa. Logo, a mielopoiese e a reconstituicdo das

células imunes ¢ acelerada pela superexpressio de NLRP12 G

O papel fisiologico dos inflamassomas na mediagcdo das linhagens mieloide e
linfoide ja esta comprovado. Todavia, o aumento da demanda de células imunes durante
o processo inflamatério pode contribuir para a cronicidade de doengas inflamatoérias,
especialmente em doengas metabdlicas cronicas ©®. Além disso, a adaptagdo de HSPCs
a inflamagdo também provou ser um evento critico durante a resposta do hospedeiro a
infeccio, estresse ou inflamagdo estéril no desenvolvimento de doengas . Nota-se ainda
que a ativacao do inflamassoma induz a morte celular via piroptose e secre¢ao de IL-18
e IL-18, mediada principalmente pela ativagao de caspase-1. Além disso, o acumulo de
mutagdoes somaticas no DNA de células hematopoiéticas resulta em vantagens
proliferativas, levando a expansdo clonal de HSPCs aberrantes. A combinagdo dessas
alteragdes patoldgicas comumente ocorre no sistema hematopoiético e, em ltima analise,

constitui a base de varios tipos de doengas hematoldgicas “7).

A inflamac¢ido como desencadeadora da leucemia

A inflamagdo ¢ definida como uma resposta imune protetora a infec¢do e dano
tecidual mediada por agdo pré-inflamatoria de células efetoras, citocinas e quimiocinas,
que orquestram uma resposta sistémica e/ou local “V. As hematopoietic stem cells (HSCs)
sdo conhecidas como células-chave em respostas inflamatdrias sistémicas capazes de
integrar estimulos inflamatdrios em respostas celulares e estabelecer um eixo adaptado a

demanda entre estresse periférico e resposta hematopoiética na medula 6ssea “». Embora
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seja importante para a manuten¢ao no nicho hematopoiético, a inflamacao pode contribuir
para o surgimento de mutacdes e conferir vantagens seletivas para certos clones devido a

(3,

exposicao prolongada A pressdo seletiva imposta por inflamag¢ao no pool de HSCs

pode induzir mutagdes genéticas e selecionar clones mutantes adaptados a inflamagao que

podem, potencialmente, evoluirem para um quadro leucémico “**?),

Tendo isso em vista, Mel Greaves descreve que a resposta imune exacerbada a
patdgenos comuns na primeira infancia seria responsavel por induzir alteragdes genéticas
que levariam ao surgimento da leucemia. A chamada “hipotese higi€nica” baseia-se na
relagdo direta entre o desenvolvimento do sistema imunologico e a exposi¢ao a infecgdes
na patogénese da doenga, sendo demonstrada na Figura 11. Greaves descreve o modelo
em dois hits, sendo o primeiro a aquisi¢do de uma alteragdo genética produzida no ttero
(Ex: ETV6.::RUNXI ou hiperploidia), que originaria uma célula pré-leucémica. A partir
da baixa estimulagdo do sistema imunologico na primeira infancia ou deficiéncia de
“priming imunologico”, a infeccdo a patdgenos comuns, posteriormente, seria
responsavel pelo desencadeamento de uma resposta imunoldgica exacerbada e culminaria

na indugao de alteragdes genéticas secundarias >~



Figura 11. Modelo de desenvolvimento da leucemia baseado na inflamagao.
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Legenda: Uma alteragdo genética produzida ainda no utero seria responsavel pela criagdo de um clone leucémico. Apos o
nascimento, a partir da baixa estimulagdo do sistema imunoldgico, ocorria uma resposta imune desregulada frente a
patéogenos comuns, culminando em uma resposta inflamatéria exacerbada. Os inflamassomas destacam-se como
importantes mediadores da inflamagdo na imunidade inata através do reconhecimento de PAMPs e DAMPs que levam a
maturagdo e secre¢do das citocinas pro-inflamatoérias IL-1p e IL-18 e pelo processo de morte celular denominado piroptose.
A citocina IL-1p possui fungdes pleiotropicas no tumor e pode ser secretada tanto por células leucémicas como estromais,
sendo responsavel pelo recrutamento de MDSCs que secretam IL-10 e TGFf e induzem a diferenciagdo de linfocitos
TCD4+ em Tregs, promovendo a imunossupressdo. Além disso, a ligagdo com o receptor ILIR promove um looping
positivo de secregdo autdcrina/paracrina dessa citocina em células leucémicas e, através da ativagdo da via NF- B, leva a
transcricdo de outros mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-10 e IL-12 que sdo secretados no TME. Em conjunto,
esses mecanismos sdo responsaveis por induzir disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e danos ao DNA persistentes,
levando a aquisicdo de alteragdes genéticas secundarias que contribuem para o desenvolvimento da leucemia. DAMPs,
damage-associated molecular patterns; DNA, deoxyribonucleic acid; IL-10, interleukin-10; IL-12, interleukin-12; IL-18,
interleukin-18; IL-1p, interleukin-1p; PAMPs, Pathogen-associated molecular pattern molecules (PAMPs); TCD4+,
lymphocyte CD34+; TGF, transforming growth factor B; TME, tumor microenvironment; TNF-a, tumor necrosis factor-
a; Tregs, regulatory T cells.
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Além de contribuir com a instabilidade gendmica, a inflamagao também pode

~ e e . . ;. , A . (46)
cooperar com a preven¢ao da vigilancia imunologica de células leucémicas “**. Logo, o
clone pré-leucémico adquirido no primeiro kit, conforme descrito por Greaves, poderia
causar alteracdes no citoesqueleto, desregular a expressdo de moléculas de adesdao (como
integrinas, caderinas e selectinas), modificar a migra¢do celular e as propriedades de
adesdo de células pré-leucémicas, comprometendo o eixo CXCLI12/CXCR4 e

aumentando a capacidade de aderir a células endoteliais 4?47

Ja no segundo hit, estudos demonstram que as citocinas pro-inflamatorias 1L-6,
TNF-a e IL-1p, secretadas em resposta a infecgdes por células que expressam receptores
de reconhecimento de padroes (PRRs), como os TLRs e inflamassomas, cooperam com
MSCs para criar um nicho favordvel para células pré-leucémicas, predispondo-as a
transformagio maligna através do aumento do dano ao DNA ©7. Nesse contexto, as
MSCs secretam ligantes CXCR2 (por exemplo, CXCL1 e CXCLS), atraindo células pré-
leucémicas (Ex: ETV6::RUNXI+) de maneira dependente de CXCR2 e Ativina (AcTA),

um membro da familia TGF-p “¥,

Apds a infec¢do ou lesdo, a citocina IL-1B ¢ encontrada em altos niveis
medulares em mondcitos e células endoteliais, promovendo a diferenciagdo mieldide
através da ativagdo da via NF-kB que resulta na expansio de HSPCs “9. A exposi¢io
cronica a IL-1B prejudica significativamente a autorrenovacdo e a capacidade de
diferenciacdo das HSPCs na linhagem linféide e eritroide . Portanto, a inflamagio
cronica sustentada pode provocar um estresse celular induzindo um estado de estresse
oxidativo cronico com niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS) e este, em
um processo de looping positivo, amplifica a resposta inflamatdria por meio da ativagao
de NLRP3 através do reconhecimento de DAMPs nesse meio (ATP e HMGBI, por
exemplo) ©®Y, criando assim um microambiente de alto risco para inducdo de alteracdes
genéticas devido ao dano oxidativo induzido por inflamagao persistente ao DNA em

células hematopoiéticas 2.

A agdo da citocina IL-1p no microambiente tumoral ¢ mediada pela ativacao de
complexos inflamassomas. No microambiente tumoral (TME), as principais células que
produzem IL-1B sdo macréfagos associados ao tumor (TAMs) e fibroblastos associados
ao cancer (CAFs) ®¥. De uma forma geral, nas leucemias, a IL-1B tem sido associada

com i) aumento da proliferacdo de células leucémicas ¥ e ii) recrutamento de células
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supressoras derivadas mieloide (MDSCs) para o TME através da superregulagdo da via
NF-«xB, que promove imunossupressao e favorece a sobrevivéncia do clone leucémico
(59:60) ' As MDSCs sdo responsaveis pela secregio de IL-10 e TGF-B, que contribuem para
a expansdo de Tregs nas leucemias (61). Dessa forma, foi proposto que as células Tregs
podem suportar o crescimento € a sobrevivéncia de células pré-leucémicas, também por

meio da liberagdo de citocinas, incluindo TGF-p 2,

As células tumorais também podem secretar substancias que contribuem para a
sobrevivéncia do clone. Num modelo de camundongo de distarbio pré-leucémico, as
MSCs desreguladas foram capazes de liberar DAMPs (S100A8/9) para induzir disfungdo
mitocondrial, estresse oxidativo e danos ao DNA em HSCs, via ativagdo de p53 de
maneira paracrina e promover a transformacdo maligna ¢®. No caso da LLA-B, foi
demonstrado que as proprias células leucémicas tém a capacidade de produzir e secretar
fatores inflamatoérios, incluindo TNF-a, IL-1p, IL-10 e IL-12, contribuindo assim para a
criagdo de um microambiente pro-inflamatoério que pode ser prejudicial para a

hematopoiese normal a longo prazo ¥,
Papel dos inflamassomas na leucemia
5.1 Efeitos pro-tumorigénicos

Embora o papel do inflamassoma esteja bem descrito para alguns tipos de cancer,
como coOlon e melanoma, nas leucemias temos muitas lacunas e os poucos trabalhos
descrevem apenas os mecanismos de promog¢do neoplasica na doenca. Na Figura 12,
estao descritos 0os mecanismos pro- e anti-tumorigénicos envolvendo os componentes do
inflamassoma nas leucemias. Na LLA, o NLRP3 e ASC estdo superexpressos nas
amostras de diagnostico ¢ e recaida ©9. Além disso, foi demonstrado que em células
leucémicas linfoides resistentes a glicocorticoides hd diminuicdo da metilagdo do
promotor CASP1 e do NLRP3, o que resulta em transcricdo aumentada, ativagao
constitutiva de NLRP3 e clivagem do receptor de glicocorticoide mediada por caspase-1

69 sendo este um possivel mecanismo de falha no tratamento inicial.



72

Figura 12. Efeitos do inflamassoma na progressao e inibi¢do tumoral na leucemia.
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Legenda: Pro-tumorigénicos: 1) a proteina IREla aumenta a expressdo de NLRP1 em células leucémicas e
contribui para a proliferacdo e sobrevivéncia; 2) a via PKC-CREB regula a expressdo de NLRP1 em células
leucémicas e possivelmente contribui para a proliferagdo; 3) a citocina IL-1f estimula o aumento da proliferagdo
celular e 4) impede a diferenciagdo de linfocitos TCD4+ em células NK; além disso, também 5) estimula a
expressao de moléculas de adesdo para promover o recrutamento de células leucémicas pelas células epiteliais; 6)
as DCs ativadas pela citocina IL-18 promovem a diferenciagéo de linfocitos TCD4+ em Tregs; 7) NLRP3 colabora
com AHR para o desbalango na resposta de perfil Thl; 8) a transcri¢do aumentada de CASP1 ¢ NLRP3 resulta na
clivagem dos receptores de glicocorticoides. Anti-tumorigénicos: 1) a delecdo de NLRP3 em células leucémicas ¢
capaz de diminuir a proliferagio de blastos por meio da neutralizagdo da citocina IL-1pB; 2) a proteina RIPK3
suprime a proliferacdo de células leucémicas através da ativagdo de NLRP3 e induz apoptose via TNFR; 3) a
ativacdo de NLRP3 em BMDMs via secregdo de IL-1f promove a proliferacdo de células Th1 produtoras de IFN-
v com efeitos anti-leucémicos e 4) a superexpressdo de NLRP3 regula negativamente o receptor P2X7R inibindo
a proliferagdo de células leucémicas e induzindo a apoptose. L = Inhibition; | = Activation; AHR, Aryl
hydrocarbon receptor; ASC, apoptosis-associated speck-like protein, BMDMs, bone-marrow-derived
macrophage; cAMP, cyclic adenosine monophosphate; CREB, cAMP-response element binding protein; DC,
dendritic cell; GR, glucocorticoid receptor; GSDMD, gasdermin-D; GSDMD-N, GSDMD amino-terminal cell
death domain; IFN-y, interferon gamma; IL-18, interleukin-18; IL-1P, interleukin-1p; IREla, endoplasmic
reticulum stress sensor; LT, lymphocyte; NK, natural killer cell; NLRP1, NOD-like receptor protein 1; NLRP3,
NOD-like receptor protein 3; P, phosphorylation P2X7R, purinergic P2X7 receptor; PKC, protein kinase C ROS,
reactive oxygen species; tBID, pro-apoptotic protein; Thl, type 1 T helper (Th1l); Th22, type 22 T helper (Th22);
TNFR, tumor necrosis factor receptor; Tregs, regulatory T cells
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Recentemente, foi demonstrado pela primeira vez a ativagdo de NLRP3 em
células LLA-B primarias humanas induzida por quimioterdpicos. A inducao de células
LLA-B com doxorrubicina levou a um aumento da transcricdo de NLRP3 ¢ CASPI ¢

consequente aumento da produgio da citocina IL-1B quando comparado ao controle 7.

Em relagdo a IL-1p, seu papel ainda ¢ controverso na LLA, sendo observado
aumento de 40 vezes na expressao do gene da /L/B em blastos de LLA-B cultivados com
fatores de crescimento hematopoiéticos ¥ e em MSCs de pacientes ao diagndstico %),
todavia, a baixa expressdo do mesmo foi associada com menor taxa de sobrevida geral e
sobrevida livre de eventos, sendo considerado como preditor de recaida . O gene IL1B
¢ altamente polimoérfico e diversas variagdes de nucleotideo tinico (SNVs) tém sido
associadas com o aumento ou diminui¢do da secrecdo da citocina IL-1p 7%, sendo uma
possivel causa para a diferenca na expressao em populagdes devido a variagdes

étnicos/geograficas.

A expressdao do gene NLRPI ¢ ausente em células hematopoiéticas blasticas
CD34", enquanto durante a diferenciagdo dessas, este é expresso em granuldcitos.
Estudos demonstram que os niveis de NLRP1 estdo aumentados em amostras de medula
Ossea de alguns pacientes com leucemia aguda, mas ndo em amostras de tumores solidos.
Logo, foi descrito que a indugdao de NLRP1 por um ativador de PKC (proteina quinase
C) ou analogos de cAMP ¢ mediada por CREB (cAMP-response-element-binding
protein), um fator de transcricdo que regula vias de respostas celulares, incluindo
proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo. Quando a expressao de uma forma dominante
negativa de CREB foi utilizada, observou-se reducdo da expressao NLRP1. Logo, a
regulacdo de NLRP1 pela via CREB em células mieloides pode contribuir para modular
a resposta dessas células aos estimulos inflamatérios e favorecer a sobrevivéncia do clone

leucémico V.

Na LMA, foi demonstrado em modelo murino que a presenga da mutagdo
KrasGI2D ¢é responsavel pela ativacdo de NLRP3 através da produgdo de ROS pela via
Kras-RAC. Além disso, a delecdo do gene NLRP3 foi responsavel pela reducao da
proliferacdo de blastos na LMA e restauragdo da hematopoiese normal 7. A HMGBI,
um importante DAMP liberado durante o processo inflamatdrio, parece estar envolvida
diretamente na ativagdo de NLRP3 e contribui para a progressao da LMA via o eixo

HMGB1/NLRP3/IL-1B ©%. Além disso, estudos demonstram que a secre¢do de IL-1P
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pelos blastos de LMA pode modular a diferenciagdo de células CD34" em precursores de
células natural killers (NK) 7 e estimular a expressio de moléculas de adesdo para

promover o recrutamento pelas células epiteliais 7.

Em amostras de pacientes recém-diagnosticados com LMA, foi observado um
aumento da expressdo de NLRP3 quando comparado aos controles e pacientes em
remissao, sendo correlacionado com o aumento da expressao de AHR (Ary! hydrocarbon
receptor). O AHR estd envolvido na modulacdo do sistema imune, especificamente na
diferenciagdo de linfécitos T auxiliares. Nesse estudo, também se observou um
desbalanco das subpopulagdes de linfocitos T auxiliares com aumento do perfil Th22 e
diminui¢do de Thl em pacientes LMA de novo, o que nos leva a pensar que NLRP3
juntamente com AHR podem cooperar para o desenvolvimento da LMA e influenciar na

diferenciacio de linfocitos T 7).

No plasma de pacientes com LMA de novo, a citocina IL-18 foi encontrada em
niveis séricos elevados ©%, e a expressdo dos genes IL18 e ASC voltou ao normal apds os
pacientes alcangarem a remissio 7>. Em modelo in vivo, um estudo demonstrou que as
células dendriticas derivadas de IL-18 foram capazes de promover a diferenciacdo de
linfocitos Tregs CD4+CD25+ "9, Concomitante a isso, podemos hipotetizar que a IL-18
poderia facilitar a polarizacdo de Tregs, e no TME poderia suprimir a resposta imune e

promover o desenvolvimento de LMA.

Na LMC, em modelo in vitro, o gene NLRPI é expresso em niveis elevados por
células K562 D ¢ em pacientes com LMC foi associado com a resisténcia a imatinib 77,
Além disso, a proteina IREla, um sensor de estresse do reticulo endoplasmaético
envolvido na progressao da LMA, pode aumentar a expressao de NLRPI na LMC. Em
células primarias de pacientes com LMC, foi observada uma superexpressdo de IREla e
NLRP]I que levou a proliferagdo celular e inibi¢do da apoptose. Além disso, a inibi¢do
dessa via levou a sensibiliza¢do de células LMC a apoptose mediada por imatinib /"), Na
LMC, altos niveis da citocina IL-1f sdo associados com pior progndstico € menor
sobrevida ® e na LLC, a secregdo de IL-1P é capaz de induzir diferenciacio e ativagdo

de células leucémicas 7.



75

5.2 Efeitos anti-tumorigénicos

A atividade antitumoral dos inflamassomas pode variar a depender do tipo
celular que estd sendo ativado e de interagdes com células do TME. Na LMA, o knockout
de NLRP3 em células leucémicas in vivo foi capaz de diminuir a proliferacao de blastos
na medula dssea, figado e bago através da neutralizagdo da citocina IL-1B ©%. Logo, a
regulacao da atividade do inflamassoma NLRP3, especialmente com foco na IL-1f, pode

contribuir para uma nova abordagem de terapia na LMA (Figura 12).

No TME da LMA, os linfocitos do perfil Thl e a producao de IFN-y estdo
“down” regulados. Para avaliar a fungao desses componentes, foi demonstrado por Liu et
al. (2021), que a ativacdo de NLRP3 em macrofagos derivados da médula oOssea
(BMDMs) promoveu a diferenciagdo de linfécitos TCD4+ no perfil Thl através da
secrecdo de IL-1PB. Logo, elevados niveis de células Thl promoveram a apoptose e
inibiram a proliferacio de células leucémicas via secregdo de IFN- y in vitro e in vivo ®0,
Desta forma, os BMDMs ativados por NLRP3 promovem a proliferacao de células Thl
produtoras de IFN-y com efeitos anti-leucémicos e podem fornecer informagdes sobre a

base da imunoterapia para leucemia em pacientes com LMA.

Além disso, a proteina quinase 3 de interacdo com o receptor (RIPK3) pode
promover a diferenciacao de células iniciadoras de leucemia (LICs) por meio da ativagao
do inflamassoma. RIPK3 suprime a mieloproliferacado maligna, ativando o inflamassoma,
promovendo assim a diferenciagdo. Além disso, RIPK3 a jusante do TNFRI ¢
responsavel por induzir a morte celular. A ativacdo de RIPK3 ¢ regulada pelo status de
ubiquitinagdo de RIPK1, que por sua vez ¢ controlado pelo inibidor celular das proteinas
de apoptose 1 e 2 (cIAP1/2). Em pacientes recém-diagnosticados com LMA, a expressao
de RIPK3 ¢ frequentemente reduzida para evitar que as células leucémicas entrem em

apoptose &V,

O trifosfato de adenosina (ATP) ¢ um importante DAMP que se acumula nos
locais de lesdo tecidual e inflamagao, sendo um dos principais responsaveis pela ativagao
do complexo inflamassoma. O receptor purinérgico P2X7 (P2X7R) ¢ um canal idnico
controlado por ATP amplamente expresso em HSCs e desempenha papéis importantes na
promogao do cancer e na regulagdo do sistema imune. Na hematopoiese, o crescimento e
a diferenciag@o dos linfécitos sdo modulados pelo P2X7R, sendo este superexpresso em

amostras de LLC. Nesta, o silenciamento do gene NLRP3 foi responsavel pelo aumento
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da expressao de P2X7R e promoveu crescimento celular. Pelo contrario, a superexpressao

de NLRP3 induziu & apoptose 2.

Logo, a expressdo NLRP3 parece regular
negativamente o P2X7R, inibir a prolifera¢do de células LLC e induzir a apoptose, sendo
um alvo terapéutico promissor para essa doenca. Nas leucemias cronicas, o inflamassoma
parece exercer funcdes distintas, porém ainda ndo elucidadas. Enquanto na LLC a
expressao de NLRP3 pode estar associada a um bom prognostico, na LMC, este encontra-
se “down” regulado junto com IL1B ®¥. Porém, devido aos escassos estudos funcionais

dos inflamassomas nas leucemias cronicas, ndo € possivel estimar com clareza qual o seu

papel na doenga.

5.3 Polimorfismos

Além das mutagdes germinativas raras que sao altamente penetrantes, os estudos
de Genome Wide Associations (GW As) tém identificado variagcdes germinativas que sao
frequentes, entretanto apresentam baixa penetrancia, como os Single-Nucleotide Variants
(SNVs), os quais cumulativamente podem fornecer um alto risco para o desenvolvimento
da LLA @Y, SNV ¢é uma variacdo de um unico nucleotideo na sequéncia de DNA da
linhagem germinativa que esta presente em pelo menos 1% da populacio ®¥. Embora
esses alelos de risco individualmente produzam um baixo efeito modesto e possam ter um
significado clinico limitado, em conjunto, eles podem aumentar em até nove vezes o
aumento do risco de leucemia com alelos de risco em multiplos genes em comparacao
com individuos sem alelos de risco. Os genes envolvidos incluem IKZF1, CDKN24,
PIP4K2A, LHPP, ELK3, GATA3, ARID5B, CEBPE, MYC, ERG e TP63, sendo que alguns

desses estdo associados a subtipos distintos de LLA ®9,

Esta bem estabelecido que a etnia tem influéncia direta na incidéncia de

&) De acordo com estudos anteriores, os descendentes

neoplasias hematologicas
americanos sdo mais suscetiveis a desenvolver linfoma de Hodgkin e ndo Hodgkin,
mieloma miultiplo, leucemia mieloblastica e linfoblastica aguda ®®, enquanto os
descendentes de sul-asiaticos e africanos possuem menor risco ¢”%). A disparidade da
incidéncia de neoplasias hematologicas tem influéncia principalmente de determinantes
sociais (Ex: barreiras estruturais de acesso ao cuidado) e fatores bioldgicos (Ex:

ancestralidade, estilo de vida etc.). Estudos relatam que as criangas com mistura de

ancestralidade possuem maior risco de desenvolver LLA devido a existéncia de
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polimorfismos do tipo INDEL, caracteristicos dos nativos sul-americanos nos genes
CASPS, CYP19A41 ¢ XRCCI ©®%. De etiologia multifatorial, é importante investigar a
associacdo de polimorfismos nas leucemias, principalmente em genes de vias
inflamatorias, uma vez que estdo intrinsecamente relacionadas com o desenvolvimento
da doenga. A Tabela 03 mostra os principais achados de polimorfismos em genes do

complexo inflamassoma nas leucemias.

Tabela 03. Efeito funcional de polimorfismos nos genes do complexo inflamassoma nas leucemias.

Gene Variacgao rs Efeito Principais Achados Ref.
Aumento do
processamento
c.464 A>T de IL-1B; Protecgdo contra doengas
infecciosas em pacientes
NLRPI p-L155H rs12150220 Aumento da pediatricos com LLA da On
expressdo de Amazonia Brasileira
NLRPI
c.2113 .
C>A 135829419 Aumento da ilsﬁ?adgoLi\ggizz (92)
NLRP3 p. Q705K producao de popuiag
N/A 154353135 IL-16 ¢ IL-18 Risco d~e LL.A na 93)
populagdo asiatica
Maior sobrevida livre de
P2X7 Glﬁ:9c6 Ala rs3751143 Ele;dgode eventos em pacientes com 94)
P: ¢ LLC na Suécia
Risco de desenvolvimento
de LLA em criangas da 1)
Amazonia brasileira
Aumento da Aumento da transcri¢ao
ILIB c¢.-511C>T rs16944  transcricdo de de NLRP3 4SC na L LA ©3)
IL-1p na populagdo asiatica
Citogenética de bom 92)
prognostico na LMA
Aumento do risco de LLA 93)
em criangas asiaticas
¢ (_}I>3C7 rs187238 Risco de LL.C na Turquia 97)
Aumento da  Aumento da secre¢do de
IL18 607 transcri¢ao de IL-18 na LLA na 98)
C'C'> " rs1946518 IL-18 populagio asidtica
Risco de LLA pediatrica 93)

na populacdo asiatica
Legenda: p., proteina alterada; c., alelo alterado; rs, sequéncia de referéncia; LLA, leucemia linfoblastica aguda; LMA,
leucemia mieloblastica aguda; LLC, leucemia linfobléstica cronica, LMC, leucemia mieloide cronica; Ref., referéncias.
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5. Conclusio e Perspectivas

Nos ultimos anos, houve um aumento dos estudos envolvendo os inflamassomas
nas neoplasias hematologicas, com o objetivo de entender os efeitos duplos que esses
complexos exercem na regulacao fisioldgica e maligna da hematopoiese. As funcdes dos
inflamassomas nos diferentes tipos de leucemias sdo muito distintas, podendo contribuir
para a progressao e inibicdo do surgimento do clone pré-leucémico. Esses mecanismos
parecem depender de varios fatores, como tipo celular envolvido, nivel de expressao,
estagio da tumorigénese, mutagdes € polimorfismos, bem como a influéncia das células
estromais. Logo, o conhecimento desses alvos nos revela potenciais implicagdes clinicas.
Aqui listamos algumas opg¢des terapéuticas potenciais por meio da modulagao/inibigao
direcionada de inflamassomas especificos que podem auxiliar a manter/restaurar a

homeostase hematopoiética adequada (Tabela 04).

A sinalizagao aumentada da via de ativagdo dos inflamassomas é um evento
comum nas leucemias, logo, o conhecimento de mecanismos genéticos e moleculares da
atuacdo dos inflamassomas na doenga nos permitird determinar o verdadeiro potencial do
seu direcionamento como terapia e suas complicagdes relacionadas. Desta forma,
considerando a contribuicdo dos inflamassomas para a homeostase hematopoiética e
desenvolvimento das leucemias, mais investigacdes devem ser realizadas acerca desse
complexo na doenga, visando identificar componentes celulares e moleculares que
possam ser utilizados como possiveis biomarcadores de grupo de risco de tratamento,
presenc¢a de doenca residual minima, recaida pos-indugdo e 6bito nesses pacientes. Além
disso, a descoberta de novos alvos terapéuticos com base na via dos inflamassomas parece

ser um caminho promissor nas proximas décadas para a area da oncologia.



Tabela 04. Potenciais alvos terapéuticos direcionados ao inflamassoma.
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Potencial .~ Ref./NTC
e Descricao Alvos  Fase
terapeutico number
Apesar do progresso, ainda ha necessidade de
Inibicio do fornecer estraté’gi.as adicionais para pacieptes
receptor com L.MA refratarlo. Ess.e estudo’wsa avaliar os IL1R Fase I NCT04169
ILIRAP efeitos Fla imunoterapia para células LMA AP 022
refratarias que expressam IL1RAP usando
c¢lulas T receptoras de antigenos quiméricos
Inibicdo do Essp est1~1do visa ayaliar 0s efeitos.da
receptor de IL- administra¢ao subcutinea do’ a.ntagomsta. do IL- Fase NCT03249
1R receptor da IL-1P no quadro clinico de pacientes 1R« I 207
com hemorragia subaracnoidea aneurismatica
O dano ao DNA causado por radiagdo ativa o
inflamassoma AIM2 na medula 6ssea além de
Diminuicao aumentar a expressao de NLRP12 em células  AIM?2
de danosao  hematopoiéticas deficientes do gene de reparo de NLRP Pqtcalnc (38,99,100
DNA DNA Fanca melhorando a fungdo de 12 1a )
repovoamento e prevenindo a apoptose quando
expostas a radiagdo
Usando varios modelos de tumores pré-clinicos,
a ativagdo de células T CD8" em resposta ao
bloqueio da morte celular programada 1 (PD-1)
induziu a ativa¢do de NLRP3 levando ao
recrutamento de células supressoras derivadas de
mieloides granulociticas (PMN-MDSCs) em
Inibicio de tegidos tumorqis., (.1ir~ninuinfic.> a resposta im,ur}e NLRP  Pré-
NLRP3 antitumoral. A 1n1by;q0 ggnetlca e farmacologica 3 clinico (101,102)
de NLRP3 suprimiu a infiltra¢do do tumor
PMN-MDSC e aumentou significativamente a
eficacia da imunoterapia com anticorpos anti-
PD-1. Esta via, portanto, representa um
mecanismo intrinseco do tumor de resisténcia
adaptativa a imunoterapia com inibidor de
checkpoint anti-PD-1.
Melhorando NPT .
o homing de A .smghza(;ao do 1nﬂamass0ma’NLRP3 r?gula o
direcionamento, enxerto ¢ o trafico de células- NLRP Potenc
HSPCs em e : (103,104)
modelos de tronco hematropmetlcas (HSPCs) podendo ser 3 ial
util nos transplantes.
transplante
A sinaliza¢@o mediada pelo inflamassoma
NLRP3 desempenha um papel critico na
iniciacdo de GvHD por meio da secrecdo da
Protegdo citocina pro-inflamatoria IL-1B em células NLRP  Pré- (105,106)
contra GVHD  dendriticas. Logo, a diminuicdo da expressdo de 3 clinico ’

NLRP3 foi responsavel por amenizar a GvHD
em um modelo murino resultando em sobrevida
aumentada do enxerto.

Legenda: IL1RAP, interleukin 1 receptor accessory protein; LMA, leucemia mieloblastica cronica; DNA,
deoxyribonucleic acid; T CD8+, linfocitos T CD8+, IL-1Ra, Interleukin 1 receptor type I; morte celular programada 1
(PD-1), PMN-MDSCs, células supressoras derivadas de mieloides granulociticas; HSPCs, células-tronco
hematopoiéticas; GvHD, Graft-versus-host Disease.


https://clinicaltrials.gov/show/NCT03249207
https://clinicaltrials.gov/show/NCT03249207
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5.2 Publicacio de artigo 02 — Association of IL1B -511 polymorphism with the risk
of hematologic malignancies: data from a meta-analysis

Nesta revisdo sistematica com meta-analise publicada no Cancer Biology &
Therapy (doi: 10.1080/15384047.2024.2382503, Fator de Impacto: 4.87) visamos
fornecer dados precisos sobre a associacdo entre variagdo genética e o risco de neoplasias
hematoldgicas, uma vez que varios estudos epidemiologicos investigaram a associagao
entre ILIB-511 C>T em muitos tipos de cancer; no entanto, nas neoplasias

hematologicas, os resultados sdo inconclusivos devido a descobertas em estudos isolados.

Esta ¢ a primeira revisdo sistematica com meta-analise a descrever a relacdo
entre um polimorfismo do gene no complexo inflamassoma em neoplasias hematoldgicas.
No entanto, vale ressaltar que nosso objetivo inicial era realizar essa analise somente com
leucemia linfoblastica aguda, todavia, devido ao escasso nimero de estudos com
polimorfismos de inflamassoma na doenga, optamos pela limitacdo em /IL/B-511 C>Te

neoplasias hematologicas.
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Resumo

A relagdo entre o polimorfismo ILIB-511C>T (rs16944) e o risco de
desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas permanece controversa. Assim, realizamos
uma meta-analise para avaliar a associagdo entre o polimorfismo /L/B-511C>T e o risco
de desenvolver neoplasias hematoldgicas. Foi realizada uma busca abrangente para
identificar todos os estudos elegiveis sobre o polimorfismo /L/B-511C>T e neoplasias
hematolodgicas. Doze estudos de caso-controle, com 2.896 casos € 3.716 controles, foram
selecionados para a analise. Os dados gerais ndo indicaram uma associagdo significativa
entre o polimorfismo /L/B-511C>T e o risco de neoplasias hematologicas (OR: 1,06,
Intervalo de Confianga [IC] de 95%: 0,93-1,22). Além disso, ndo foram observadas
associacdes significativas em uma andlise estratificada de acordo com o tipo de
neoplasma (mieloma multiplo, linfoma de Hodgkin e linfoma nao-Hodgkin), etnia
(europeia e asiatica) e equilibrio de Hardy-Weinberg. Em resumo, nossos resultados
sugerem que ndo ha associagdo entre o polimorfismo ILIB-511C>T e o risco de
neoplasias hematologicas. Assim, sao necessarios mais estudos em grande escala para

confirmar nossas descobertas.
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Introducio

As neoplasias hematologicas sao um grupo de doencas malignas derivadas das
linhagens hematopoiéticas mieloide e linféide!, e representam aproximadamente 9% de
todos os canceres. Além disso, esse grupo ¢ considerado o quarto cancer mais
diagnosticado em homens e mulheres em paises desenvolvidos’. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as neoplasias linfoides sdo agrupadas em
neoplasias precursoras linfaticas; neoplasias maduras de células B, T ¢ NK; e linfomas.
As neoplasias mieloides sao subdivididas em mieloma multiplo (MM) e sindromes
mielodisplasicas (SMD). As leucemias sdo subdivididas em leucemia mieloide aguda ou
cronica (LMA/LMC), leucemia linfoblastica aguda ou cronica (LLA/LLC)**. De forma
geral, cada individuo ¢ afetado sob diferentes condigdes, e cada um possui um protocolo

de tratamento especifico.

E amplamente reconhecido que a inflamagdo cronica impulsiona a progressio
tumoral em diversos tipos de cancer’. O aumento do estado inflamatoério basal parece
promover a mutagénese por meio da indugao de estresse oxidativo cronico e subsequente
dano oxidativo ao DNA, além de provocar alteragdes epigenéticas que favorecem ainda
mais a inflamagdo®. Além disso, uma caracteristica comum de muitas neoplasias
hematoldgicas ¢ a superprodugao de citocinas pro-inflamatérias. Embora vérias citocinas
sejam superexpressas nas neoplasias hematoldgicas, a superproducao do fator de necrose
tumoral-alfa (TNFa), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1) é a mais comumente
observada nos pacientes, sugerindo que essas citocinas desempenham um papel no

desenvolvimento e/ou manifestacdo das neoplasias hematologicas’™.

Evidéncias que sustentam um papel pro-tumorigénico da IL-13 em todos os tipos
de cancer foram descritas recentemente. A IL-1B desempenha um papel pleiotropico no
cancer, modulando a expressdo génica e a producao de citocinas, além de regular a adesao
e migragdo celular, angiogénese, proliferacio de células cancerigenas e metastase'”.
Enquanto a exposi¢cao aguda a IL-1PB contribui para a regeneracdo de células-tronco

hematopoéticas (CTH) apos mieloablagdo e transplante!!, a exposicdo cronica apos
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infeccdo ou lesdo promove a divisao descontrolada das CTH e o eventual esgotamento do

reservatorio de CTH®!2,

A IL-1B é um mediador chave da carcinogénese por meio da promocao de
inflamacao cronica, e variacdes genéticas com ganho de fungdo neste gene tém sido
amplamente estudadas nos ultimos anos em relacdo ao cancer'®. O gene Interleucina 1
Beta (IL1B) ¢ altamente polimorfico, e as transicdes de bases entre C e T nas posigdes -
511 (C>T; dbSNP: rs16944) tém sido associadas ao aumento da secregio de IL-1p!*!3.
Viarios estudos epidemioldgicos investigaram a associagdo entre ILIB -511 C>T em
muitos tipos de cancer'®!”; no entanto, nas neoplasias hematoldgicas, os resultados
permanecem incertos € muitos sdo inconclusivos devido a achados inconsistentes nos

estudos individuais. Portanto, este estudo realizou uma meta-analise para fornecer dados

precisos sobre a associagdo entre variagao genética e o risco de neoplasias hematolégicas.

Resultados
Caracteristicas da popula¢io em estudo

Ap06s uma avaliagdo cuidadosa da literatura com base na estratégia de busca e
critérios de elegibilidade, identificamos 11 estudos que foram incluidos nesta meta-
analise. Como mostrado no fluxograma que descreve o processo de selecdo dos estudos
(Figura 13), um estudo foi excluido porque niio descrevia a frequéncia do genotipo's.
Um estudo continha informagdes sobre linfoma de Hodgkin (LH) e linfoma ndo-Hodgkin
(LNH), e por essa razdo, foi duplicado. Portanto, para a andlise estatistica, utilizamos 12

estudos.
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Figura 13. Fluxograma para identificag@o, triagem e seleg¢do dos estudos.
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Os estudos incluiram 2.892 pacientes diagnosticados com uma malignidade
hematologica especifica e os compararam com 3.716 controles sem céncer. Todos os
estudos tiveram um delineamento de caso-controle, foram publicados entre 2007 e 2021
e tiveram como alvo uma ou mais das seguintes neoplasias hematologicas: (1) leucemia
linfobléstica aguda, (1) leucemia mieloide aguda, (1) leucemia linfocitica cronica, (1)
leucemia mieloide cronica, (2) linfoma de Hodgkin, (2) linfoma ndo Hodgkin, (1)
sindrome mielodisplasica, (2) mieloma multiplo ou (1) neoplasia mieloproliferativa

negativa para o cromossomo Filadélfia.

As caracteristicas detalhadas dos dados coletados dos 12 estudos de caso-
controle estdo resumidas na Tabela 5. Onze estudos estavam de acordo com o Equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW). No entanto, um estava fora do EHW. Seis estudos
envolveram a populacgdo asiatica, quatro envolveram a populagdo europeia, um envolveu
a populagdo caucasiana e um envolveu a populagao mista do Brasil. A maioria dos estudos

incluiu pacientes adultos no grupo de casos (91%).
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Primeiro Tivo'd 0 h Idade N
Autor e Ano 'po de Etnia Pais esenfio . .. Variaveis EHW Score
.. doenca do estudo (masculino/feminino) amostral
Referéncia
Abazis - T a007 MM Europeia Grécia C/Ce 65 (42 -80)/ 65.7 (40 -85) C-controle 74/160  Sim 10
Stambulieh
Alves ¥ 2021 LLA Miscigenado Brasil C/Cc 12 (14 - 17)/38 (26 — 52) C-controle/ recaida 158/192 Sim 11
Ennas 2 2008 LLC Europeia Italia C/Cc 57.9+12.5/56.5+13.2 C-controle 40/112 Sim 10
Hoeft 12! 2008 LNH Europeia Alemanha C/Cc 56.1 (Nos) C-controle 640/658 Sim 14
Hoeft II 2! 2008 LH Europeia Alemanha C/Cc 56.1 (Nos) C-cpntrole 105/658 Sim 14
Sarani 2 2021 LNH Caucasiano Ira C/Cc 20-90/21-75 C-controle 151/165 Nio 9
C-controle/ citogenética/ recaida
Wang » 2017 LMA Asiatico China C/Cc 48 (16 — 89) / idade/sexo / blastos na medula  383/300 Sim 10
Ossea
Yin % 2016 SMD Asiatico China c/ce 56 (16 —95)/ 42 (17 - 85) _ Creontrole/ 160/96 Sim 11
idade/sexo/hemograma
C-controle/ estratificag¢do de
Zhang » 2017 LMC Asiatico China C/Cc 47 (16 —81)/ 45 (21 — 83) risco/resposta terapéutica BCR- 267/344 Sim 10
ABL
Zhao 2° 2017 LH Asiatico China C/Cc 54 (13 — 85)/ 48 (21 — 85) C-controle 390/385 Sim 10
C-controle/ idade/ sexo/
Zhao 7’ 2018 MM Asiatico China C/Cc 60 (25 —89)/ 55 (26 —90) classificagdo/ mielograma/ 355/350 Sim 11
hemograma
Zhou 2 2020 NMC Asiatico China C/Cc 59 (16 — 84)/ 55 (16-88) C-controle 269/291 Sim 11

Miscigenado —Brasileiros e outras etnias latino-americanas
LLA: leucemia linfoblastica aguda, LLC: leucemia linfocitica cronica, LNH: linfoma nao-hodgkin, LMA: leucemia mieloide aguda, SMD: sindrome mielodisplasica, LMC: leucemia mieloide cronica, LH: linfoma hodgkin, MM: mieloma
multiplo, NMC: neoplasia mieloproliferativas cronica Philadelphia negativo.
C caso, Cc controle, EHW: Equilibrio de Hardy—Weinberg

NOS: néo especificado
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Resultados da avaliacdo da qualidade

A avaliagdo dos aspectos metodologicos quanto a qualidade mostrou que um
estudo obteve pontuagdo baixa (9 pontos), nove estudos atingiram pontuagdo entre 10 e
11 pontos e dois estudos atingiram pontuagdo de 14 pontos, conforme a Tabela

suplementar 1.

Tabela Suplementar 01. Classificacdo detalhada da avaliagdo da qualidade

Criterion
Autor e Meio de ) . ) Total
Referéncia obtengio dos Meio de obtengdo  Tipo de EHWem  Tamanhodo geore
dos controles amostra controles amostral
casos
Abazis-
Stambulieh 2 1 3 3 1 10
18
Alves ' 2 2 3 3 1 11
Ennas 2° 2 1 3 3 1 10
Hoeft I 2! 3 2 3 3 3 14
Hoeft 112! 3 2 3 3 3 14
Sarani % 2 3 3 0 1 9
Wang % 2 0 3 3 2 10
Yin % 2 2 3 3 1 11
Zhang % 2 0 3 3 2 10
Zhao 2° 2 0 3 3 2 10
Zhao 7 2 1 3 3 2 11
Zhou 2 1 3 3 2 11

Meta-analise do polimorfismo IL1B -511 C>T e sua relacio com malignidades

hematologicas

A Tabela 06 ¢ Figura 14 mostram as analises geral e estratificada desse
polimorfismo de acordo com o tipo de neoplasia (MM, LH e LNH), etnia (europeia e
asiatica) e EHW em avaliagdes alélicas e genotipicas. Os resultados dos estudos
agrupados mostraram que ndo houve associacdes significativas entre o polimorfismo
ILIB -511 C>T e o risco de malignidades hematoldgicas (OR:1,06; Intervalo de
confianga (IC) de 95%:0,93 — 1,22; p=0,37) (Figura 2). Da mesma forma, associagdes
nao significativas foram encontradas na analise estratificada por 1) tipo de neoplasia: MM
(OR: 1,28, IC 95%: 0,81 — 2,02, p=0,29), HL (OR: 1,02, IC 95%: 0,84 - 1,24, p=0,85) e
LNH (OR: 1,00, IC 95%: 0,63 - 1,61, p=0,98), ii) etnia: europeia (OR: 0,86, IC 95%: 0,57
— 1,30, p=0,48) e asiatica (OR: 1,09, IC 95%: 0,99 — 1,20, p=0,09) e iii)) EHW (OR: 1,05,
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IC 95%: 0,91 — 1,20, p=0,54). Neste estudo, usamos o modelo estatistico de efeitos
aleatorios para calculo de OR devido ao aumento do valor de heterogeneidade (12=59%,

p=0,00).



Tabela 06. Meta-analise da associagdo entre o polimorfismo ILIB -511 C>T (rs16944) e o risco de neoplasias hematologicas (comparagdes alélicas e genotipicas; e analise estratificada).

Variable Comparacio Caso/Controle M versus m m versus M

rs16944 (n) OR (95% 1C) P OR (95% IC) P
Geral 12 2,892/3,716 1.06 (0.93, 1.22) 0.37 0.94 (0.82, 1.08) 0.37
MM 2 429/510 1.28 (0.81, 2.02) 0.29 0.78 (0.49, 1.23) 0.29
LH 2 495/1,043 1.02 (0.84, 1.24) 0.85 0.98 (0.80, 1.20) 0.85
NHL 2 791/823 1.00 (0.63, 1.61) 0.98 1.00 (0.62, 1.60) 0.98
Europeia 4 859/930 0.86 (0.57, 1.30) 0.48 1.16 (0.77, 1.74) 0.48
Asiatico 6 1,824/1,766 1.09 (0.99, 1.20) 0.09 0.92 (0.83,1.01) 0.09
EHW sim 11 2,741/3,551 1.05 (0.91, 1.20) 0.54 0.96 (0.83, 1.10) 0.54

Variable Comparacio Caso/Controle MM versus mm mm versus MM

rs16944 (n) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Geral 12 2,892/3,716 1.13 (0.85, 1.50) 0.40 0.89 (0.67, 1.18) 0.40
MM 2 429/510 1.31(0.72, 2.36) 0.37 0.76 (0.42, 1.38) 0.37
LH 2 495/1,043 0.84 (0.40, 1.77) 0.65 1.19 (0.56, 2.50) 0.65
NHL 2 791/823 1.23 (0.23, 6.49) 0.80 0.81 (0.15, 4.27) 0.80
Europeia 4 859/930 0.67 (0.34, 1.32) 0.24 1.50 (0.76, 2.94) 0.24
Asiatico 6 1,824/1,766 1.15 (0.96, 1.38) 0.13 0.87 (0.72, 1.04) 0.13
EHW sim 11 2,741/3,551 1.05 (0.80, 1.38) 0.70 0.95 (0.72, 1.25) 0.70

Variable Comparacio Caso/Controle MM versus mm/Mm Mm versus mm/MM

rs16944 (n) OR (95% 1C) P OR (95% IC) P
Geral 12 2,892/3,716 1.31 (0.94, 1.84) 0.11 1.15 (0.81, 1.64) 0.44
MM 2 429/510 1.14 (0.84, 1.55) 0.41 1.43 (0.52, 3.95) 0.49
LH 2 495/1,043 2.23 (0.54,9.16) 0.27 3.23(0.14, 73.44) 0.46
NHL 2 791/823 1.55(0.41, 5.87) 0.52 0.86 (0.61, 1.22) 0.39
Europeia 4 859/930 0.89 (0.70, 1.14) 0.37 0.97 (0.57, 1.64) 0.90
Asiatico 6 1,824/1,766 1.54 (0.93, 2.56) 0.10 1.35(0.73, 2.51) 0.34
EHW sim 11 2,741/3,551 1.23 (0.87, 1.73) 0.23 1.21 (0.83, 1.76) 0.32

M alelo mutado, m alelo selvagem, OR odds ratio, /C intervalo de confianga.
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Figura 14. Graficos de floresta para comparagdo do alelo mutante A) versus alelo selvagem, B) alelo
selvagem versus alelo mutante, C) mutante homozigoto versus mutante homozigoto e D) mutante selvagem
homozigoto versus mutante homozigoto do polimorfismo ILIB -511 C>T (rs16944) e malignidades
hematologicas.

Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI

Abazis-Stambaoulieh 2007 65 148 102 320 6.1% 1.67 [1.12, 2.50] o

Alves 2021 193 316 219 384 8.0% 1.18[0.87,1.60] g

Ennas 2008 12 80 73 224 31% 0.37[0.19,0.72] == =

Hoeft 2008 () 631 1080 806 1316 11.0% 0.80[0.68, 0.95] el

Hoeft 2008 () 139 210 906 1316 7.8% 0.89 [0.65,1.21] S i

Sarani 2021 131 302 122 330 7.6% 1.31 [0.95, 1.80]

Wang 2017 396 766 311 610 10.0% 1.03[0.83,1.27] E

Yin 2016 212 320 104 192 6.7% 1.66[1.15,2.40] T

Zhang 2017 272 534 340 688 9.7% 1.06 [0.85, 1.33] =

Zhao 2017 412 780 389 770 10.3% 1.10[0.90,1.34] I

Zhao 2018 368 710 355 700 101% 1.05[0.85,1.29] -

Zhou 2020 277 538 204 582 9.5% 1.04 [0.82,1.31] ==

Total (95% CI) 5784 7432 100.0% 1.06 [0.93, 1.22] [ ]

Total events 3168 121

Heterogeneity: Tau®= 0.04, Chi*= 33.70, df= 11 (P = 0.0004); F= 67% IU 0 U:1 150 1UU"
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Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI

Abazis-Stamboulieh 2007 83 148 218 320 6.1% 0.60[0.40, 0.89] o

Alves 2021 123 316 165 384 8.0% 0.85([0.62,1.15] =T

Ennas 2008 68 80 151 224 31% 2.74[1.40,5.38] —

Hoeft 2008 () 389 1080 410 1316 11.0% 1.24 [1.05,1.48] =

Hoeft 2008 (I 7 210 410 1316 7.8% 1.13[0.83,1.54] il

Sarani 2021 171 302 208 330 7.6% 0.77 [0.56, 1.08] =

Wang 2017 370 766 289 610 10.0% 0.97 [0.79,1.20] o=

Yin 2016 108 320 g8 192 6.7% 0.60[0.42,0.87] =

Zhang 2017 262 534 348 688 9.7% 0.94 [0.75,1.18] b i

Zhao 2017 368 780 381 770 10.3% 0.91 [0.75,1.11] B

Zhao 2018 342 710 345 700 101% 0.96[0.78,1.18] i

Zhou 2020 261 538 288 582 9.5% 0.96 [0.76,1.22] -

Total (95% CI) 5784 7432 100.0% 0.94 [0.82, 1.08] 4

Total events 2616 3311

Heterogeneity: Tau®= 0.04; Chi*= 33.70, df= 11 (P = 0.0004); F= 67% -D o1 011 110 100

Test for overall effect Z=0.89 (P = 0.37) : Mo;'e in control  More in case
C Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI

Abazis-Stambaoulieh 2007 9 27 18 94 5.4% 2.11[0.82, 5.46] &

Alves 2021 48 61 62 97 7.2% 2.08[0.99, 4.37] 1

Ennas 2008 1 30 13 65 1.6% 0.14 [0.02,1.11] = = T

Hoeft 2008 () 222 283 301 354 11.0% 0.55[0.37,0.82] t—

Hoeft 2008 (I a0 66 301 354 8.2% 0.55[0.29,1.04] -/

Sarani 2021 26 72 10 63 65.4% 3.00[1.31,6.87] —_—

Wang 2017 105 197 82 158 10.7% 1.06 [0.70, 1.61] =

Yin 2016 78 104 26 44 71% 2.08[0.98, 4.39] |

Zhang 2017 69 133 87 178 10.3% 1.13[0.72,1.77] -

Zhao 2017 117 212 100 186 11.1% 1.18(0.80,1.75] =

Zhao 2018 103 183 92 179 108% 1.08[0.72,1.63] =

Zhou 2020 70 132 76 149 101% 1.08[0.68,1.73] s

Total (95% CI) 1520 1931 100.0% 1.13 [0.85, 1.50] L 2

Total events 898 1168

Heterogeneity: Tau®= 0.15; Chi*= 33.06, df= 11 (F = 0.0005); I*= 67% :u o1 051 150 100:

Test for overall effect Z=0.84 (P = 0.40) Moreincarirol Moreinitase
D Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI

Abazis-Stamboulieh 2007 18 27 76 94 5.4% 0.47[0.18,1.23] r

Alves 2021 13 61 35 97 7.2% 0.48[0.23,1.01]

Ennas 2008 29 30 52 65 1.6% 7.25[0.90, 58.27] 1

Hoeft 2008 () 71 293 53 354 11.0% 1.82[1.22,2.70] s

Hoeft 2008 () 16 66 53 354 8.2% 1.82[0.96, 3.43] e

Sarani 2021 46 72 53 63 6.4% 0.33[0.15,0.77] —e

Wang 2017 92 197 76 158 10.7% 0.95[0.62, 1.44] S

Yin 2016 26 104 18 44 71% 0.48[0.23,1.02]

Zhang 2017 64 133 91 178 10.3% 0.89[0.57,1.39] -

Zhao 2017 95 212 96 196 11.1% 0.85[0.57,1.25] —1

Zhao 2018 90 193 87 179 108% 0.92 [0.61,1.39] e

Zhou 2020 62 132 73 149 101% 0.92[0.58, 1.47] o

Total (95% CI) 1520 1931 100.0% 0.89 [0.67, 1.18] "

Total events 622 763

Heterogeneity: Tau®= 0.15; Chi*= 33.06, df= 11 (P = 0.0005); F=67% D

' '
t t
Testfor overall effect Z= 0.84 (P = 0.40) o Mg}l in control More in ca1sup b
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Analise de viés e sensibilidade de publicaciao

Os resultados da avaliagdo do viés de publicagdo mostraram a auséncia de
assimetria aparente nos graficos do grafico de funil para as comparagdes da avaliagdao
geral (Figura Suplementar 1). Esses dados foram apoiados pelos valores nao
significativos do teste de Begg e dos testes de regressao linear de Egger, conforme
mostrado na Tabela Suplementar 02. A analise de sensibilidade também demonstrou
que nenhum estudo individual afetou os valores OR agrupados na valida¢do de nossos

resultados.

Figura Suplementar 01. Graficos de funil para viés de publicagdo em A) M versus m, B) m versus M, C)

MM versus mm, D) mm versus MM, E) MM versus mm/Mm ¢ F) Mn versus mm/Mn.
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Tabela Suplementar S02. Valores de viés de publicacdo para a associa¢do entre o polimorfismo /LIB -

511 C>T e orisco de malignidades hematologicas.

Egger’s linear regression

Comparacoes Begg test test
M vs m 0.351 0.496
m vs M 0.243 0.530
MM vs mm 0.372 0.484
mm vs MM 0.370 0.484
MM vs mm/Mm 1.000 0.319
Mm vs mm/MM 0.945 0.665
Discussao

Até onde sabemos, esta ¢ a primeira meta-analise a avaliar de forma abrangente
a associagdo entre o polimorfismo /LI/B -511 C>T e o risco de malignidades
hematoldgicas. Variantes de nucleotideo unico (SNVs) ¢ um termo que descreve uma
varia¢do de nucleotideo na sequéncia de DNA e ¢ considerado o tipo mais frequente de
variagao genética na populagdo. Essa variante estd intrinsecamente associado a resisténcia
a medicamentos, suscetibilidade a doencas e diferencgas étnicas 2°. Dados publicados
sobre as fungdes biologicas dos polimorfismos no gene /L/B mostraram que o
polimorfismo /LB -511 C>T influencia fortemente a atividade transcricional apenas no
contexto de outros polimorfismos do promotor /1B, como IL-1B -31 C>T . Além disso,
um polimorfismo de base tnica C para T no promotor do gene ILIB C(-511)—T) foi

relatado como afetando os niveis de IL-1 e IL-1Ra °.

Poucos estudos demonstraram o papel do polimorfismo /LIB -511 C>T em
pacientes com neoplasias hematologicas. Portanto, devido a inconsisténcia nos resultados
e ao niumero limitado de estudos disponiveis, realizamos esta meta-analise. Os resultados
dos estudos gerais e estratificados mostraram que ndo houve associagdes estatisticamente
significativas entre ILIB -511 C>T e o risco de malignidades hematologicas. Além disso,
devido ao nimero limitado de estudos sobre etnias mistas e caucasianas (n = 1), nao
pudemos realizar uma analise estratificada. Apesar disso, o uso das diretrizes sugeridas
para a avaliacdo desses estudos demonstrou a qualidade aceitavel dos estudos nesta meta-
analise (Tabela 1 e Tabela S1), o que demonstrou os aspectos metodoldgicos precisos dos

estudos.

Embora nossos dados tenham mostrado associagdes nao significativas para

avaliagdes alélicas ou genotipicas, em relatorios anteriores, os alelos e genotipos
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estudados para o polimorfismo -5// C>T em ILIB foram associados ao risco de algumas
malignidades hematologicas e implicagdes clinicas. O alelo T esta associado a um risco
aumentado de MM '8, Na leucemia aguda, os gendtipos CT e TT estio associados ao risco
de LLA pediatrica '°, e CT foi associado a um grupo citogenético de risco favoravel em
LMA 23. Na leucemia cronica, o alelo T foi associado a um risco menor de LLC ¢ CT
a uma resposta molecular precoce em 6 meses para BCR::ABL em LMC %°. Pacientes com
o polimorfismo ILIB -511 C>T tiveram uma pontuacdo maior no International
Prognostic Scoring System (IPSS), que pode servir como um novo biomarcador e alvo
potencial para SMD?*. A sinalizagdo aprimorada de IL-1B é um evento comum em

pacientes com malignidades hematoldgicas '

, € 0 conhecimento de sua genética e
mecanismos moleculares nos permitira determinar o verdadeiro potencial do
direcionamento de IL-1B como uma terapia para malignidades hematoldgicas e suas

complicacdes relacionadas.

A etnia influencia diretamente a incidéncia de malignidades hematologicas em

3

uma determinada populagio *'. De acordo com estudos anteriores, descendentes de

americanos sdo mais suscetiveis a desenvolver linfoma de Hodgkin ¢ nao Hodgkin,

mieloma miltiplo, leucemia mieloide aguda e linfoblastica

, enquanto pessoas de
ascendéncia sul-asiatica e africana tém o menor risco *'**. E importante notar que, em
nosso estudo, os brasileiros eram compostos exclusivamente por uma populagdo mista,
que ¢ caracterizada por um alto grau de miscigenagao de ancestrais amerindios, africanos
e europeus °*. Na literatura, criancas de etnia mista tinham alto risco de desenvolver LLA
devido ao histérico genético amerindio *°. Isso corrobora o estudo de Alves et al. (2021),
que descreveu o polimorfismo /LIB -511 C>T como um fator de risco para LLA em

criangas da regido amazodnica !°, que ¢ uma regido onde a ancestralidade amerindia é

predominantemente encontrada >°.

Embora nossa meta-analise seja a primeira a abordar a associagdo entre esse
polimorfismo e malignidades hematologicas e, como tal, tenha trazido resultados robustos
e precisos com auséncia de viés de publicacdo, este estudo tem algumas limitagdes
importantes que devem ser citadas e discutidas: (i) o nimero limitado de estudos pode
explicar as associagdes ndo significativas observadas até o momento; portanto, um
tamanho amostral maior € necessario para validar os resultados, uma vez que em uma
analise estratificada, o numero de cada subgrupo parece ser menor; ii) além disso, ndo

conseguimos incluir uma populacao global representativa, uma vez que a frequéncia do
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polimorfismo ILIB -511 C>T ¢ influenciada pela populacdo analisada, que em nosso
estudo foi a populagcdo asiatica, iii)) as neoplasias hematologicas sao doencas
multifatoriais causadas pela interacdo de varios fatores, como idade, sexo, infecgdes,
exposicao a agentes radioativos e/ou quimicos e etnia. Portanto, uma anélise estratificada
completa poderia fornecer uma melhor compreensdo da influéncia do polimorfismo /LB
-511 C>T e seu desenvolvimento; no entanto, ndo foi possivel realizar isso devido aos
dados limitados disponiveis nos estudos, (iv) Andlises mais especificas podem ser
conduzidas se dados individuais estivessem disponiveis, tal andlise nos permitiria ajustar
para outras covaridveis, como idade, histérico familiar e fatores ambientais; e v)
Finalmente, e nossos dados sdo precisos € demonstram associagdes nao significativas.
Mais estudos com tamanhos de amostra maiores sdo necessarios para investigar a

associagdo entre o polimorfismo ILIB -511 C>T e neoplasias hematoldgicas.

Em conclusao, as analises geral e estratificada desta meta-analise, composta por
12 estudos de caso-controle com 2.892 pacientes e 3.716 controles livres de cancer, ndo
encontraram nenhuma evidéncia de associacao entre o polimorfismo ILIB -511 C>Te o

risco de neoplasias hematologicas.
Material e métodos
Estratégia de busca bibliografica

Esta meta-andlise seguiu as diretrizes do Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses®’. Nos bancos de dados eletronicos (PubMed,
Web of Science e Google Académico) foram pesquisados de forma abrangente usando as
seguintes palavras-chave combinadas ou titulos de assuntos médicos (MeSH):
“polimorfismo”, “rs16944”, “inflamassoma” e “cancer”. Nao houve restricdes de idioma
na estratégia de busca, e todos os estudos publicados antes de 30 de novembro de 2022
foram considerados. Nos examinamos os resumos dos estudos encontrados, bem como

suas referéncias, para identificar potenciais estudos adicionais.
Critérios de inclusio e exclusio

Nesta meta-analise, os estudos foram incluidos de acordo com os seguintes
critérios: (1) estudos que avaliaram a associagdo entre o polimorfismo /ILIB -511 C>T
(rs16944) e o risco de alguma malignidade hematologica; (2) estudos de caso-controle; e

(3) estudos com dados de gendétipo suficientes em casos e controles para calcular a razao
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de chances (OR) com intervalos de confianga de 95% (ICs de 95%). Os principais motivos
para a exclusdo de estudos foram os seguintes: (1) nenhum dado de frequéncia de

genotipo e (2) duplicagdo de uma publicagdo anterior.
Extracao de dados

Dois pesquisadores (FSAH e FRPS) revisaram independentemente todos os
estudos e extrairam os dados usando um formulario padronizado. Desacordos foram
resolvidos por discussdo com os coautores. As seguintes informacgdes foram extraidas:
sobrenome do primeiro autor, ano de publicacdo, tipo de doenga, etnia, pais de origem,
desenho do estudo, idade, tipo de sujeito, nimero de casos e controles na amostra e se as

frequéncias alélicas e genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Avaliacao da pontuacio de qualidade

Dois revisores avaliaram independentemente a qualidade dos estudos (FSAH e
FRPS) de acordo com a escala para avaliagao de qualidade descrita por Tian et al. (2016)
38 A escala de qualidade foi baseada nos aspectos metodoldgicos dos estudos incluidos,
como a fonte dos casos, fonte dos controles, espécimes coletados, HWE nos controles e
tamanho total da amostra. As pontuagdes variaram de 0 a 15, e a qualidade foi avaliada

pela variacao de pontuagdes baixas (piores) a altas (melhores) (Tabela S01).
Analise estatistica

O programa estatistico Review Manager versdo 5.3 (RevMan, Nordic Cochrane
Centre, The Cochrane Collaboration, 2012) foi usado para as revisdes sistematicas e
meta-analises. O viés de publicacdo foi avaliado usando o software estatistico

Comprehensive Meta-analysis versdo 3.3.070 (2014).

A presencga ou auséncia de heterogeneidade verdadeira (I?) foi calculada usando
o teste X2 de Cochran ou o teste estatistico baseado em qui-quadrado Q. I? também foi
analisado para heterogeneidade pela visualizagdo do grafico de funil. Quando o valor
observado de I* ndo apresentou significancia estatistica e foi definido como leve ou
moderado (I><50%, P>0,05), os autores usaram o modelo de efeitos fixos para o célculo
da razdo de chances (OR) agrupada. Quando I? apresentou um valor estatisticamente
significativo e foi definido como elevado (I>>50%, P<0,05), o modelo estatistico de

efeitos aleatorios foi usado para calculos de OR. A significancia estatistica foi definida
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em P <0,05. Para quantificar a influéncia exata da variagdo genética no risco de
desenvolvimento da doenca, seis modelos genéticos foram medidos usando “M” como o
alelo mutante e o alelo “m” como o alelo selvagem. Portanto, os célculos foram
compostos de comparacdes alélicas: (I) M versus m, (II) m versus M; comparacdes
genotipicas: (III) MM versus mm, (IV) mm versus MM e combinagdes de variagdes
genotipicas: (V) MM versus mm + Mm e (VI) Mm versus MM + mm. Além disso, uma
analise de sensibilidade foi realizada omitindo um estudo no momento do célculo do OR
agrupado para o alelo mutante, a fim de detectar qualquer tipo de interferéncia unica.
Uma andlise de sensibilidade foi realizada omitindo um estudo incluido por vez para
verificar quaisquer possiveis alteragdes significativas no valor do OR. Para avaliar o viés
de publicagdo, o teste de Begg e o teste de regressao linear de Egger foram usados para
estimar o potencial viés de publicacdo (p < 0,05). Nesta meta-andlise, a assimetria do
grafico de funil para viés de publicacdo também foi considerada para validar os resultados
do teste de Begg e do teste de Egger. Todos os estudos incluidos tinham dados
dicotomicos expressos como OR com intervalos de confianca (IC) de 95% para verificar
a possivel associagdo entre as variagdes genéticas mencionadas e malignidades

hematologicas.
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RESUMO

Polimorfismos em genes do complexo inflamassoma tém sido identificados como
fatores de risco significativos para neoplasias hematologicas. No entanto, sdo raros os estudos que
exploram essa relacdo na leucemia linfoblastica aguda (LLA). Dessa forma, noés realizamos
estudo caso-controle com 210 pacientes com LLA e 205 individuos saudaveis a fim de descrever
o papel dos polimorfismos AIM?2 rs1103577, IF116 rs1633266, CASPI 1s570685 ¢ CARDS
rs2043211A na LLA e sua influéncia nas concentragdes séricos das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-12p70 e TNF. A genotipagem foi realizada através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (qPCR) usando sondas Tagman ¢ a dosagem das citocinas pela
técnica Cytometric Bead Array (CBA). Em nosso estudo, o modelo sobredominante do
polimorfismo AIM2 rs1103577 foi associado a um menor risco ao desenvolvimento de leucemia
linfoblastica aguda em nossa populagdo (ORagj: 0.56 95% Clagj: 0.35 — 0.90, pagi=0.003), bem
como, menores chances de obito (ORag: 0.50, 95% Clagi: 0.27 — 0.92, p.gi=0.006). Nao
observamos influéncia dos alelos na secre¢@o das citocinas em estudo. Este é o primeiro estudo
que investigou a relagdo dos polimorfismos AIM2 rs1103577, IF116 rs1633266, CASPI rs570685
e CARDS 152043211 no desenvolvimento e desfecho clinico de pacientes diagnosticados com
LLA da Amazonia Brasileira. Uma compreensdo mais profunda das variagdes genéticas dos genes
do complexo inflamassoma nos permitira identificar melhor os biomarcadores de prognostico

precoce e contribuira na melhoria dos tratamentos de LLA.
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polimorfismo de nucleotideo unico

INTRODUCAO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma neoplasia hematopoiética caracterizada
pela proliferacdo descontrolada de linfoblastos na medula 6ssea, sendo o tipo de cancer mais
comum entre criangas, representando cerca de 25-30% de todos os casos de neoplasias que
ocorrem na infancia !. A LLA ¢ incidente em paises em desenvolvimento da América Latina,
Oriente Médio e Sudeste Asiatico 2. No Brasil, a taxa de incidéncia ajustada por idade (AAIR)
de LLA em criangas de 0 a 14 anos esta entre 24,8 ¢ 76,84 por 1.000.000 de criangas,
respectivamente®. O pico de incidéncia da doenga geralmente ocorre entre 2 a 5 anos de idade,

acometendo principalmente o género masculino *.

Os eventos associados a transformagao leucémica sdo frequentemente associados a
um processo multifatorial, que envolve uma combinacdo de fatores genéticos e ambientais
(exposicdo a radiacdo, benzeno, etc.). Estudos sugerem que a leucemia ¢ causada por uma
resposta imunologica anormal a uma infecgdo comum em criangas, a qual, possivelmente, ¢
desencadeada pela falta de exposi¢do a infeccdes comuns na infancia ou por susceptibilidade
genética >°, Desta forma, a inflamagdo, o microambiente medular e as células pré-leucémicas

interagem na medula 6ssea a fim de criar uma estrutura favoravel a progressdo maligna 7.

Um dos principais mediadores inflamatdrios sdo os complexos inflamassomas. Os
inflamassomas sdo complexos multiproteicos citosolicos responsaveis pela maturagdo e
secrecao das citocinas inflamatoérias IL-1P e IL-18 e pela morte celular denominada piroptose
8, Altas concentragdes de citocinas inflamatorias, como a IL-1B, podem ser observadas em
pacientes com neoplasias hematopoiéticas, estando relacionadas ao inicio e progressdo da
doenga °. Este aumento pode estar associado a presenga de single-nucleotide variants (SNVs),
que podem influenciar diretamente a transcri¢do de proteinas. Estudos envolvendo variantes de
inflamassoma na leucemia linfoblastica aguda sdo escassos na literatura. Todavia, j4 foi relatado
que a variante /L1B rs16944 estd associada ao risco de desenvolvimento de LLA em criancas

da Amazodnia brasileira 1°.

As criangas da regido amazoénica, devido a ancestralidade amerindia, possuem um
risco maior de desenvolvimento de LLA!'. Apesar da evidéncia de que variantes genéticas
relacionadas a ancestralidade nativa americana podem influenciar a incidéncia de LLA infantil,
ndo ha dados disponiveis sobre a distribuicdo dessas variantes em nossa populagdo. Diante
disso, no presente estudo, investigamos as variantes genéticas AIM2 rs1103577 T>C, IFII6

rs1633266 C>T, CASPI rs570685 A>C e CARDS rs2043211 A>T potencialmente envolvidas
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na etiologia e prognostico da LLA em criancas da Amazodnia brasileira e sua influéncia na

secrecdo de citocinas pro-inflamatorias.

RESULTADOS

Caracteristicas da populagio em estudo

Os dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com LLA e individuos
saudaveis estdo demonstrados na Tabela 07. A mediana de idade entre os individuos do grupo
controle e pacientes com LLA foi de 28 e 9 anos, respectivamente. Além disso, o sexo masculino
foi predominante em ambos os grupos (66% e 59%). Os pacientes eram em sua maioria
provenientes da capital Manaus (71%), sendo 26% provenientes dos seguintes municipios do
Estado: Amatura (01), Anama (01), Autazes (01), Barreirinha (02), Benjamin Constant (01), Boa
Vista do Ramos (01), Careiro da Varzea (02), Coari (02), Eirunepé (01), Fonte Boa (01), Iranduba
(04), Ttacoatiara (05), Jutai (01), Manacapuru (03), Manaquiri (01), Manicoré (02), Maués (02),
Nova Olinda do Norte (03), Novo Aripuana (02), Parintins (05), Santo Antonio do I¢a (01), Sdo
Gabriel da Cachoeira (02), Sdo Paulo de Olivenga (01), Tabatinga (03), Tefé (03), Uarini (01) e
Urucara (02).

O imunofendtipo LLA-B foi predominante (89%) neste estudo. A maioria dos pacientes
apresentou recaida durante o tratamento (45%) e 62% foram a 6bito durante o tratamento. Além

disso, 55% dos pacientes apresentaram leucometria ao diagnostico < 50.000/mm?.
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Tabela 07. Dados demograficos e clinicos da populagdo em estudo.

Variaveis (Completude) (nC=as201s0) ((:I?I:;(())lse)s
Idade (anos, mediana [IQR]) 9 [4-16] 28 [22-38]
Género 210 (100) 205 (100)
Masculino, n (%) 122 (59) 137 (66)
Feminino, n (%) 88 (41) 68 (34)
Procedéncia 207 (98) 205 (100)
Manaus 151 (71) 205
Interior do Estado 55 (26) -
Outros Estados 1(1) -
Diagnostico 210 (100)

LLA-B 187 (89) -
LLA-T 23 (11) -
Grupo de risco D0 195 (92)

Baixo, n (%) 56 (26) -
Alto, n (%) 139 (66) -
Recaida D35 162 (77)

Sim, n (%) 93 (45) -
Nao, n (%) 69 (32) -
Obito 204 (97)

Sim, n (%) 131 (62) -
Nao, n (%) 73 (35) -
Leucécitos D0 148 (70)

< 50.000mm? 117 (55) -
> 50.000mm? 31 (15) -

Legenda: IQR: Intervalo entre quartis; DO: dia do diagndstico; D35: trinta e cinco dias apds
0 inicio de tratamento; mm?: milimetro cubico.

Associacdo do polimorfismo AIM?2 rs1103577 com protegdo ao desenvolvimento de

leucemia linfoblastica aguda e obito

Todos os SNVs em estudo, AIM?2 rs1103577, IFI116 rs1633266, CASPI rs570685 e
CARDS 152043211 estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Nesse estudo, o modelo
sobredominante do polimorfismo AIM2 rs1103577 foi associado a um menor risco para o
desenvolvimento da leucemia linfoblastica aguda em nossa populagao (OR: 0.67, 95% CI: 0.46 —
0.99, p=0.011), o que também foi observado na analise ajustada por sexo e idade (ORag: 0.56,
95% Clag: 0.35 — 0.90, p.gi=0.003), como pode ser observado na Tabela 08. Além disso, na
Tabela 09, ¢ possivel observar que nas analises com a variavel 6bito, o modelo codominante do

polimorfismo AIM?2 rs1103577 foi associado com menor risco de 6bito em nossos pacientes (OR:
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0.50, 95% CI: 0.27 — 0.92, p=0.006), o que também foi observado na anélise ajustada por sexo e
idade (ORag: 0.50, 95% Clagi: 0.27 — 0.92, p.qi=0.006).

As Tabelas Suplementares 03 e 04 resumem as frequéncias genotipicas e os resultados
das andlises para todos os SNVs em estudo, conforme os grupos casos/controles e 6bito. Neste
estudo, ndo foi observada associagdo com recaida, como pode ser observado na Tabela

Suplementar 05.

Os grupos caso e controle mostraram propor¢des semelhantes de frequéncias alélicas
para cada SNV e, portanto, nenhuma diferenga significativa nas frequéncias alélicas foi
encontrada entre ambos os grupos. As frequéncias alélicas para cada polimorfismo sdo mostradas

na Tabela Suplementar 06.

Concentragdo das citocinas de acordo com os genotipos

Na Figura 15, ¢ possivel observar a concentragdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-
12p70 e TNF no modelo codominante entre controles (n=61) e pacientes (n=81) no sangue
periférico, enquanto, na Figura 16, somente pacientes (medula 6ssea). E possivel observar um
aumento da concentragdo das citocinas no grupo de pacientes quando comparado aos controles.
Todavia, na andlise estratificada por gendtipos, ndo foram observadas associagdes significativas.
Além disso, quando avaliado de acordo com os quatro modelos genéticos para ambos os grupos,
também nao foi possivel observar associagdo significativa (Figura Suplementar 02 ¢ 03).
Quando analisamos a secre¢do de citocinas pela varidvel 6bito, também nio observamos

associagoes significativas (Figura Suplementar 04 ¢ 05).



Tabela 08. Analise multivariada ajustada para sexo e idade para a associagdo dos polimorfismos em estudo com
leucemia linfoblastica aguda.

Modelo Casos Controles OR Valor- AIC OR (95% CI) Valor-p AIC
genético n=210 (%) n=205 (%) 95% 1C) )4 adj adj
AIM?2 rs1103577 T>C
Codominante
TT 64 (30%) 48 (23%)
TC 90 (43%) 108 (53%) (0.38'_631.00) 0.028 376.9 (0.3(5)?21.10) 0.011 435.9
0.86 1.21
cc 36 (27%) 49 (24%) (0.50 — 1.46) (0.63 - 2.35)
Dominante
TT 64 (30%) 48 (24%)
TC-CC 146 (70%) 157 (76%) © 42_7(1 08) 0.026 376.6 © 42_781 33) 0.090 439.2
Recessivo
TT-TC 154 (73%) 156 (76%)
cc 56 (27%) 49 (24%) 07 ill61.80) 0.129 786 (0.971 '7672.87) 0.015 436.6
Sobredominante
TT-CC 120 (57%) 97 (47%)
TC 90 (43%) 108 (53%) (0.4(6).E70.99) 0.011 3752 (0'3;)'75%.90) 0.003 434.2
g‘;géAddmve 210 (51%) 205 (49%) (0'710'7921 20) 0.136 5789 (0.801'71?.53) 0.139 439.7
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Legenda: Ajustado para sexo ¢ idade (valor de p adj, OR adj); OR: Odds Ratio; valor de p: < 0,05; intervalo de confianga de 95%; AIC:
valor do critério de informagdo de Akaike

Tabela 09. Analise multivariada ajustada por sexo e idade para a associagdo dos polimorfismos em estudo com o risco de
obito em pacientes com leucemia linfoblastica aguda.

- . 0
Modelos genéticos n=1§;“2%) n=7S;“(‘%) OR (95% IC) Valorp  AIC OR (iile) b V’:(‘;JT"’ AIC
AIM2 rs1103577 T>C

Codominante

T 34(26%) 30 (41%)

TC 60 (46%)  25(34%)  0.47(0.24 - 0.93) 0.019 2670  047(0.24-093)  0.0I18 2689
cc 37(28%)  18(25%)  0.55(0.26 - 1.16) 0.56 (0.26 - 1.19)

Dominante

T 34(26%) 30 (41%)

TC-CC 97 (74%)  43(59%)  0.50(0.27-0.92) 0.006 2652  0.50(027-093)  0.005  270.7
Recessivo

TT-TC 94 (72%)  55(75%)

cc 37(28%)  18(25%)  0.83(043-1.60)  0.144 2698  0.85(043-1.65 0155 2735
Sobredominante

TT-CC 71(54%) 48 (66%)

TC 60 (46%)  25(34%)  0.62(0.34-1.12) 0.026 2675  0.61(033-110)  0.024 2710
g‘;giAdd‘“Ve 131(64%)  73(36%)  0.72(0.49 - 1.06) 0.022 2672 0.72(0.49 - 1.06) 0.024 2710

Legenda: Ajustado para sexo e idade (valor de p adj, OR adj); OR: Odds Ratio; valor de p: < 0,05; intervalo de confianga de 95%;
AIC: valor do critério de informagdo de Akaike.
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Tabela Suplementar 03. Analise multivariada ajustada por sexo e idade para a associa¢do dos polimorfismos em estudo com o
risco de leucemia linfoblastica aguda.

Modelo

Casos

Controles

OR

OR (95% CI)

_ Valor-p AIC
genético n=210 (%) n=205 (%) (95% IC) Valor-p AlC adj adj
IFI16 151633266 C>T
Codominante
T 151 (72%) 143 (70%)
cT 46 (22%) 56 (28%) 0.78 (0.49 - 1.22) 0.037 571.5 0.66 (0.39 - 1.13) 0.065 4393
cc 13 (6%) 6 (2%) 2.05 (0.76 - 5.54) 132 (038 - 4.61)
Dominante
T 151 (72%) 143 (70%)
cT-CcC 59 (28%) 62 (30%) 0.90 (0.59 — 1.38) 0.157 579.0 0.72 (0.43 - 1.21) 0.053 4385
Recessivo
TT-CT 197 (94%) 199 (97%)
cc 13 (6%) 6 (3%) 219 (0.82 - 5.87) 0.026 576.7 148 (0.43 - 5.10) 0.130 439.6
Sobredominante
TT-CC 164 (78%) 149 (73%)
cT 46 (22%) 56 (27%) 0.75 (0.48 - 1.17) 0.050 577.6 0.65 (0.38 - 1.11) 0.028 4375
gﬁgiAdd“‘Ve 210 (51%) 205 (49%) 1.04 (0.74 - 1.46) 0.209 579.2 0.84 (0.55 - 1.28) 0.105 439.4
CASPI 15570685 A>C
Codominante
cc 71 (33%) 72 (35%)
AC 87 (42%) 88 (43%) 1.00 (0.64 - 1.56) 0.198 580.8 1.06 (0.62 - 1.82) 0.242 442.0
AA 52 (25%) 45 (22%) 1.17 (0.70 - 1.96) 1.07 (0.58 — 1.98)
Dominante
cc 71 (34%) 72 (35%)
AC-AA 139 (66%) 133 (65%) 1.06 (0.71 - 1.59) 0.194 579.2 1.07 (0.65 — 1.74) 0.200 440.0
Recessivo
CC-AC 158 (75%) 160 (78%)
AA 52 (25%) 45 (22%) 117 (0.74 - 1.85) 0.124 578.8 103 (0.60 - 1.77) 0.226 440.0
Sobredominante
CC-AA 123 (59%) 117 (57%)
AC 87 (41%) 88 (43%) 0.94 (0.64 - 1.39) 0.189 579.2 1.03 (0.65 - 1.65) 0222 440.0
g"lg;‘dd‘““ 210 (51%) 205 (49%) 1.08 (0.83 - 1.39) 0.144 578.9 1.04 (0.76 - 1.41) 0.205 440.0
CARDS rs2043211 A>T

Codominante
AA 99 (47%) 104 (51%)
AT 85 (40%) 82 (40%) 1.09 (0.72 - 1.64) 0.136 580.0 1.17 (0.72 - 1.93) 0.152 441.0
T 26 (13%) 19 (9%) 1.4 (0.75 - 2.76) 1.45 (0.65 - 3.23)
Dominante
AA 99 (47%) 104 (51%)
AT-TT 111 (53%) 101 (49%) 115 (0.79 - 1.70) 0.116 578.7 123 (0.77 - 1.95) 0.097 439.3
Recessivo
AA-AT 184 (88%) 186 (91%)
TT 26 (12%) 19 (9%) 1.38 (0.74 - 2.59) 0.076 578.2 135 (0.62 - 2.91) 0.111 439.5
Sobredominante
AA-TT 125 (59%) 123 (60%)
AT 85 (41%) 82 (40%) 1.02 (0.69 — 1.51) 0.230 579.2 110 (0.69 — 1.77) 0.172 439.9
EigéAdd"‘Ve 210 (51%) 205 (49%) 1.16 (0.87 — 1.55) 0.077 578.2 1.19 (0.84 — 1.69) 0.080 439.1

Legenda: Ajustado para sexo ¢ idade (valor de p adj, OR adj); OR: Odds Ratio; valor de p: <0,05; intervalo de confianca de 95%; AIC: valor do

critério de informagao de Akaike.
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Tabela Suplementar 04. Analise multivariada ajustada por sexo e idade para a associagdo dos polimorfismos em estudo com o
obito de leucemia linfoblastica aguda.

< . .

Modelos genéticos n=1§’1‘°(% ) n;;“('% ) OR (95% IC) Valor-p AIC OR (‘;fij”’ €D V*;lsjr P AIC
IFI16 rs1633266 C>T

Codominante

T 96 (73%) 50 (69%)

cT 28 (22%) 17 (23%) 1.17 (0.58 - 2.33) 0.166 2713 1.15 (0.57 - 2.31) 0.175 275.0

cc 7(5%) 6 (8%) 1.65 (0.52 - 5.16) 1.61 (0.50 — 5.12)

Dominante

T 96 (73%) 50 (68%)

CT-CC 35 (27%) 23 (31%) 1.26 (0.67 - 2.36) 0.117 269.6 1.24 (0.66 —2.34) 0.126 2733

Recessivo

TT-CT 124 (95%) 67 (92%)

c/c 7(5%) 6 (8%) 1.59 (0.51 —4.91) 0.104 269.5 1.55 (0.49 —4.85) 0.114 2732

Sobredominante

TT-CC 103 (79%) 56 (77%)

CT 28 (21%) 17 (23%) 1,12 (0.56 —2.22) 0.188 270.0 1.10 (0.55 —2.19) 0.195 273.7

EigéAdd"‘Vc 131 (64%) 73 (36%) 1.24(0.77 — 1.98) 0.095 269.3 1.22 (0.76 — 1.97) 0.104 273.1

CASPI rs570685 A>C

Codominante

cc 47 (36%) 21 (29%)

AC 53 (40%) 33 (45%) 139 (0.71 - 2.73) 0.145 271.0 1.43 (0.73 - 2.82) 0.138 274.5

AA 31 (24%) 19 (26%) 137 (0.64 - 2.96) 137 (0.63 - 2.96)

Dominante

cc 47 (36%) 21 (29%)

AC-AA 84 (64%) 52 (71%) 139 (0.75 - 2.58) 0.074 269.0 1.41 (0.75 - 2.62) 0.069 272.6

Recessivo

CC-AC 100 (76%) 54 (74%)

AA 31(24%) 19 (26%) 1.14 (0.59 - 2.20) 0.176 269.9 1.12(0.57 - 2.17) 0.186 273.6

Sobredominante

CC-AA 78 (59%) 40 (55%)

AC 53 (41%) 33 (45%) 1.21 (0.68 - 2.16) 0.127 269.7 1.25 (0.70 - 2.24) 0.113 273.2

gﬁiAdd“‘Ve 131 (64%) 73 (36%) 118 (0.81 - 1.73) 0.097 269.3 1.18 (0.81 - 1.73) 0.098 273.0
CARDS 152043211 A>T

Codominante

AA 63 (48%) 35 (48%)

AT 52 (40%) 28 (38%) 0.97 (0.52 - 1.80) 0.237 272.0 0.96 (0.51 - 1.78) 0.236 275.6

T 16 912%) 10 (14%) 1.12 (0.46 - 2.74) 112 (0.46 — 2.74)

Dominante

AA 63 (48%) 35 (48%)

AT-TT 68 (52%) 38 (52%) 1.01 (0.57 - 1.78) 0.245 270.1 0.99 (0.56 - 1.77) 0.245 273.7

Recessivo

AA-AT 115 (88%) 63 (86%)

T 16 (12%) 10 (14%) 114 (0.49 - 2.66) 0.190 270.0 1.14 (0.49 - 2.67) 0.190 273.6

Sobredominante

AA-TT 79 (60%) 45 (62%)

AT 52 (40%) 28 (38%) 0.95 (0.53 - 1.70) 0212 270.0 0.93 (0.52 - 1.68) 0.203 273.7

Log-Additive 131 (64%) 73 (36%) 103 (0.69 -~ 1.56) 0218 270.1 1.03 (0.68 — 1.56) 0.223 273.7

01,2
Legenda: Ajustado para sexo e idade (valor de p adj, OR adj); OR: Odds Ratio; valor de p: < 0,05; intervalo de confianga de 95%; AIC: valor do
critério de informagéo de Akaike.
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Tabela Suplementar 05. Analise multivariada ajustada por sexo e idade para a associagdo dos polimorfismos em estudo com o
recaida de leucemia linfoblastica aguda.

Nio

Sim

" OR (95% CI) Valor-p AIC
Modelos genéticos n=69 (%) =93 (%) OR (95% IC) Valor-p AIC adj adj
AIM2 r51103577 T>C
Codominante
T 23 (33%) 28 (30%)
TC 30 (44%) 38 (41%) 1.04 (0.50 - 2.16) 0.175 2263 1.02 (0.48 - 2.16) 0.243 213
cc 16 (23%) 27 (29%) 1.39 (0.61 - 3.17)
Dominante
T 23 (33%) 28 (30%)
TC-CC 46 (67%) 65 (70%) 1.16 (0.59 - 2.26) 0.165 224.8 105 (0.53 - 2.09) 0.223 219.3
Recessivo
TT-T/C 53 (77%) 66 (71%)
cre 16 (23%) 27 (29%) 1.36 (0.66 — 2.77) 0.100 2243 1.09 (0.51 - 2.31) 0.205 2193
Sobredominante
TT-CC 39 (56%) 55 (59%)
TIC 30 (44%) 38 (41%) 0.90 (0.48 - 1.69) 0.184 224.9 0.98 (0.51 - 1.87) 0.236 2193
EigéAdd"‘Vc 69 (43%) 93 (57%) 1.17 (0.78 - 1.77) 0.113 224.4 1.05 (0.68 — 1.61) 0.207 2193
IFI16 151633266 C>T
Codominante
T 46 (67%) 66 (71%)
cT 18 (26%) 22 (24%) 0.85 (0.41 - 1.76) 0.202 226.6 0.91 (0.43 - 1.92) 0.240 212
cc 5(7%) 5(5%) 0.70 (0.19 - 2.55) 0.89 (0.24 - 3.36)
Dominante
T 46 (67%) 66 (71%)
CT-CcC 23 (33%) 27 (29%) 0.82 (0.42 - 1.60) 0.139 224.7 0.91 (0.45 - 1.81) 0.195 219.2
Recessivo
TT-CT 64 (93%) 88 (95%) 0.73 (0.20 - 2.62) 0.156 224.8 0.91 (0.25 - 3.39) 0223 219.3
cre 5(7%) 5(5%)
Sobredominante
TT-CC 51 (74%) 71 (76%)
cT 18 (26%) 22 (24%) 0.88 (0.43 — 1.80) 0.180 224.9 0.92 (0.44 - 1.92) 0.206 219.3
EigiAdd"‘Ve 69 (43%) 93 (57%) 0.84 (0.50 — 1.41) 0.129 224.6 0.93 (0.55 — 1.58) 0.197 2193
CASPI 15570685 A>C
Codominante
cc 26 (38%) 28 (30%) 139 (0.68 - 2.85) 0.150 226.0 1.17 (0.56 - 2.47) 0.207
AC 28 (41%) 42 (35%) 1.42 (0.61 - 3.30) 1.29 (0.54 - 3.07)
AA 15 (21%)
Dominante
cc 26 (38%) 28 (30%)
AC-AA 43 (62%) 65 (70%) 1.40 (0.73 - 2.71) 0.078 224.0 122 (0.62 - 2.39) 0.142 219.0
Recessivo
CC-AC 54 (78%) 70 (75%)
AA 15 (22%) 23 (25%) 1.18 (0.56 - 2.48) 0.163 224.8 1.18 (0.55 - 2.55) 0.166 219.1
Sobredominante
CC-AA 41 (59%) 51 (55%)
AC 28 (41%) 42 (45%) 1.21 (0.64 - 2.27) 0.140 224.7 1.06 (0.55 - 2.05) 0215 219.3
5"1%“‘1“‘“3 69 (43%) 93 (57%) 121 (0.80 - 1.84) 0.093 242 1.14.(0.74 - 1.75) 0.137 219.0
CARDS 152043211 A>T

Codominante
AA 31 (45%) 46 (49%)
AT 32 (46%) 35 (37%) 0.74 (0.38 — 1.43) 0.115 225.5 0.75 (0.38 — 1.49) 0.145 2202
T 6(9%) 12 (14%) 1.35 (0.46 — 3.97) 1.23 (0.40 - 3.81)
Dominante
AA 31 (45%) 46 (49%)
ATTT 38 (55%) 47 (51%) 0.83 (0.45 — 1.56) 0.141 224.7 0.82 (0.43 — 1.59) 0.140 219.0
Recessivo
AA-AT 63 (91%) 81 (87%)
TT 6 (9%) 12 (13%) 1.56 (0.55 - 4.37) 0.098 2243 142 (0.48 - 4.17) 0.130 2189
Sobredominante
AA-TT 37 (54%) 58 (62%)
AT 32 (46%) 35 (38%) 0.70 (0.37 - 1.31) 0.066 223.8 0.72 (0.37 - 1.39) 0.082 218.4
pogAdditve 69 (42%) 93 (58%) 0.99 (0.63— 1.58) 0243 2250 0.97 (0.59— 1.58) 0222 2193

Legenda: Ajustado para sexo e idade (valor de p adj, OR adj); OR: Odds Ratio; valor de p: < 0,05; intervalo de confianga de 95%; AIC: valor do
critério de informagdo de Akaike.



Tabela Suplementar 06. Frequéncia alélica dos polimorfismos em estudo de acordo com as variaveis recaida e obito.
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Controles vs. Casos Recaida Obito
Alelos Controles Casos OR Valor- Niao Sim OR Valor- Nao Sim OR Valor-
(n=205) (n=210) (IC 95%) p (n=69) (n=93) (IC 95%) P (n=131) (n=73) (IC 95%) P
AIM?2 rs1103577 T>C
T 204 218 1.08 76 94 0.83 128 85 (58%) 145
(49%) (51%) 0.82 - 55% 50% 0.52— 48% 0.95 —
C 206 202 1.44) 0.578 ( 62 ) ( 92 ) (1.32) 0.433 (134) 61 (41%) (2.24) 0.078
(51%) (49%) (45%) (49%) (52%)
IF116 rs1633266 C>T
C 68 (16%) 72 (17%) 1.04 28 32 0.81 42 (16%) 29 (19%) 1.29
0.71 - 20% 18% 0.44 — 0.73 —
T 342 348 1.52) 0.853 150 ) ( 154) (1.49) 0.563 220 117 (2.25) 0.342
(84%) (83%) (80%) (82%) (84%) (81%)
CASPI rs570685 A>C
A 178 191 1.08 58 88 1.23 115 71 (48%) 1.20
(43%) (45%) (0.81 — 42% 47% 0.77 — 43% 0.78 —
C 232 229 1.44) 0.576 ( 80 ) ( 98 ) (1.97) 0.367 (147) 75 (51%) (1.85) 0.406
(57%) (55%) (58%) (53%) (87%)
CARDS rs2043211 A>T
A 290 283 0.85 94 127 1.00 178 98 (67%) 0.96
(70%) (67%) 0.62 — 68% 68% 0.60 — 67% 0.61 —
T 120 137 1.16) 0.329 ( 44 ) ( 59 ) (1.65) 1.000 84(1 (32")A)) 48 (33%) (1.52) 0.912
(30%) (33%) (32%) (32%)

Legenda: valor de p: <0,05; intervalo de confianca de 95%.
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Figura 15. Concentracdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF no sangue periférico de
controles (m) e pacientes com LLA ao diagnéstico (M)de acordo com o modelo codominante.
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Legenda: Os dados sdo expressos com média e desvio padrdo em picogramas por mililitro (pg/mL) de
concentracdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferengas significativas (p < 0,05) sdo destacadas por linhas de conexao e asteriscos (*).
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Figura 16. Concentragdo das citocinas IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF na medula éssea

de controles (m) e pacientes com LLA ao diagnéstico (m)de acordo com o modelo
codominante.
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Legenda: Os dados sdo expressos com média e desvio padrdo em picogramas por mililitro (pg/mL) de
concentracdo. As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferengas significativas (p < 0,05) sdo destacadas por linhas de conex@o e asteriscos ().
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Figura Suplementar 02. Concentragdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF no sangue
periférico de controles (m) e pacientes com LLA ao diagnéstico (m)de acordo com os modelos
genéticos.
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Legenda: Os dados sdo expressos com média e desvio padrio em picogramas por mililitro (pg/mL) de
concentracdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferencas significativas (p < 0,05) sdo destacadas por linhas de conexao e asteriscos (*).
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Figura Suplementar 03. Concentragdo das citocinas IL-1f, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF na medula
dssea de controles () e pacientes com LLA ao diagnostico (M)de acordo com os modelos genéticos.
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Legenda: Os dados sdo expressos com média e desvio padrdo em picogramas por mililitro (pg/mL) de
concentragdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferengas significativas (p < 0,05) sdo destacadas por linhas de conexao e asteriscos (*).
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Figura Suplementar 04. Concentracdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF na medula
ossea e sangue periférico de pacientes que nao foram a 6bito (m) e pacientes com o6bito confirmado (
M)de acordo com o modelo codominante.
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Legenda: Os dados sdo expressos com média e desvio padrio em picogramas por mililitro (pg/mL) de
concentracdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de ndo paramétrico Kruskal-Wallis.
Diferencas significativas (p < 0,05) sdo destacadas por linhas de conexao e asteriscos (*).

Figura Suplementar 05. Concentragdo das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF na medula dssea
e sangue periférico de pacientes que ndo foram a 6bito (M) e pacientes com 6bito confirmado (M)de acordo
com os modelos genéticos.
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Legenda: Os dados sdo expressos com média e desvio padrdo em picogramas por mililitro (pg/mL) de concentrag@o.
As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste de ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Diferencas significativas
(p <0,05) sdo destacadas por linhas de conexdo e asteriscos (*).

DISCUSSAO

Ao longo da ultima década, observamos um aumento do numero de estudos
demonstrando o papel importante dos receptores da imunidade inata, como os receptores do tipo
Toll (TLRs)!>'* e receptores do tipo NOD (NLRs)!>!°) no desenvolvimento de neoplasias
hematopoiéticas. A ativacdo desses receptores ¢ responsavel pela produgdo de citocinas pro-

inflamatorias que promovem a proliferacdo e sobrevivéncia de células leucémicas, bem como
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podem atuar na deteccdo e eliminac¢do dessas células. Estudos tém demonstrado que variagdes
genéticas causadas por polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em NLRs contribuem para as
alteracdes no sistema imunologico que ja foram determinadas em diferentes tipos de tumores.
Evidéncias consideraveis indicaram que alguns polimorfismos em genes desses receptores podem

aumentar o risco de leucemia 1920,

Sendo assim, em nosso estudo, demonstramos que o polimorfismo A/M2 rs1103577
T>C exerce um papel protetor no desenvolvimento da leucemia linfoblastica em individuos da
Amazonia Brasileira. Além disso, este também se revelou como um fator progndstico importante

na progressao da doenga, diminuindo as chances de 6bito em nossa populagao.

Os inflamassomas AIM2 (ausente no melanoma 2) e IF116 (proteina 16 induzivel por
interferon) atuam como receptores de DNA que induzem a formagdo de inflamassoma e a
producdo de interferon, respectivamente, além de estarem envolvidos em diversas reacdes
fisiologicas e doengas, incluindo o cancer ?!. Estudos ja demonstraram que a ativagdo de AIM2
pode recrutar células CD11b+ e inibir a progressdo tumoral ?2, como a prolifera¢do, invasio e
migragdo de células tumorais, através da inativagio das vias de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR 23
¢ Notch 2%, Na leucemia, um estudo descreveu que a ativa¢do do inflamassoma AIM2 esta
positivamente correlacionada com eliminagdo de células leucémicas na LLA, leucemia mieloide
aguda (LMA) e leucemia mieloide cronica (LMC) 2°. Nos acreditamos que o inflamassoma AIM2
desempenhe algum efeito inibitorio nas células leucémicas, todavia, estudos que englobem a
analise celular e molecular desse complexo seriam interessantes para o melhor entendimento do

seu papel na doenga.

Estudos anteriores demonstraram que a expressao de IFI16 parece cooperar com
alguns dos principais fatores de transcricdo envolvidos em processos centrais da biologia das
células B, como BCL6, NF-kB, STAT3 e STATS, 2627, Além disso, foi demonstrado que IF116
pode ativar vias de apoptose e inibir a proliferagdo celular, interagindo com outros guardides
do ciclo celular e da sobrevivéncia, como p53 (Tumor protein 53) e Rb (Retinoblastoma protein)
2831 Na leucemia linfoide cronica (LLC), a expressdo de IFI16 foi relatada em uma rede
conjunta com outros genes que estavam envolvidos no pior prognostico do paciente 2. Juntos,

esses estudos sugerem que uma alteracdo na atividade e/ou expressdo de IFI16 pode

desempenhar um papel importante na proliferacdo de células B.

Em estudos anteriores, o polimorfismo CARDS rs2043211 A>T ja foi associado ao
desenvolvimento de LLA* na populagdo asiatica. O inflamassoma CARDS8 é um sensor que ja
demonstrou desencadear piroptose em células leucémicas mieloides 3. Na LLA, sdo raros os

estudos que descrevem o papel desse inflamassoma na doenga. Concomitante a isso, 0 aumento
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da expressao de CASP1 foi associado a um bom prognostico em pacientes com LLA 35. Além
disso, a ativagdo da caspase-1 em mondcitos/macrofagos da medula dssea de pacientes com LLA
estd associada a supressdo de células TCD8+, podendo contribuir para recaida *¢. Em nosso
estudo, ambos os polimorfismos CASP1 rs570685 ¢ CARDS rs2043211, ndo demonstraram
associagdo com algum fator prognostico ou efeitos funcionais quanto a modulagdo de citocinas

no sangue periférico e medula 6ssea de pacientes com LLA.

Em nosso estudo, a frequéncia alélica dos polimorfismos foi similar a frequéncia
genomica da populagdo brasileira descrita pelo Projeto AbraHOM, um repositorio de variantes
gendmicas obtidas de individuos de Sdo Paulo, a maior cidade do Brasil *”. E importante ressaltar
que as diferencas étnicas nas taxas de sobrevida para LLA variam em todo o mundo,
especialmente para a populacao latino-americana, um grupo com background genético altamente
heterogéneo **3°. Na Regido Amazonica, a ancestralidade nativa sul-americana ou amerindia é
predominantemente encontrada e estudos anteriores ja demonstraram que criangas com
ancestralidade amerindia apresentam maior risco de desenvolver LLA, bem como, apresentam o
pior prognostico “*#!. Concomitante a isso, polimorfismos em genes do complexo inflamassoma

e TLRs ja foram associados com o risco de LLA em criangas na regido %%,

Estudos demonstram que as populagdes nativas americanas apresentam uma
variabilidade distinta no sistema imunologico, impactando diretamente a diversidade da resposta
imunologica 4>*. Levando essas influéncias ancestrais em consideragdo, estudos em populagdes
com alta ascendéncia amerindia amaz6nica mostraram que 87% dos pacientes com LLA tratados
com o protocolo do Grupo Europeu Berlim-Frankfurt-Miinster (BFM) apresentaram toxicidades
maiores do que outras populagdes submetidas a0 mesmo protocolo #'. Além disso, também ¢
possivel observar um alto risco de recaida nesses pacientes 4. Embora em nosso estudo ndo
observamos associagdo com recaida, ¢ possivel observar um alto numero de pacientes que
recairam pos-indugdo (45%) e que foram a 6bito (62%). Nosso estudo ressalta a importancia de
entender os mecanismos imunogenéticos de popula¢des miscigenadas e o impacto disso no

prognostico do paciente.

Tendo em vista que SNVs em genes do complexo inflamassoma podem levar ao
aumento da secre¢do de citocinas, nds procuramos entender a dinamica dessas moléculas de
acordo com os gendtipos. Todavia, ndo observamos alteragcdes significativas entre controles e
pacientes. As citocinas normalmente desencadeiam cascatas complexas de sinalizagdo
intracelular, desempenhando um papel crucial no crescimento e na diferenciacdo das células
hematopoiéticas **. No contexto da LLA, o desequilibrio de citocinas contribui na supressdo da

resposta imune, sendo essencial para o escape da vigilancia imunologica 6.
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A citocina IL-1pB é um importante mediador da resposta imunoldgica envolvida no
processo de imunossupressao no microambiente tumoral através do recrutamento de células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs) que secretam IL-10 e TGF- 47,48 e induzem a
diferenciagdo de linfocitos TCD4+ em T regulatorias *°. Além disso, a ligagdo ao receptor IL1IR
promove um loop positivo de secre¢do autdcrina/paracrina dessa citocina em células leucémicas
e, por meio da ativacao da via NF- « B, isso leva a transcri¢ao de outros mediadores inflamatorios,
como TNF-o, IL-10 e IL-12, que sdo secretados no microambiente tumoral >°. Juntos, esses
mecanismos sdo responsaveis por induzir disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e dano
persistente ao DNA, que levam a aquisi¢do de alteragdes genéticas secundarias que contribuem

para o desenvolvimento da leucemia 3!,

Na literatura, estudos demonstram um aumento da produgdo das citocinas (IL)-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-17A, fator de necrose tumoral (TNF) e interferon (IFN)-y na LLA ao diagndstico
5253 Em nosso estudo, € possivel observar um aumento das concentragdes das citocinas em estudo
e entendemos que isso pode estar associado a progressao da doenga. No entanto, ndo conseguimos
observar uma influéncia dos alelos quanto a producéo de citocinas pro-inflamatorias. A fim de
entender melhor a dindmica desses marcadores entre os pacientes, nos segregamos entre adultos
(>18 anos) e criangas (<18 anos), todavia ndo observamos diferengas significativas quanto a

secrecdo de citocinas (dados ndo mostrados).

Este estudo apresenta algumas limitagdes: i) a populagdo do estudo é pequena em
comparacdo a outros estudos envolvendo SNVs, o que limitou a realizagdo de analises
estratificadas para outras variaveis (dados laboratoriais e clinicos) dentro da populagdo, dessa
forma, nos entendemos que estudos prospectivos com uma populacdo maior sdo necessarios para
confirmar a importancia desses polimorfismos na LLA; i) a maioria das doengas humanas ¢
causada por uma combinacdo de multiplas variagdes genéticas, portanto, a analise da interacdo
gene-gene englobando outros genes do complexo inflamassoma, poderia ajudar a entender essas
interagdes complexas, iii) uma vez que esses polimorfismos influenciam na expressdo génica, a
auséncia deste dados nos impossibilitou de obter uma melhor compreensao do efeito funcional
dessas variantes, iv) ndo obtivemos acesso a todos os dados clinicos e laboratoriais devido a
auséncia ou registro incompleto nas plataformas de busca; v) o grupo controle foi composto por
doadores de sangue, >18 anos, entretanto, o grupo caso foi composto por pacientes leuc€micos
dentro do periodo de maior incidéncia da doenca (<18 anos). Embora esteja nas limitagdes do
estudo, nés entendemos que ao usar criangas como grupo de controle, resultados falsos poderiam
ser formulados, uma vez que elas poderiam desenvolver a doenca apo6s o estudo, vi) ndo
realizamos a dosagem de citocinas ao final da terapia de indugdo (D35) devido a qualidade das

amostras; vii) combinagdes de citocinas entre si ou com quimiocinas, fatores de crescimento ou
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moléculas de adesdo produzem um melhor entendimento do que qualquer citocina
individualmente, dessa forma, um estudo que englobe um numero maior de moléculas
imunologicas ¢ necessario para entender o efeito funcional desses polimorfismos no sistema

imunologico.

Este ¢ o primeiro estudo investigando os polimorfismos AIM2 rs1103577, IFI16
rs1633266, CASPI 15570685 ¢ CARDS 152043211 no desenvolvimento e desfecho clinico de
pacientes diagnosticados com LLA da Amazdnia Brasileira. Aqui demonstramos um efeito
protetor do polimorfismo A/M2 rs1103577 no desenvolvimento da leucemia e o6bito. Uma
compreensao mais profunda das variagdes genéticas dos genes do complexo inflamassoma nos
permitira identificar melhor os biomarcadores de progndstico precoce e contribuird na melhoria

dos tratamentos de LLA.

MATERIAIS E METODOS
Populacio de estudo

Este estudo caso-controle consistiu em 210 pacientes com leucemia linfoblastica aguda
e 205 controles saudaveis. No grupo caso, foram incluidos 210 pacientes diagnosticados com
LLA subtipos B ou T na Fundag@o Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM), o centro de referéncia em doengas hematologicas no Estado do Amazonas, Brasil,
durante setembro de 2021 a junho de 2024. Os pacientes possuiam faixa etaria geral (<18 anos:
161 | >18 anos: 44), de ambos os sexos, ndo relacionados e foram tratados com o Protocolo do
Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemias Infantis (GBTLI-2009) e Berlim-Frankfurt-

Munique (BFM-2009). Nao foram incluidos no estudo pacientes com leucemia bifenotipica.

O grupo controle consistiu em 205 individuos de doadores de sangue maiores de 16
anos, de ambos os sexos, que foram considerados saudaveis e concordaram em participar da
pesquisa. Para serem considerados saudaveis, todos os candidatos foram testados sorologicamente
para o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), Hepatite C (HCV), Hepatite B (HBV), Virus
Linfotropico Humano 1 e 2 (HTLV-1/2), Sifilis e doenga de Chagas e para HIV, HBV, HCV
usando o Kit NAT HIV/HCV/HBYV. Além disso, eles foram triados em entrevistas para doengas
e outros fatores de risco, de acordo com as normas técnicas de Bancos de Sangue do Ministério
da Saude do Brasil. Amostras de DNA insuficientes ou de baixa concentracdo e candidatos

relacionados foram excluidos.
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Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio HEMOAM
sob o numero de protocolo 4.982.395, CAAE 51257921.2.0000.0009. Antes da inclusdo de todos
os pacientes e controles no estudo, todos os respectivos pais ou responsaveis legais leram e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi realizado de acordo com
as diretrizes da Declaragdo de Helsinque e da Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satde

do Brasil para pesquisas envolvendo seres humanos.
Obtencao de amostras e dados

Aproximadamente 2 mL de sangue periférico e medula 6ssea foram obtidos de pacientes
com LLA ao D0 em tubos com sistema de vacuo contendo EDTA (BD Vacutainer EDTA K2®)
usando pungdo venosa e da crosta iliaca, respectivamente. Foram coletados aproximadamente 12
mL de sangue periférico do grupo controle por pungdo venosa em tubos com sistema de vacuo
contendo EDTA, Citrato de Sodio (BD Vacutainer Citrate Tube®) e com Gel Separador (Gel BD
SST® Il Advance) para hemograma, exames bioquimicos e sorologia, respectivamente. Ambas as

coletas foram realizadas por profissionais capacitados da Fundagio HEMOAM.

Os dados demograficos (idade, sexo), laboratoriais (hemograma, imunofenotipo) e
clinicos (grupo de risco, recaida e 6bito) foram obtidos de buscas em prontuarios no sistema de
assisténcia médica e estatistica (SAME), sistema iDoctor e setor de estatistica do HEMOAM.
Além disso, pacientes que recidivaram apos terapia de inducdo (35° dia de tratamento) foram

usados como critério de recidiva, assim como 6bito que ocorreu até a finalizagdo desse estudo.

Extracdo de DNA e genotipagem

A extragdo do DNA gendmico de amostras de sangue periférico (2mL) foi realizada
usando o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), seguindo as
recomendagdes descritas pelo fabricante. Os SNVs foram selecionados com base na frequéncia
do alelo menor (MAF) (> 3%) na populagdo global do banco de dados do NCBI e associagdo
previamente relatada com neoplasia hematologica (principalmente leucemia).

A genotipagem foi realizada pela técnica de PCR quantitativa em tempo real (qQPCR)
utilizando sondas fluorescentes TagMan especificas para alelos que permitem a discriminagdo
dos SNVs estudados. As reagdes de qPCR foram realizadas em microplacas de 96 pogos com 2,25
puL de agua ultrapura, 2,5 pL. do Master Mix de genotipagem (1x), 0,25 uL do ensaio TagMan®
(20x), contendo 36 uM de cada primer e 8 pM de cada sonda TagMan® com um volume final de
7 uL. O termociclador StepOne Plus Real-Time Systems foi utilizado para amplificar as

sequéncias de interesse e discriminagdo alélica sob as seguintes condigdes: 95 °C por 10 minutos
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para ativagdo; 40 ciclos a 92 °C por 15 s para desnaturagdo; ¢ 40 ciclos a 60 °C por 90 s para
anelamento e extensao. As sondas usadas no experimento sdo mostradas na Tabela Suplementar

07.

Tabela Suplementar 07. Sondas TagMan utilizadas no estudo.

Localizacao

P Sequéncia 5’-[VIC/FAM]-3’ ID ensaio
cromossomica

Gene Variante

TAAAAGGCACTTCCATTCACTCATT[C/T

AIM2 - 151103577 1:159130525 JGCTCAAGCCAGAAAGCCGGGAATCA

C#341888_10

CACTTACTAGGTGCTGGTTTTAAAA[C/T

IFII6 151633266 1:159036187 JCTGTATTCTTTATGTATATTGTTGC

C#7478866 10

TGACTGACTGACATTAAATAATGTT[A/C

CASPI  rs570685 11:105033257 JAAGATGTTCTTTAATTTAGAGAGTG

C#962600_10

AGTTGACACTCAGGAACAGCACGGA[A/

CARDS 152043211 19:48234449 T]CAATAATGGCTCTGCCTCTGTCTCA

C#11708080 1

Quantificacio de citocinas

A dosagem das citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p70 ¢ TNF em amostras de
plasma dos controles (sangue periférico) e pacientes com LLA ao DO (medula dssea e
sangue periférico) foi realizada pela técnica de Cytometric Bead Array (CBA) utilizando
o kit BD™ Human Inflammatory Cytokine (Biosciences, San Diego, CA, USA),
conforme as recomendagdes do fabricante. As amostras foram adquiridas no citometro de
fluxo FACSCantoll (BD® Biosciences, San Jose, CA, EUA) ¢ o software FCAP Array v3
(Soft Flow Inc., EUA) foi usado para determinar as concentragdes em pg/mL e Intensidade

Meédia de Fluorescéncia (MFT) de cada citocina.

Analise estatistica

A analise alélica foi realizada usando um teste exato de Fisher e as associagdes
entre as frequéncias alélicas/genotipicas entre os pacientes de acordo com a recidiva e a
morte foram examinadas sob quatro modelos genéticos: codominante, dominante,
recessivo e sobredominante, usando o pacote “SNPassoc” versao 2.1.0 (https.//cran.r-
project.org/web/packages/SNPassoc/index.html) para o software R versao 4.4.0 (www.r-
project.org). O melhor modelo genético foi utilizado conforme o critério de informagao

de Akaike (AIC). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi determinado para todos os


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C____341888_10
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___7478866_10
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C____962600_10
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__11708080_1_
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SNVs. A correcao de Bonferroni para multiplos testes foi realizada e o valor de p ajustado
foi destacado em caracteres italicos e em negrito. Os resultados foram mostrados como
razao de chances (OR) e intervalos de confianga de 95% (IC de 95%) de analises de
regressao logistica multivariada. Para evitar potenciais fatores de confusdo, valores de
OR ajustados (ORadj) para idade e sexo foram fornecidos. Para comparar multiplas
médias de concentragdo de citocina, o teste de varidncia ndo paramétrico ANOVA
(Kruskal-Wallis) seguido do teste post-hoc de Dunn ajustado para multiplas comparagdes
foram utilizados. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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6. Conclusao

Ao final desse estudo, podemos concluir que:

e Diante de varias terapias visando o inflamassoma atualmente em desenvolvimento
clinico, o nosso trabalho de revisao bibliografica pdde contribuir para aumentar
nossa compreensdo da complexidade da relacdo entre inflamagdo e
leucemogénese e servira como base para estudos promissores no campo da onco-
hematologia;

e As analises gerais e estratificadas do nosso trabalho de revisao sistematica com
meta-analise, composta por 12 estudos de caso-controle com 2.892 pacientes e
3.716 controles sem cancer, ndo encontraram nenhuma evidéncia de associagao
entre o polimorfismo /L1/B-511 C>T e o risco de alguma neoplasia hematolédgica.
Dessa forma, mais estudos em larga escala sdo necessarios para confirmar nossas
descobertas;

e Em nossa populagdo, os grupos caso e controle mostraram propor¢des
semelhantes de frequéncias alélicas para cada polimorfismo e, portanto, nenhuma
diferenca significativa nas frequéncias alélicas foi encontrada entre ambos os
grupos;

e O genodtipo AIM2 1s1103577 C/T foi associado com protecdo para o
desenvolvimento da leucemia linfobléstica aguda em nossa populagdo de estudo;

e O gendtipo AIM?2 rs1103577 C/T foi associado a prote¢do contra a progressao
para obito em pacientes com leucemia linfobléstica aguda durante o tratamento;

e Nao foi encontrada associagdo significativa dos polimorfismos /F116 rs1633266,
CARDS 152043211 e CASPI 1s570685 quanto ao risco ou protecdo para o
desenvolvimento da leucemia linfoblastica aguda em nossa populagdo, bem como,
para as variaveis recaida e obito;

e Naio foi encontrada associacdo entre os gendtipos dos polimorfismos /F/16
rs1633266, CARDS rs2043211 e CASPI rs570685 com a secre¢do das citocinas
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF ao diagnostico quando avaliadas na medula
Ossea e sangue periférico;

e Nao foi encontrada associagdo entre os genotipos dos polimorfismos IFI16

11633266, CARDS 1s2043211 e CASP1 rs570685 com a secre¢do das citocinas
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IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF ao diagndstico na medula dssea e sangue
periférico quando avaliadas nos pacientes com leucemia linfoblastica aguda para
as variaveis recaida e obito;

Embora nosso trabalho tenha demonstrado o importante papel dos inflamassomas
na progressao da leucemia linfoblastica aguda em nossa populacao, devido as
limitacdes desse trabalho, ressaltamos a importancia da realizacdo de estudos
prospectivos que englobem a analise funcional desses polimorfismos a fim de

melhor compreender seu papel na doenca;
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8. ANEXOS

8.1 Apoio financeiro

Este projeto foi desenvolvido com recursos provenientes de Projeto de Pesquisa
intitulado “Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico para o Século XXI na Area da
Hematologia Basica e Clinica na Fundagdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (HEMOAM)” aprovado no Ambito do Programa de Apoio a Consolidagio
das Instituicdes Estaduais de Ensino e/ou Pesquisa (PRO-ESTADO), Resolugio N°
002/2008, da Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM).

A bolsa foi concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPQ) através do projeto Consolidacao dos Programas de P6s-Graduagao
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) através de mobilidade nacional sob o

processo de n°401045/2019-6.
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Inflammation is a physiological mechanism of the immune response and has an important role in maintaining the hematopoietic
cell niche in the bone marrow. During this process, the participation of molecules produced by innate immunity cells in response to
a variety of pathogen-associated molecular patterns and damage-associated molecular patterns is observed. However, chronic
inflammation is intrinsically associated with leukemogenesis, as it induces DNA damage in hematopoietic stem cells and con-
tributes to the creation of the preleukemic clone. Several factors influence the malignant transformation within the hematopoietic
microenvironment, with inflammasomes having a crucial role in this process, in addition to acting in the regulation of hemato-
poiesis and its homeostasis. Inflammasomes are intracellular multimeric complexes responsible for the maturation and secretion of
the proinflammatory cytokines interleukin-1/ and interleukin-18 and the cell death process via pyroptosis. Therefore, dysregula-
tion of the activation of these complexes may be a factor in triggering several diseases, including leukemias, and this has been the
subject of several studies in the area. In this review, we summarized the current knowledge on the relationship between inflam-
mation and leukemogenesis, in particular, the role of inflammasomes in different types of leukemias, and we describe the potential
therapeutic targets directed at inflammasomes in the leukemic context.

leukemia (ALL), and chronic lymphoblastic leukemia (CLL)
[1]. The incidence rates for leukemias differ between sub-
groups. In chronic leukemias, there is a trend toward an
increase in cases in adults; however, in ALL, pediatric patients

1. Introduction

Leukemias are a heterogeneous group of neoplasms with a
broad clinical spectrum that is characterized by the impairment

of a hematopoietic stem cell (HSC) and the blockage of differ-
entiation at various stages of the maturation process, which
are divided into acute myeloblastic leukemia (AML),
chronic myeloblastic leukemia (CML), acute lymphoblastic

are predominant (<15 years old), with a possible appearance
after 50 years of age. On the other hand, the other subtypes
(CLL, CML, and AML) occur more frequently in adults over
65 years of age [2].



Chronic inflammation has been described as a key factor
in the development of leukemia and other hematologic malig-
nancies since it limits the proliferation of normal HSCs and
contributes to the growth of cells with mutations [3]. Thus, a
number of studies state that several intrinsic and extrinsic
factors influence the malignant transformation within the
inflammatory microenvironment. Intrinsic factors mainly
encompass genetic changes in cell signaling pathways that
regulate inflammation (such as NF-kB), while extrinsic factors
include the inflammatory pathways activated by the bone
marrow microenvironment and include chemokines, cyto-
kines, and adhesion molecules [4].

In recent years, studies have highlighted the important
role of inflammasomes in hematopoietic homeostasis via the
regulation of processes of differentiation and senescence of
HSCs [5]. Inflammasomes are intracellular multimeric com-
plexes formed during the systemic immune response and
inflammation, whose main functions are the secretion of cyto-
kines interleukin-1f (IL-1f) and interleukin-18 (IL-18), in
addition to the process of inducing cell death via pyroptosis
via the activation of caspase-1. IL-1f secretion is also respon-
sible for stimulating other inflammatory cytokines, such as
IL-1a, tumor necrosis factor (TNF)-a, and IL-6, thus ampli-
fying the inflammatory cascade [6].

Chronic exposure of HSCs to IL-1/f can lead to a deterio-
ration of the hematopoietic niche, exhaustion of HSCs, and
failures in regeneration [7]. In leukemias, there is an overpro-
duction of IL- 1/} cytokines and other inflammatory cytokines,
such as TNF-a and IL-6 [8, 9], which may be associated with
tumor progression. Currently, the role of inflammasomes is
well understood in some solid tumors, such as colon cancer
[10]; however, in leukemia, its role is still quite controversial.
Because of this, we performed a literature review and summa-
rized the main findings regarding inflammasomes in leuke-
mias to serve as a basis for directing therapeutic targets based
on inflaimmasome components and thus help patients with
leukemia.

2. Inflammation as a Trigger for Leukemia

Inflammation is defined as a protective immune response to
infection and tissue damage mediated by the proinflamma-
tory action of effector cells, cytokines, and chemokines, which
orchestrate a systemic and/or local response [11]. HSCs are
known as key cells in systemic inflammatory responses that
are capable of integrating inflammatory stimuli into cellular
responses and establishing a demand-adapted axis between
peripheral stress and hematopoietic response in the bone
marrow [12]. Although it is important for the maintenance
of the hematopoietic niche, inflammation can contribute to
the emergence of mutations and confer selective advantages
to certain clones due to prolonged exposure [13]. The selective
pressure imposed by inflammation on the pool of HSCs can
induce genetic mutations and select inflammation-adapted
mutant clones that can potentially progress to a leukemic
condition [4, 12].

Taking this into account, Greaves [14-16] describes that
the exacerbated immune response to common pathogens in
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early childhood may be responsible for inducing genetic
alterations that could lead to the onset of leukemia. The
so-called “hygienic hypothesis” is based on the direct rela-
tionship between the development of the immune system
and exposure to infections in the pathogenesis of the disease,
and this is demonstrated in Figure 1. Greaves [14-16]
describes the model in two hits; the first hit is the acquisition
of a prenatal genetic alteration (e.g., ETV6:RUNXI or hyper-
diploid), which is a developmental error common that can
give rise to a preleukemic cell. From the low stimulation of
the immune system in early childhood or deficiency of
“immune priming,” the infection by common pathogens
would subsequently be responsible for triggering an exacer-
bated immune response and would culminate in the induc-
tion of secondary genetic alterations.

According to previous studies, we believe that sustained
inflammation may play an important role in preventing
immune surveillance of leukemic cells and promoting geno-
mic instability [17]. Thus, the preleukemic clone [14-16]
could cause alterations in the cytoskeleton, deregulate the
expression of adhesion molecules and modify the cell migra-
tion by compromising the CXCL12/CXCR4 axis, thereby
promoting its migration to extramedullary organs [12, 18].

During the intense immune response caused by an infec-
tion, for example, the proinflammatory cytokines IL-6, TNF-a,
and IL-1ff cooperate with MSCs to create a favorable niche for
preleukemic cells by which there is the secretion of CXCR2
ligands that attract preleukemic cells (e.g., ETV6:RUNXI+)
activin (ACTA)-dependents [18, 19]. In addition, after infec-
tion or injury, the cytokine IL-1/ is produced in bone marrow
and promotes myeloid differentiation through activation of
the NF-xB pathway that results in the expansion of hemato-
poietic stem and progenitor cells (HSPCs) [20]. However,
chronic exposure to IL-1§ significantly impairs self-renewal
and the ability to differentiate HSPCs [21] and causes cellular
stress by inducing a state of chronic oxidative stress with ele-
vated levels of reactive oxygen species (ROS) and, in a positive
looping process, amplifies the inflammatory response through
the activation of NLRP3 via recognition of damage-associated
molecular patterns (DAMPs) (e.g., adenosine triphosphate
(ATP) and HMGBI) [22], which creates a high-risk microen-
vironment for inducing genetic alterations in hematopoietic
cells [23].

The action of the cytokine IL-1f in the tumor microen-
vironment (TME) is mediated by the activation of inflamma-
some complexes. In general, in leukemias, IL-1f has been
associated with (i) increased proliferation of leukemic cells
[24-28] and (ii) recruitment of myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs) to the TME through the upregulation of the
NF-kB pathway, which promotes immunosuppression and
favors the survival of the leukemic clone [29, 30]. MDSCs are
responsible for the secretion of IL-10 and TGF-f, which
contribute to the expansion of regulatory T lymphocytes
(Tregs) in leukemias [31] and which may support the growth
and survival of preleukemic cells through the release of cyto-
kines, including TGF-f [32].

It is important to remember that leukemic cells can also
secrete substances that contribute to clone survival. In a
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Ficure 1: Inflammation-based model of leukemia development. A genetic alteration produced in the uterus would be responsible for the
creation of a leukemic clone. After birth, due to the low stimulation of the immune system, a dysregulated immune response to common
pathogens would occur, culminating in an exacerbated inflammatory response. Inflammasomes stand out as important mediators of
inflammation in innate immunity through the recognition of PAMPs and DAMPs, which leads to the maturation and secretion of proin-
flammatory cytokines IL-1} and IL-18, and through the cell death process via pyroptosis. The cytokine IL-1/ has pleiotropic functions in the
tumor and can be secreted by both leukemic and stromal cells. It is responsible for the recruitment of myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs) that secrete IL-10 and TGF-f and induce the differentiation of TCD4+ lymphocytes into Tregs, thus promoting immunosuppres-
sion. In addition, binding to the ILIR receptor promotes a positive loop of autocrine/paracrine secretion of this cytokine in leukemic cells
and, through activation of the NF-kB pathway, this leads to the transcription of other inflammatory mediators, such as TNF-q, IL-10, and
1L-12, that are secreted into the TME. Together, these mechanisms are responsible for inducing mitochondrial dysfunction, oxidative stress,
and persistent DNA damage, which lead to the acquisition of secondary genetic alterations that contribute to the development of leukemia.
Abbreviations: DAMPs, damage-associated molecular patterns; DNA, deoxyribonucleic acid; IL-10, interleukin-10; IL-12, interleukin-12;
1L-18, interleukin-18; IL-1/, interleukin-1/; PAMPs, pathogen-associated molecular pattern molecules (PAMPs); TCD4+, lymphocyte CD34
+; TGEf, transforming growth factor i TME, tumor microenvironment; TNF-a, tumor necrosis factor-a; Tregs, regulatory T cells;
2. Influence on the known.

secretion of the proinflammatory cytokines IL-1f and
IL-18, in addition to inducing the process of cell death via

mouse model of the preleukemic disorder, dysregulated MSCs
were able to release DAMPs (S100A8/9) that induced mito-

chondrial dysfunction, oxidative stress, and DNA damage in
HSCs via paracrine activation of p53 and promoted malignant
transformation [33]. In B-ALL, leukemic cells can produce
and secrete inflammatory mediators, including TNF-a,
IL-14, IL-10, and IL-12 [34].

3. Inflammasomes

Inflammasomes are oligomeric protein complexes that form
in the cytosol after the detection of pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) and DAMPs. Although there
are fundamental differences between stimulus-dependent
inflammasomes, in general, they have the main function of
recruiting the inactive zymogen procaspase-1, which after
activation, will be responsible for the maturation and

pyroptosis [35].

These complexes are formed by cytosolic sensors, an
adapter component, and an effector component, such as
caspase-1, -4, and -5 in humans and caspase-11 in murines.
Sensor components, which inflammasomes are often named
after, detect PAMPs and DAMPs and recruit adapters, which
in turn recruit and activate caspases. The assembly of the
inflammasome platform is a critical and well-organized pro-
cess that involves several main parts, such as the sensors that
recognize the activation signals and adapter molecules; the
most common being the ASC (apoptosis-associated speck-
like protein containing a CARD) and the effector molecule
caspase [36].

Canonical inflammasomes are formed upon activation of
two families of sensor molecules: NOD-like receptors (NLRs)




and AIM2-like receptors. The human genome encodes 22
cytosolic proteins belonging to the NLR family, but only
NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12, and the NAIP/
NLRC4 complex can assemble their respective inflammasomes
[37]. AIM2 (absent in Melanoma 2) and IFI16 (Interferon
Gamma Inducible Protein 16) belong to the PYHIN family
(PYD-like and HIN domain-containing proteins) [38-40].

The NLRs (except NLRP1) have a C-terminal domain that
is rich in leucine repeats, which are responsible for recogniz-
ing a ligand, similar to the leucine-rich domain of Toll-like
receptors (TLRs). In addition, they have a central nucleotide-
binding domain (NACHT or NBD) that is responsible for the
oligomerization of the receptor after activation, and a PYD
effector domain in the N-terminal portion that triggers the
effector function of the receptor by recruiting proteins to form
signaling complexes [41].

NLRP1 (NLRs, pyrin-domain-containing proteins 1) is
formed by an internal FIIND domain (function-to-find domain)
and a CARD domain in the C-terminal region. NLRP1 is related
to an inflammasome-forming PRR called CARDS (caspase acti-
vation and recruitment domain-containing protein 8), which
only has a predicted N-terminal~160-amino-acid-long unstruc-
tured region followed by a FIIND and a CARD. Both NLRP1
and CARDS undergo autoproteolysis at the C-terminal end of
their ZU5 domains, generating N- and C-terminal fragments
that remain noncovalently associated [42]. NLRC4 (NLR family
CARD domain-containing protein 4) has a CARD domain at the
N-terminal [38, 43], while the AIM2 and IFI16 sensors have an
N-terminal PYD effector domain and a C-terminal HIN200
(hematopoietic interferon-inducible nuclear antigen with 200
amino-acid repeats) domain, which are responsible for recogniz-
ing the ligand [44, 45].

The ASC adapter protein is constituted by the PYD and
CARD domains and acts in the recruitment of procaspase-1
through homotypic interactions of the CARD-CARD domains.
The interaction between the procaspases results in the forma-
tion of the complex that induces its activation by autoproteolysis
[46-50]. Classically, canonical inflammasome activation is ini-
tiated by two types of signals and is regulated at the transcrip-
tional and post-translational levels. “Signal 1" is the initiation
signal and is associated with the activation of the TLR/NF-xB
pathway or mitochondria-derived ROS that activate the
TLR4/MyD88 signaling pathway. “Signal 2” can be induced
by various stimuli, including PAMPs, DAMPs, ATP, and
uric acid crystals [5].

After the formation of the complex, oligomerization of
procaspase-1 proteins induces their autoproteolytic cleavage
into activated caspase-1. When activated, caspase-1 (p20/p10
subunits) cleaves the inactive precursor forms of pro-IL-1f
and pro-1L-18, leading to the maturation of the cytokines
IL-1f# and IL-18. In addition, the activation of caspase-1 can
also cause cell death via pyroptosis through the activation of the
gasdermin-D protein that is deposited in the cell membrane.
This process is characterized by cell swelling, loss of plasma
membrane integrity, and the release of inflammatory media-
tors due to the formation of pores in the membrane [51, 52].

Although the final common pathway of canonical inflam-
masome activation involves the recruitment of caspase-1 in
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response to multiple PAMPs and DAMPs, the noncanonical
inflammasome signals independently of caspase-1. In the non-
canonical pathway, the sensor directly recognizes the intracel-
lular LPS of Gram-negative bacteria through the CARD
domain of caspases-4 and -5 (in humans) and caspase-11
(in mice). However, there is still a lack of convincing evidence
regarding the involvement of these caspases in the process of
maturation and cleavage of pro-IL-1§ and pro-IL-18 cyto-
kines, this being a specific function of caspase-1. Therefore,
in this pathway, only gasdermin-D cleavage is observed, which
is sufficient to promote cell lysis and activate the canonical
inflammasome pathway [36]. In Figure 2, we show, in a sum-
marized form, the inflammasome activation pathways.

4. The Role of Inflammasomes in the
Regulation of Hematopoiesis

Hematopoietic cells are hierarchically organized by a pool of
quiescent and pluripotent stem cells that are capable of self-
renewal and generation of mature blood cells throughout life
[53]. Studies indicate that the inflammasome is involved in
different stages of hematopoiesis, and several types of its com-
ponents have been shown to contribute to the maintenance
and differentiation of HSPCs. Both up- and downregulation
of inflaimmasome proteins can lead to physiological changes
in homeostasis, suggesting that their activation may be neces-
sary to carefully preserve hematopoiesis [5].

Master et al. [54] discovered that activation of the
NLRPla inflammasome in murines induced a lethal systemic
inflaimmatory process triggered by pyroptosis in HSPCs.
Interestingly, this causes prolonged cytopenia, bone marrow
hypoplasia, and immunosuppression during periods of
hematopoietic stress induced by chemotherapy or lympho-
cytic choriomeningitis virus infection, demonstrating that
NLRPI acts as a cellular sentinel to alert caspase-1 to hemato-
poietic and infectious stress [54]. On the other hand, the
NLRP1a also plays a physiological role in HSPCs and leads
to myeloid differentiation through the transcription factor
GATA-1, and its deletion is responsible for the decrease in
the myeloid lineage and the increase in the erythroid lineage
[55]. These findings demonstrate a dual role of the NLRP1
inflammasome in the regulation of hematopoiesis and may be
a potential target for the study of the development of hema-
tologic malignancies and strategies for treating infection-
induced cytopenias.

Under the effects of radiation, the activation of the ATM2
inflammasome is responsible for causing the death of HSPCs
and medullary aplasia in mice. Hu et al. [56] observed that
AIM2-deficient mice do not suffer from irradiation-induced
hematopoietic failure, as AIM2 recognizes double-stranded
DNA and mediates cell death in response to radiation-
induced DNA damage. Furthermore, It has been proposed
that inhibiting AIM2 inflammasome-mediated pyroptosis
may be a strategy for preventing radiation-induced injuries
as in radiotherapy [57]. In addition, exposure to low-dose
ionizing radiation in vitro and in vivo is responsible for
NLRP3 activation in THP-1 cells and the elevation of ROS
levels [58].
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Metabolic activity has been described as a critical factor
regulating stem cell proliferation and differentiation. In addition,
NLRP3 inflammasome-mediated IL-1/# signaling in macro-
phages drives HSPC production in response to metabolic activity
in a zebrafish model [59]. Linz et al. [60] demonstrated the
positive effects of inflammasomes in hematopoiesis. NLRP12
impacts hematopoietic recovery by suppressing TNF signaling
in vivo during emergency hematopoiesis induced by the combi-
nation of radiation exposure and thermal injury. The upregula-
tion of NLRP12 functionally abolishes TNF-induced HSPCs
apoptosis; however, when the NLRPI2 gene is deleted, there is
HSPC apoptosis as well as defective peripheral immune recon-
stitution. Thus, myelopoiesis and immune cell reconstitution are
accelerated by the overexpression of NLRP12 [60]. We, there-
fore, hypothesize that NLRP12 may serve as a potential inducer
of hematopoiesis in transplant models.

The combination of physiology and pathological changes
commonly occurs in the hematopoietic system and ulti-
mately forms the basis of various types of hematological
malignancies [61]. These findings demonstrate an important
role for the inflammasome in the regulation of hematopoiesis
and point to the need for studies aimed at better clarifying
these findings in different conditions, regardless of physiol-
ogy or pathology. Thus, we believe that there is a network of

interactions that regulate inflammasome activity in order to
maintain hematopoiesis, and an imbalance in this system is
responsible for the development of hematological diseases.

5. The Role of Inflammasomes in Leukemias

5.1. Protumorigenic Effects. Although the role of the inflam-
masomes is well described for some types of cancer, such as
colon cancer and melanoma, in leukemias, there are many
knowledge gaps, and few studies describe the mechanisms of
neoplastic promotion in the disease. In Figure 3, the pro- and
anti-tumorigenic mechanisms that involve the components
of the inflammasome in leukemias are shown. In ALL, over-
expression of the NLRP3 and ASC genes is observed in diag-
nostic [62] and relapse samples [63]. In addition, it has been
shown that, in glucocorticoid-resistant lymphoid leukemic
cells, there is decreased methylation of the CASP1 promoter
and NLRP3, which results in increased transcription, constitu-
tive activation of NLRP3, and caspase-1-mediated glucocorti-
coid receptor cleavage [63], this being a possible mechanism of
failure in the initial treatment.

Recently, a study demonstrated that mRNA expression of
CASP1 is increased in AML cell lines and clinical samples,
especially in relapsed AML patients. In addition, high CASP1
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expression was associated with poor prognosis, and CASP1  predict prognosis and as a therapeutic target of acute leuke-
inhibition could decrease AML blast proliferation [64]. These ~ mia patients.

findings suggest that CASP1 may contribute to the develop- Recently, chemotherapy-induced activation of NLRP3 in
ment of ALL and AML and may be used as a biomarker to  primary human B-ALL cells was demonstrated for the first
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time. The doxorubicin treatment led to an increase in the
transcription of NLRP3 and CASP1 in B-ALL cells and a
consequent increase in the production of the cytokine
IL-1f when compared to the control. This indicates that
the regulation of NLRP3 in leukemic cells has a similar func-
tion to that of monocytes [65].

Regarding IL-1, its role is still controversial in ALL, with
a 40-fold increase in IL1B gene expression being observed in
B-ALL blasts cultured with hematopoietic growth factors
[34] and in MSCs from patients at diagnosis [66]; however,
its low expression is associated with a lower overall survival
(OS) rate and event-free survival (EFS), and it is considered a
predictor of relapse [67]. The IL1B gene is highly polymor-
phic, and several single-nucleotide variations (SNV) have
been associated with increased or decreased secretion of
the cytokine IL-1f [68], which is a possible cause for the
difference in expression in populations due to ethnic/geo-
graphic variations.

Expression of the NLRPI gene is absent in CD34" blast
hematopoietic cells; however, during their differentiation, it is
expressed in granulocytes. Studies demonstrate that NALP1
levels are increased in bone marrow samples from some
patients with acute leukemia but not in solid tumor samples
[69]. Therefore, it has been claimed that the induction of
NALP1 by a PKC activator (protein kinase C) or cAMP ana-
logs is mediated by CREB (cAMP-response-element-binding
protein), a transcription factor that regulates cellular response
pathways, including proliferation, survival, and differentia-
tion. When expression of a dominant negative form of
CREB is used, reduced NLRP1 expression can be observed.
Therefore, the regulation of NLRP1 by the CREB pathway in
myeloid cells may contribute to modulating the response of
these cells to inflammatory stimuli and favor the survival of
the leukemic clone [70].

In AML, it was demonstrated in a murine model that the
presence of the KrasGI12D mutation is responsible for the
activation of NLRP3 through the production of ROS via
the Kras-RAC pathway. Furthermore, the deletion of the
NLRP3 gene was responsible for the reduction of AML blast
proliferation and the restoration of normal hematopoiesis
[71]. HMGBI, an important DAMP that is released during
the inflammatory process, seems to be directly involved in the
activation of NLRP3, and it contributes to the progression of
AML via the HMGBI/NLRP3/IL-1/ axis [25]. Furthermore,
studies have demonstrated that IL-1f secretion by AML blasts
can impair the differentiation of umbilical cord blood (UCB)-
CD34" cells into precursors of natural killer (NK) cells in an
in vitro coculture model [72] and stimulate the expression of
adhesion molecules to promote recruitment by epithelial
cells [73].

In samples from patients that were newly diagnosed with
AML, an increase in the expression of NLRP3 was observed
when compared to the controls and the patients in remission.
NLRP3 was correlated with the increase in the expression of
the aryl hydrocarbon receptor (AHR). The AHR is involved
in the modulation of the immune system, specifically in the
differentiation of helper T lymphocytes. In this study, an
imbalance of T-helper lymphocyte subpopulations with an

increase in the Th22 profile and a decrease in Th1 in de novo
AML patients was also observed, which leads us to think that
NLRP3, together with AHR, may cooperate in the develop-
ment of AML and influence the T lymphocyte differentia-
tion [74].

In the plasma of patients that were newly diagnosed with
AML, the cytokine IL-18 was found at elevated levels [26],
and JL18 and ASC gene expression returned to normal after
patients achieved remission [74]. In an in vivo model, one
study demonstrated that IL-18-derived dendritic cells were
able to promote the differentiation of CD4CD25" Treg lym-
phocytes [75]. Concomitant to this, it is possible to hypothe-
size that IL-18 could facilitate the polarization of Tregs and,
in TME, it could suppress the immune response and pro-
mote the development of AML.

In CML, in an in vitro model, NLRPI was expressed at
high levels by K562 cells [70], and in patients with CML, it
was associated with resistance to imatinib [76]. Furthermore,
the IREla protein, an endoplasmic reticulum stress sensor
involved in AML progression, may increase NLRP1 expres-
sion in CML. In primary cells from patients with CML, an
overexpression of IREla and NLRP1 was observed that led
to cell proliferation and inhibition of apoptosis. Moreover,
inhibition of this pathway led to the sensitization of CML
cells to imatinib-mediated apoptosis [76]. In CML, high
levels of the cytokine [L-1/ are associated with a worse prog-
nosis and shorter survival times [77], and in CLL, IL-1f
secretion can induce differentiation and activation of leuke-
mic cells [78].

5.2. Antitumorigenic Effects. The antitumor activity of
inflaimmasomes may vary depending on the cell type being
activated and on the interactions with TME cells. In AML,
NLRP3 knockout in leukemic cells in vivo was able to
decrease blast proliferation in bone marrow, liver, and spleen
by neutralizing the cytokine IL-1/# [26]. On the other hand,
Liu et al. [79] demonstrated that the activation of NLRP3 in
healthy bone marrow-derived macrophages (BMDMs) pro-
moted the differentiation of TCD4+ lymphocytes in the Thl
profile through the secretion of IL-1// and high levels of Th1
cells promoted apoptosis and inhibited the proliferation of
leukemic cells via IFN-y secretion in vitro and in vivo
(Figure 3).

Together, these results show us that the regulation of
NLRP3 inflammasome activity, especially with a focus on
IL-1f/, may contribute to a new therapeutic approach in
AML. In the AML TME, Th1 profile lymphocytes and IFN-y
production are downregulated. In this way, NLRP3-activated
BMDMs promote the proliferation of IFN-y-producing Thl
cells with anti-leukemic effects and may provide information
that will serve as a basis for immunotherapy in AML.

In addition, receptor-interacting protein kinase 3 (RIPK3)
can promote the differentiation of leukemia-initiating cells
(LICs) through the activation of the inflammasome. RIPK3
suppresses myeloproliferative neoplasms by activating the
inflammasome, thereby promoting differentiation. Further-
more, RIPK3 downstream of TNFR1 is responsible for induc-
ing cell death. RIPK3 activation is regulated by the
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ubiquitination status of RIPK1, which in turn is controlled by
a cellular inhibitor of apoptosis proteins 1 and 2 (cIAP1/2). In
newly diagnosed AML patients, RIPK3 expression is often
reduced to prevent LICs from going into apoptosis [80].
Thus, these results indicate RIPK3 and the inflammasome
as key tumor suppressors in AML.

The axis NLRP3/P2X7R seems to contribute to the apo-
ptosis of CLL cells. The P2X7 purinergic receptor (P2X7R) is
an ATP-gated ion channel that is widely expressed in HSCs
and plays an important role in cancer promotion and
immune system regulation, In hematopoiesis, lymphocyte
growth and differentiation are modulated by P2X7R, which
is overexpressed in CLL patients. In CLL, the silencing of
theNLRP3 gene is responsible for the increase in P2X7R
expression and promotes cell growth; in contrast, overex-
pression of NLRP3 induces apoptosis [81]. Therefore, the
NLRP3 positive regulation seems to downregulate P2X7R,
inhibit the proliferation of LLC cells, and induce apoptosis
and, as such, is a promising therapeutic target for disease.

The role of pyroptosis in cancer is controversial, since it
can be beneficial or harmful for anti-tumor immunity. Liu et al.
[82] reported that upon incubation with CD19" leukemic
cells, CAR-T cells could increase the release of lactic dehydro-
genase (LDH) and upregulate the expression of gasdermin-E
(GSDME) and IL-1f. This suggests that CAR-T cells can
activate GSDME-mediated pyroptosis by releasing a large
amount of perforin and GzmB and could trigger antitumor
immunity [82]. However, since high expression of GSDME is
observed in B-ALL cells, this could induce cytokine release
syndrome and may impede the application of pyroptosis-
related CAR-T therapy in leukemia patients.

In AML, studies have identified the CARDS as a novel
inflammasome sensor that triggers pyroptosis myeloid leu-
kemia cells upon inhibition of dipeptidyl-peptidases (DPP)
with Val-boroPro treatment [83]. In addition, recent studies
have demonstrated that DPP9 (dipeptidyl-peptidase 9) con-
stitutes the relevant DPP restraining CARDS-induced pyr-
optosis in resting human lymphocytes [84] and is not
restricted to myeloid cells. These data suggest that AML cells
might be sensitive to DPP8/9 inhibitors but also indicates
more potential for toxicity in human resting lymphocytes.
Furthermore, these results reveal exciting opportunities to
modulate inflaimmasome activation for therapeutic benefit
in leukemia patients.

Ninjl is an adhesion molecule with an essential role in
the induction of the plasma rupture membrane, the subcel-
lular event that precedes pyroptotic cell lysis [85]. This pro-
tein is overexpressed in cells of the B-ALL lineage, and it has
been studied as a potential biomarker for monitoring mini-
mal residual disease [86]. The failure of treatment in cases of
leukemia is largely due to the development of drug resistance
to apoptosis. Therefore, the introduction of nonapoptotic
programed cell death, such as pyroptosis, may be an effective
way to rechallenge the resistance to apoptosis.

Recently, a study observed that CASP1 had lower expres-
sion in patients with acute promyelocytic leukemia (APL),
mainly in relapsed patients. After all-trans-retinoic acid
(ATRA)-treatment of APL cells, it was observed an increase
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of CASP1 expression via IFN-y/STAT1 pathway resulted in
pyroptosis and differentiation of APL cells [87]. Thus, ATRA-
induced activation of CASP1 could serve as a suppressor in
APL progression. Interestingly, high levels of mRNA of
expression CASP1 were found in the clinical remission
patient group, and CASP1 and NLRP3 expression were asso-
ciated with better OS and EFS, respectively [88]. This indi-
cates CASP1 and NLRP3 as potential biomarkers for risk
stratification in ALL.

In the absence of caspase-1, NLRP3 inflammasome uses
caspase-8 as both a proapoptotic initiator and a major IL-1/-
converting protease [89]. In the presence of caspase-1, cas-
pase-8 acts as a positive modulator of the NLRP3-dependent
caspase-1 signaling cascades that drive both IL-1f produc-
tion and pyroptotic death. In ALL, effective cell death in
B- and T-ALL cells depends on the presence of caspase-8
for most cytotoxic drugs routinely used in antileukemia
treatment (e.g., methotrexate) [90]. Moreover, high levels
of caspase-8 protein are observed during drug-induced apo-
ptosis of CLL cells [91, 92]. Little is known about the role of
caspase-8; however, these results indicate that caspase-8 is
crucial for the high anti-leukemic efficiency of numerous
routine cytotoxic drugs, and it can be a promising pathway
for the development of new therapeutic targets in leukemia.

5.3. Polymorphisms. Recent investigations have identified
some SNVs that cumulatively may provide a high risk for
the development of ALL [93]. Due to their multifactorial
etiology, it is important to investigate the association of poly-
morphisms in leukemias, especially in genes of inflammatory
pathways, since they may serve as potential predictors for the
development and prognosis of leukemias. Table 1 summarizes
the main findings regarding polymorphisms in genes of the
inflammasome complex in leukemias.

The NLRPI rs12150220 polymorphism causes increased
NLRPI and IL-1ff processing and have been associated with
protection against infectious comorbidities, such as cytomeg-
alovirus, toxoplasmosis, rubella, varicella, and parasitic dis-
eases, in pediatric patients with ALL [94]. ILIB is a crucial
mediator of the inflammatory response, and its role in pro-
tection from bacterial infection has previously been summa-
rized [102]. Since patients with acute leukemia have an
increased risk of developing infections, both because of leu-
kemia and because of its treatment, further studies are nec-
essary to evaluate the role of NLRPI rs12150220 in order to
be able to predict the risk of infections in ALL.

Interestingly, the NLRP3 rs35829419 and rs4353135
polymorphisms are associated with the risk of AML [95]
and ALL [96] in the Asian population. These variations cause
increased production of IL-1f and possibly contribute to
chronic stress in the promotion of AML progression via an
HMGBI1/NLRP3/IL-1§ dependent mechanism [25]. In addi-
tion, the P2X7/NLRP3 pathway plays an essential role in
amplifying inflammation via an ATP feedback loop, thus
promoting the inflammatory response; however, the func-
tion of the P2X7 receptor is not fully understood, but it is
involved in ATP-induced apoptotic death in hemopoietic
and CLL cells [81]. Thunberg et al. [97] demonstrated an
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TasLe 1: Functional effect of single-nucleotide variants (SNVs) on the genes of the inflammasome complex in leukemias.
Gene Variation rs Effect Key findings Ref.
c464 A>T Increase@ 11718 processing; Protection against infectious diseases in pediatric
NLRP1 rs12150220 increased X I . [94]
p. L155H . patients from the Brazilian Amazon with ALL
NLRP1 expression
c2113 C>A
35829419 Risk of AML in the Asi lati 95
NLRP3 p. Q705K s Increased production of IL-18 and IL-18 ko o the Astan popuiation (93]
N/A rs4353135 Risk of ALL in the Asian population [96]
A>C . Longer event-free survival in patients from -
P2X7 p. Glu496Ala rs3751143 Loss of function Sweden with CLL [97]
CARDS 30T>A 52043211 Increased NLRP3, 'CF%SPI and IL-1f Risk of ALL in the Asian population and T-cell 98)
p. C10X transcription immunophenotype
—652 6N ins/del X Risk of CML in the Asian population [99]
CASP8 3834129 D d product fC -8
—icrract ecreased production of taspase Risk of CML and AML in the Iraqi population  [100]
Risk of developing ALL in children from the
i [94]
Brazilian Amazon
= e Increased transcription of NLRP3 and ASC in ALL
ILIB =511 C>1 rs16944 Increased IL-1f transcription in the Asian population [98]
Favorable-risk cytogenetics group in AML [95]
Increased risk of ALL in Asian children [96]
c—137 G>C  rs187238 Risk of CLL in the Turkish population [101]
. Increased 1L-18 secretion in ALL in an Asian
IL18 607 CoA 51946518 Increased IL-18 transcription population [98]
Risk of pediatric ALL in the Asian population  [96]

Abbreviations: p, protein change; ¢, changed allele; rs, reference sequence; ALL, acute lymphoblastic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; CLL, chronic

lymphoid leukemia; CML, chronic myeloid leukemia; Ref, references.

association between P2X7 rs3751143 with longer event-free
survival in CLL patients in Sweden. In this context, a loss of
P2X7 function caused by the polymorphism could be respon-
sible for limiting CLL cell proliferation and contribute to
survival. We believe that studies with a focus on the axis
NLRP3/P2X7/IL-f could bring great discoveries about the
role of the P2X7 polymorphism in CLL in vivo.

The CASP8 6N del at position-652 in the promoter region of
the CASP8 gene is found to abolish the binding site for the
transcriptional activator 1 (Sp1), thereby resulting in a decreased
expression of the CASP8 protein in lymphocytes. Abdullah et al.
[100] demonstrated that the CASP8-652 6N insertion polymor-
phism is associated with an increased risk of both CML and
AML in the Iragi population. These findings suggest that
CASP8 6N del polymorphism might be a useful marker for
determining genetic susceptibility to CML and AML.

Some studies have reported that children with mixed
ancestry have a higher risk of developing ALL due to the
existence of INDEL-type polymorphisms, which is character-
istic of South American natives [103]. In the Brazilian Ama-
zon, which has predominantly South American ancestry, the
ILIB-511 C>T rs16944 polymorphism was associated with
the risk of children developing ALL. This variation causes an
increased IL-1f transcription and, consequently, an intense
inflammasome activation. Furthermore, in ALL, it was asso-
ciated with an increase in transcription of NLRP3 and ASC
[98] and with the risk of development of ALL in the Asian
population [96]. On the other hand, this polymorphism can
predict a favorable cytogenetic risk group in AML [95]. Since

IL-1£ is one of the main components of inflammasomes
involved in pathogenesis in leukemias, the study of genetics
can contribute to the discovery of new biomarkers that can
predict clinical parameters in the disease.

Little is known about the role of the IL18 gene in leukemia.
Studies have demonstrated the link between the IL18
15187238 polymorphism and increased risk of CLL in the
Turkish population [101], and the rs1946518 polymorphism
is linked to a risk of pediatric ALL in the Asian population
[96]. In addition, it was associated with increased IL-18 secre-
tionin ALL in an Asian population [98]. CARD8 rs2041132 is
important for the regulation of inflammasome activity and
was associated with the risk of development of ALL in the
Asian population [98]. However, further investigations are
necessary to understand the role of CARDS polymorphisms
in ALL since it is rarely described in the literature.

Collectively, these findings indicate a potential role of the
genetics of inflammasomes as predictors of the development of
leukemia. However, since ethnicity has a direct influence on the
incidence of leukemias [104], we believe that these findings
should be validated in various populations with large sample
sizes in order to better understand its role in leukemias.

6. Inflammasome as a Therapeutic
Target in Leukemia

Inflammasomes and immune response pathways have opened
up avenues for several exciting new drug targets for leukemia.
As inflammasomes appear to play a role in leukemia
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TasLe 2: Potential therapeutic targets directed to the inflammasome.

Therapeutic potential

Description Target

Phase

Ref./NTC number

IL1RAP receptor inhibition

Despite progress, there is still a need to
provide additional strategies for patients
with refractory AML. This study aims to
evaluate the effects of immunotherapy for
refractory AML cells expressing ILIRAP

using chimeric antigen receptor T cells

ILIRAP

Phase I

NCT04169022

IL-1Ra receptor inhibition

This study aims to evaluate the effects of

subcutaneous administration of an 1L-1f

receptor antagonist on the clinical status

of patients with aneurysmal subarachnoid
hemorrhage

IL-1Rae

Phase 111

NCT03249207

BTK inhibitor

Anti-CD19 chimeric antigen receptor
(CAR) T-cell has shown dramatic efficacy
in B-cell malignancies, and Bruton
tyrosine kinase (BTK) inhibitor agents
have been validated as an effective drug to
treat B-cell malignancies. Thus, combined
therapies in patients with CLL after
ibrutinib failure are considered feasible
and safe

CD19" cells

Phase 111

NCT05020392

huCART19-IL18

Interleukin-18 secreting autologous anti-
CD19 CAR T-cells (huCART19-1L18)
target CD19 cells in NHL and CLL and
produce IL-18. This approach can be used
by both new and relapsed patients

CD19" cells

Phase 1

NCT04684563

Abbreviations: ILIRAP, interleukin 1 receptor accessory protein; AML, chronic myeloblastic leukemia; BTK, Bruton tyrosine kinase, IL-1Ra, interleukin 1

receptor type I; CLL, chronic lymphocytic leukemia; CART-T, chimeric antigen receptor (CAR) T-cell.

originating from multiple genetic defects, promising outcomes
are expected from its drug targets. Table 2 shows the recently
discovered potential therapeutic agents for targeting the
inflammasome pathway in leukemias.

Upregulation of the plasma membrane receptor ILIRAP
in AML patients has been reported and can distinguish bio-
logical characteristics of leukemic clones from normal pro-
genitors. In this context, ILIRAP blocking seems to be a good
therapeutic approach in AML. In this way, the blocking of the
IL1-ILIRAP signaling axis has been associated with the
reduction of inflammation in the bone marrow niche and
thereby promotes normal hematopoietic recovery from
AML proliferation after chemotherapy [105]. Based on this,
an immuno-therapy targeting ILIRAP in AML-relapsed
patients has been tested using chimeric antigen receptor T-cells
immunotherapy to validate this approach in the treatment of
the disease (NCT04169022).

In addition, the intracellular IL-1er is a chromatin-associated
cytokine and can affect transcription through the activation of
NF-B and specific protein 1 (SP1). Studies have demonstrated
a spontaneous expression of [L-1a in ALL blasts [106, 107]. The
inhibition of IL-1ar has been studied in aneurysmal subarach-
noid hemorrhage to reduce the inflammation process and can
be an alternative target for the treatment of hematologic malig-
nancies, especially leukemias (NCT03249207).

Bruton tyrosine kinase (BTK) regulates NLRP3 inflam-
masome activity via direct interaction with ASC and NLRP3,
Ibrutinib, a BTK inhibitor, prevents the formation of ASC

specks and caspase-1 activation. It was observed that the
antileukemia actions of ibrutinib demonstrated profound
and immediate inhibition of CLL cell proliferation and pro-
motion of high rates of CLL cell death [108]. In addition,
combined therapies comprising ibrutinib and anti-CD19
CAR-T cells in patients with CLL after ibrutinib failure are
considered feasible and safe and have already been studied
(NCT05020392).

Recently, a phase I clinical trial was initiated to evaluate the
best dose, possible benefits, and side effects of interleukin- 18-
secreting autologous anti-CD19 CAR T-Cells (huCART19-
IL18) in treating patients with non-Hodgkin’s lymphoma
(NHL), CLL, and ALL. huCART19-ILI8 targets CD19" cells
in NHL, CLL, and ALL and produces the cytokine IL-18. This
new approach presents a potential treatment for new or relapsed
patients. Finally, we believe that understanding the inflamma-
some pathway will be crucial for further identification of novel
and improved therapeutic outcomes against leukemias.

7. Future Perspectives

In recent years, there has been an increase in studies involv-
ing inflammasomes in hematological malignancies, which
have the intention of understanding the dual effects that
these complexes exert on the physiological and malignant
regulation of hematopoiesis and can thereby reveal potential
clinical implications of the inflammasome. Here, we list
some potential therapeutic options through the targeted
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modulation/inhibition of specific inflammasomes that may
help maintain/restore adequate hematopoietic homeostasis.

Hu et al. [56] demonstrated that mice that were deficient
in the double-stranded DNA sensor AIM2 are protected from
radiation, thus indicating that DNA damage caused by radia-
tion mediates the ATM2 inflammasome activation and cell
death. AIM2 mediates the caspase-1-dependent death in
response to double-strand DNA breaks caused by ionizing
radiation and chemotherapeutic agents. The results suggest
that AIM2 may be a new therapeutic target for ionizing radia-
tion exposure in the prevention of radiation-induced injuries,
such as those that occur in radiotherapy, for example. In addi-
tion, DNA damage upregulated NLRP12 in HSCs of mice
deficient in the Fanca DNA repair gene and contributed to
improving HSC function in both mouse and human models of
DNA repair deficiency and aging [60, 109]. Combined thera-
pies using AIM2 and NLRP12 can contribute to the repopula-
tion of HSCs and prevent cell death after radiation exposure
and are a potential approach in transplant study models.

Using several preclinical tumor models, activation of CD8"
T cells in response to programed cell death 1 (PD-1) in tumor
tissues decreases the antitumor immune response. Genetic and
pharmacological inhibition of NLRP3 suppressed PMN-MDSC
tumor infiltration and significantly enhanced the efficacy of
immunotherapy with anti-PD-1 antibodies. This pathway,
therefore, represents an intrinsic tumor mechanism of adap-
tive resistance to anti-PD-1 checkpoint inhibitor immuno-
therapy for use in leukemia treatment [110, 111].

In addition, NLRP3 inflammasome signaling regulates
the targeting, engraftment, and trafficking of HSPCs and
may be useful in transplantation to improve homing of
HSPCs [112, 113]. Furthermore, NLRP3 also plays a critical
role in the initiation of graft versus host disease (GvHD)
through the secretion of the proinflammatory cytokine
IL-15. Studies have demonstrated that the decrease in
NLRP3 expression was responsible for attenuating GvHD in
a murine model, which resulted in increased graft survival
[114, 115]. These findings highlight the possibility of targeting
the NLRP3 inflammasome to minimize GvHD.

8. Conclusion

In this literature review, we summarized the current knowl-
edge regarding genetic and molecular mechanisms of the
inflaimmasome in leukemia development and proposed a
novel view of possible contributions and mechanisms of
the inflammasome in the disease. Finally, with several thera-
pies targeting the inflammasome currently in clinical devel-
opment, we hope this study can enhance our understanding
of the complexity of the relationship between inflammation
and leukemogenesis and will serve as a basis for promising
studies in the onco-hematology field.
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ABSTRACT
The relationship between the IL1B-511C>T (rs16944) polymorphism and the risk of developing hematologic
malignancies remains controversial. Thus, we performed a meta-analysis to evaluate the association
between IL1B-511C>T polymorphism and the risk of developing hematologic malignancies.
A comprehensive search was conducted to identify all eligible studies on IL1B-511C>T polymorphism and
hematologic malignancies. Twelve case-control studies, with 2,896 cases and 3,716 controls, were selected
for the analysis. The overall data failed to indicate a significant association between IL18-511C>T poly-
morphism and the risk of hematologic malignancies (OR:1.06, 95% Confidence Interval [CI]: 0.93-1.22).
Moreover, non-significant associations were observed in a stratified analysis according to neoplasm type
(multiple myeloma, Hodgkin's lymphoma, and non-Hodgkin's lymphoma), ethnicity (European and Asian),
and Hardy-Weinberg equilibrium. In summary, our results suggest that there is no association between the
IL1B-511C>T polymorphism and the risk of hematologic malignancies. As such, further large-scale studies
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are needed to confirm our findings.

Introduction

Hematologic malignancies are a group of malignant diseases
that are derived from myeloid and lymphoid hematopoietic
lineages' and account for approximately 9% of all cancers. It is
also the fourth most frequently diagnosed cancer in both men
and women in developed countries.” According to the World
Health Organization (WHO), lymphoid neoplasms are
grouped into lymphatic precursor neoplasms; mature B-, T-,
and NK-cell neoplasms; and lymphomas. Myeloid neoplasms
are subdivided into multiple myeloma (MM) and myelodys-
plastic syndromes (MDS). Leukemias are classified as either
acute or chronic based on the rapidity of proliferation and as
myelocytic or lymphocytic based on the cell of origin.**
Overall, each leukemia subtypes presents different clinical
conditions and each has a specific treatment protocol.

It is well established that chronic inflammation drives
tumor progression in multiple types of cancer.” Increased
basal inflammatory status seems to promote mutagenesis
through the induction of chronic oxidative stress and subse-
quent DNA oxidative damage, and elicits epigenetic changes
that further promote inflammation.® In addition, a common
feature of many hematologic malignancies is the overproduc-
tion of proinflammatory cytokines. Although several cytokines
are  overexpressed in hematological malignancies,

overproduction of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), inter-
leukin 6 (IL-6), and interleukin 1 (IL-1) is most commonly
observed in patients, suggesting that these cytokines play a role
in the development and/or manifestation of hematologic
malignancies.”™

Evidence supporting a pro-tumorigenic role of IL-1b in all
cancer types has been described recently.'® IL-1B plays
a pleiotropic role in cancer by modulating gene expression
and cytokine production and regulating cellular adhesion
and migration, angiogenesis, cancer cell proliferation, and
metastasis.'” While acute IL-1f exposure contributes to hema-
topoietic stem cell (HSC) regeneration after myeloablation and
transplantation,'’ chronic exposure after infection or injury
promotes uncontrolled HSC division and eventual exhaustion
of the HSC p(}o]."’l2

IL-1B is a key mediator of carcinogenesis via the promotion
of chronic inflammation, and genetic variations with gain
function in this gene have been extensively studied in recent
years with regards to cancer.”” The Interleukin 1 Beta (IL1B)
gene is highly polymorphic, and base transitions between
C and T at positions =511 (C>T; dbSNP: rs16944) have been
associated with increased IL-1B secretion."*'® Numerous epi-
demiological studies have investigated the association between
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IL1B-511 C>T in many types of cancer;'®'” however, in hema-
tologic malignancies, the results remain unclear and many are
inconclusive due to inconsistent findings in individual studies.
Therefore, this study performed a meta-analysis to provide
accurate data on the association between genetic variation
and the risk of hematologic malignancies.

Results
Baseline study characteristics

After careful evaluation of the literature based on the search
strategy and eligibility criteria, we identified 11 studies that were
included in this meta-analysis. As shown in the flow chart depict-
ing the process of selection of studies (Figure 1), one study was
excluded because it did not describe genotype frequency.'® One
study had information on Hodgkin lymphoma (HL) and non-
Hodgkin lymphoma (NHL), and for this reason, it was dupli-
cated. Therefore, for statistical analysis, we used 12 studies.

The studies enrolled 2,892 patients diagnosed with
a specific hematologic malignancy and compared them with
3,716 cancer-free controls. All studies had a case-control
design, were published between 2007 and 2021, and targeted
one or more of the following hematologic malignancies: (1)
ALL, (1) AML, (1) CLL, (1) CML, (2) HL, (2) NHL, (1) MDS,
(2) MM and/or (1) Philadelphia chromosome-negative mye-
loproliferative neoplasm (MPN).

The detailed characteristics of the data gathered from the 12
case-control studies are summarized in Table 1. Eleven studies
were in accordance with the Hardy-Weinberg Equilibrium
(HWE). However, one was outside the HWE. Six studies
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involved the Asian population, four involved the European
population, one involved the Caucasian population, and one
involved the mixed population of Brazil. Most of the studies
included adult patients in the case group (91%).

Quality assessment results

The evaluation of the methodological aspects with regard to
quality showed that one study had a low score (9 points), nine
studies reached a score between 10 and 11 points, and two
studies reached a score of 14 points, as shown in Table 1.

Meta-analysis of the IL1B-511 C>T polymorphism and its
relationship with hematologic malignancies

Table 2 shows the overall and stratified analyses of this poly-
morphism according to the type of neoplasm (MM, HL, and
NHL), ethnicity (European and Asian), and HWE in allelic
and genotypic evaluations. The results of the pooled studies
showed that there were no significant associations between
the ILIB-511 C>T polymorphism and the risk of hematologic
malignancies (OR:1.06; 95% Confidence Interval (CI):0.93-
1.22; p=.37) (Figure 2). Likewise, non-significant associations
were found in the stratified analysis by i) type of neoplasm:
MM (OR: 1.28, 95% CIL 0.81-2.02, p=.29), HL (OR: 1.02,
95% CI: 0.84-1.24, p=.85) and NHL (OR: 1.00, 95% CIL
0.63-1.61, p=.98), ii) ethnicity: European (OR: 0.86, 95%
CL 0.57-1.30, p=.48) and Asian (OR: 1.09, 95% CI: 0.99-
1.20, p=.09) and i) HWE (OR: 1.05, 95% CI: 0.91-1.20, p
=.54). In this study, we used the random-effects statistical

—
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Figure 1. Flowchart for identification, screening and selection of the studies.
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Table 1. Characteristics of studies included in the quantitative synthesis (meta-analysis).

Sample
Age Size
First Author and Disease Study (male/ (case/
Reference Year Type Ethnicity ~ Country Design female) Subject Type control) HWE  Score
Abazis- 2007 MM European  Greece C/Cc 65 (42-80)/ C-heathy 74/160 Yes 10
Stambulieh' 65.7 (40-85)
Alves?® 2021 ALL Mixed Brazil C/Cc 12 (14-17)/ C-healthy/relapse 158/  Yes 1n
38 (26-52) 192
Ennas’' 2008 CLL European Italy C/Ce 579+ 125/ C-healthy 40/112  Yes 10
56.5 £ 13.2
Hoeft 122 2008 NHL European  Germany (/Cc 56.1 (Nos) C-healthy 640/ Yes 14
658
Hoeft 11?2 2008 HL European  Germany (C/Cc 56.1 (Nos) C-Healthy 105/ Yes 14
658
Sarani?? 2021 NHL Caucasian  Iran C/Cc 20-90/21- C-healthy 151/ No 9
75 165
Wang®* 2017 AML Asian China C/Ce 48 (16-89) C-healthy/CCRS (cytogenetics risk 383/ Yes 10
stratification)/refractory/age/gender/bone 300
marrow blast
Yin®® 2016 MDS Asian China C/Cc 56 (16-95)/  C-healthy/Age/gender/hemogram change 160/96 Yes 1
42 (17-85)
Zhang®® 2017 CML Asian China C/Cc 47 (16-81)/  C-healthy/risk stratification score/BCR-ABL 267/ Yes 10
45 (21-83) response 344
Zhao?’ 2017 HL Asian China C/Cc 54 (13-85)/ C-healthy 390/ Yes 10
48 (21-85) 385
Zhao®’ 2018 MM Asian China C/Cc 60 (25-89)/  C-healthy/age/gender/classification/bone 355/ Yes 1"
55(26-90)  damaged/hemogram change/BM myeloma 350
cell
Zhou?® 2020 MPN Asian China C/Ce 59 (16-84)/ C-healthy 269/  Yes 1n
55 (16-88) 2N

MM: multiple myeloma; ALL: acute lymphoblastic leukemia; CLL: chronic lymphocytic leukemia; NHL: non-Hodgkin lymphoma; HL: Hodgkin lymphoma; AML: acute
myeloid leukemia; MDS: myelodysplastic syndrome; CML: chronic myeloid leukemia; MPN: Philadelphia chromosome-negative myeloproliferative neoplasm.

C case, Cc control, HWE Hardy-Weinberg equilibrium.

NOS: not otherwise specified.

Table 2. Meta-analysis of the association between the IL1B-511 C>T (rs16944) polymorphism and the risk of hematological malignancies (allelic and genotypic
comparisons; and stratified analysis).

Variable Comparison M versus m m versus M

1516944 (n) Case/Control OR (95% Cl) p-value OR (95% Cl) p-value
Overall 12 2,892/3,716 1.06 (0.93, 1.22) 37 0.94 (0.82, 1.08) 37
MM 2 429/510 1.28 (0.81, 2.02) 29 0.78 (0.49, 1.23) 29
HL 2 495/1,043 1.02 (0.84, 1.24) .85 0.98 (0.80, 1.20) 85
NHL 2 791/823 1.00 (0.63, 1.61) 98 1.00 (0.62, 1.60) 98
European 4 859/930 0.86 (0.57, 1.30) 48 1.16 (0.77, 1.74) A48
Asian 6 1,824/1,766 1.09 (0.99, 1.20) .09 0.92 (0.83, 1.01) 09
HWE yes 1 2,741/3,551 1.05 (0.91, 1.20) 54 0.96 (0.83, 1.10) 54
Variable Comparison MM versus mm mm versus MM

1516944 (n) Case/Control OR (95% Cl) p-value OR (95% Cl) p-value
Overall 12 2,892/3,716 1.13 (0.85, 1.50) 40 0.89 (0.67, 1.18) 40
MM 2 429/510 1.31(0.72, 2.36) 37 0.76 (0.42, 1.38) 37
HL 2 495/1,043 0.84 (0.40, 1.77) .65 1.19 (0.56, 2.50) 65
NHL 2 791/823 1.23 (0.23, 6.49) .80 0.81 (0.15, 4.27) .80
European 4 859/930 0.67 (0.34,1.32) 24 1.50 (0.76, 2.94) 24
Asian 6 1,824/1,766 1.15 (0.96, 1.38) 13 0.87 (0.72, 1.04) a3
HWE yes 1" 2,741/3,551 1.05 (0.80, 1.38) .70 0.95 (0.72, 1.25) 70
Variable Comparison MM versus mm/Mm Mm versus mm/MM
1516944 (n) Case/Control OR (95% Cl) p-value OR (95% Cl) p-value
Overall 12 2,892/3,716 1.31(0.94, 1.84) 1 1.15 (0.81, 1.64) A4
MM 2 429/510 1.14 (0.84, 1.55) A4 1.43 (0.52, 3.95) 49
HL 2 495/1,043 2.23 (0.54, 9.16) 27 3.23(0.14, 73.44) A6
NHL 2 791/823 1.55 (0.41, 5.87) .52 0.86 (0.61, 1.22) 39
European 4 859/930 0.89 (0.70, 1.14) 37 0.97 (0.57, 1.64) 90
Asian 6 1,824/1,766 1.54 (0.93, 2.56) .10 1.35(0.73, 2.51) 34
HWE yes 1 2,741/3,551 1.23 (0.87, 1.73) .23 1.21 (0.83, 1.76) 32

M, mutant allele; m, wild-type allele; OR, odds ratio; Cl, confidence interval.
MM:multiple myeloma, HL: Hodgkin's lymphoma, NHL: non-Hodgkin's lymphoma.
HWE: Hardy-Weinberg equilibrium.
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Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events  Total Events Total Weight M-H, 95% CI M-H, 95% ClI

Abazis-Stamboulieh 2007 65 148 102 320 6.1% 1.67[1.12,2.50] -

Alves 2021 193 316 219 384 8.0% 1.18[0.87,1.60] Ui

Ennas 2008 12 80 73 224 31% 0.37[0.18,0.72] S—

Hoeft 2008 () 691 1080 06 1316 11.0% 0.80[0.68,0.99] ™=

Hoeft 2008 (Il 139 210 a06 1316 7.8% 0.89[0.65,1.21] =r

Sarani 2021 131 302 122 330 76% 1.31[0.95,1.80] =

Wang 2017 386 766 31 810 10.0% 1.03[0.83,1.27] +

Yin 2016 212 320 104 192 6.7% 1.66[1.15,2.40] =

Zhang 2017 272 534 340 688 9.7% 1.06[0.85,1.33] E

Zhao 2017 412 780 389 770 103% 1.10(0.90,1.34] ™

Zhao 2018 368 710 355 700 101% 1.05[0.85,1.29] T

Zhou 2020 277 538 294 582 9.5% 1.04[0.82,1.31] T

Total (95% CI) 5784 7432 100.0% 1.06 [0.93, 1.22] 1’

Total events 3168 H21

Heterogeneity: Tau®= 0.04; Chi*= 33.70, df= 11 (P = 0.0004), F= 67% ’u o1 0-‘1 150 mu‘

Test for overall effect: Z= 0.89 (P = 0.37) More in control More in case

b Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events  Total Events Total Weight M-H, 95% CI M-H, 95% CI

Ahazis-Stamboulieh 2007 a3 148 218 320 B1% 0.60[0.40,0.89] =

Alves 2021 123 3186 165 384  8.0% 0.85[0.62,1.15] =r

Ennas 2008 68 80 151 224 31% 2.74[1.40,5.38] —_—

Hoeft 2008 () 389 1080 410 1316 11.0% 1.24[1.05,1.49] =

Hoeft 2008 (Il 71 210 410 1316 7.8% 1.13[0.83,1.54] 1T

Sarani 2021 171 302 208 330 76% 0.77 [0.56, 1.05) -

Wang 2017 370 766 299 610 100% 097 [0.78,1.20] -

Yin 2016 108 320 88 192 B.7% 0.60[0.42,087] —

Zhang 2017 262 534 348 638 9.7% 0.94[0.75,1.18] e

Zhao 2017 368 780 381 770 10.3% 0.91[0.75,1.11] -t

Zhao 2018 342 710 345 700 101% 0.86[0.78,1.18] =

Zhou 2020 261 538 288 582 9.5% 0.96 [0.76,1.22] E

Total (95% CI) 5784 7432 100.0% 0.94 [0.82, 1.08] 4

Total events 2616 3311

Heterogeneity: Tau®= 0.04; Chi*= 33.70, df= 11 (P = 0.0004); F= 67% '0 01 0’1 1?0 100‘

Test for overall effect: Z= 0.89 (P = 0.37) More in control More in case
Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events  Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI

Abazis-Stamboulieh 2007 9 27 18 a4 5.4% 2.11[0.82,5.46] &

Alves 2021 48 61 62 97 7.2% 2.08[0.99, 4.37]

Ennas 2008 1 30 13 65  1.6% 0.14[0.02,1.11] [

Hoeft 2008 () 222 203 301 354 11.0% 0.55 [0.37, 0.83] =

Hoeft 2008 (Il 50 66 301 354 8.2% 0.55[0.28,1.04] =3

Sarani 2021 26 72 10 63 6.4% 3.00[1.31,6.87] -

Wang 2017 106 197 82 158 10.7% 1.06 [0.70, 1.61] o

Yin 2016 78 104 26 44 71% 2.08[0.98, 4.39] =

Zhang 2017 69 133 87 178 103% 113[0.72,1.77] -

Zhao 2017 117 212 100 196 11.1% 1.18[0.80,1.75] 1

Zhao 2018 103 193 92 179 108% 1.08[0.72,1.63] ==

Zhou 2020 70 132 76 149 101% 1.08[0.68,1.73] =

Total (95% CI) 1520 1931 100.0% 1.13[0.85, 1.50] L 4

Total events 898 1168

Heterogeneity. Tau®= 0.15; Chi*= 33.06, df= 11 (P = 0.0005); F= 67% bor o T 700

Test for overall effect: Z= 0.84 (P = 0.40) More in control More in case
Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events  Total Events Total Weight M-H, 95% CI M-H, 95% CI

Abazis-Stamboulieh 2007 18 27 76 94 5.4% 0.47[0.18,1.23] i

Alves 2021 13 61 35 a7 7.2% 0.48[0.23,1.01] T

Ennas 2008 29 30 52 65 16% 7.25(0.90, 58.27) T

Hoeft 2008 () il 283 53 354 11.0% 1.8201.22,270] i

Hoeft 2008 (I 16 66 53 354 8.2% 1.82[0.96,3.43] =

Sarani 2021 46 72 53 63 6.4% 0.33[0.15,0.77] s

Wang 2017 92 1987 76 158 107% 085[0.62,1.44] =

Yin 2016 26 104 18 44 7A% 0.48[0.23,1.07] —

Zhang 2017 64 133 a1 178 10.3% 0.89[0.57, 1.39] —r

Zhao 2017 95 212 96 196 11.1% 0.85[0.57,1.29] -

Zhao 2018 90 183 87 179 108% 0.92[0.61,1.39] =

Zhou 2020 62 132 73 149 101% 0.92[0.58,1.47) S

Total (95% CI) 1520 1931 100.0% 0.89 [0.67, 1.18] &

Total events 622 763

Heterogeneity: Tau®= 0.15; Chi*= 33.06, df= 11 (P = 0.0005); F= 67% t

+ +
Testfor overall effect: Z= 0.84 (P =0.40) 0.1 Mg}l in control More in ca“sg 100

Figure 2. Forest plots for comparison of the (a) mutant allele versus wild-type allele, (b) wild-type allele versus mutant allele, (c) homozygous mutant versus
homozygous mutant, and (d) homozygous wild-type versus homozygous mutant in IL718-511 C>T (rs16944) polymorphism and hematologic malignancies.



model for OR calculation because of the increased heteroge-
neity value (I* = 59%, p=.00).

Publication bias and sensitivity analysis

The results of the evaluation of publication bias showed the
absence of apparent asymmetry in the funnel plot graphics for
the comparisons of the overall evaluation (Figure S1). These
data were supported by the non-significant values from the
Begg test and Egger’s linear regression tests, as shown in Table
S1. Sensitivity analysis also demonstrated that no single study
affected the pooled OR values in the validation of our results.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first meta-analysis to
comprehensively evaluate the association between IL1B-511
C>T polymorphism and the risk of hematological malignancies.
Single-nucleotide variants (SNVs) is a term that describes
a nucleotide variation in the DNA sequence, and is intrinsically
associated with drug resistance, disease susceptibility, and ethnic
differences.” Published data regarding the biological functions
of ILIB polymorphisms have shown that the ILIB-511 C>T
polymorphism strongly influences transcriptional activity only
in the context of other ILIB promoter polymorphisms, such as
IL-1B -31 C>T." Moreover, a C to T single base polymorphism
in the promoter of IL1B gene C(-511)—T) has been reported to
affect TL-1 and TL-1Ra levels.”®

Few studies have demonstrated the role of the IL1B —511
C>T polymorphism in patients with hematologic malignan-
cies. Hence, owing to the inconsistency in results and the
limited number of studies available, we performed this meta-
analysis. The results of the overall and stratified studies showed
that there were no statistically significant associations between
IL1B-511 C>T and the risk of hematologic malignancies. In
addition, owing to the limited number of studies on mixed and
Caucasian ethnicities (n = 1), we could not perform a stratified
analysis. Despite this, the use of the suggested guidelines for
the evaluation of these studies demonstrated the acceptable
quality of studies in this meta-analysis (Table 1 and Table S1),
which demonstrated the accurate methodological aspects of
the studies.

Although our data showed non-significant associations for
allelic or genotypic evaluations, in previous reports, the stu-
died alleles and genotypes for the -511 C>T polymorphism in
IL1B have been associated with the risk of some hematologic
malignancies and clinical implications. The T allele is asso-
ciated with an increased risk of MM." In acute leukemia, the
CT and TT genotypes are associated with the risk of pediatric
ALL,? and CT has been associated with a favorable-risk cyto-
genetic group in AML.** In chronic leukemia, the T allele has
been associated with a lower risk of CLL*' and CT with an
early molecular response at 6 months for BCR:ABL in CML.*®
Patients with the ILIB-511 C>T polymorphism had a higher
score on the International Prognostic Scoring System (IPSS),
which might serve as a novel biomarker and potential target
for MDS.” Enhanced IL-1p signaling is a common event in
patients with hematological malignancies,'® and knowledge of
their genetics and molecular mechanisms will allow us to
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determine the true potential of IL-1p targeting as a therapy
for hematological malignancies and their related
complications.

Ethnicity directly influences the incidence of hematologic
malignancies in a given population.’’ According to previous
studies, American descendants are more susceptible to devel-
oping Hodgkin and non-Hodgkin lymphoma, multiple mye-
loma, acute myeloid, and lymphoblastic leukemia,** while
people of South Asian and African descent have the lowest
risk> It is important to note that in our study, Brazilians
were exclusively composed of a mixed population, which is
characterized by a high degree of admixture from Amerindian,
African, and European ancestors.”* In the literature, children
of admixture ethnicity had a high risk of developing ALL due
to the Amerindian genetic background.*® This corroborates
the study by Alves et al. (2021), which described the IL1B-511
C>T polymorphism as a risk factor for ALL in children from
the Amazon region,”® which is a region where Amerindian
ancestry is predominantly found.*®

Although our meta-analysis is the first to approach the
association between this polymorphism and hematological
malignancies and, as such, brought robust and accurate
results with the absence of publication bias, this study has
some important limitations that should be cited and dis-
cussed: (i) the limited number of studies may explain the
non-significant associations observed so far; therefore,
a larger sample size is necessary to validate the results,
since in a stratified analysis, the number of each subgroup
seems to be lower; ii) besides, we were unable to include
a global representative population since the frequency of
ILIB-511 C>T polymorphism is influenced by population
analyzed which in our study was Asian population was pre-
dominant, iii) hematologic malignancies are multifactorial
diseases caused by the interaction of several factors such as
age, sex, infections, exposure to radioactive and/or chemical
agents, and ethnicity. Hence, a completed stratified analysis
could provide a better understanding of the influence of the
ILB -511 C>T polymorphism and its development; however,
it was not possible to perform this due to the limited avail-
able data in the studies. (iv) More specific analyses might be
conducted if individual data were available, such an analysis
would have allowed us to adjust for other covariates, such as
age, family history, and environmental factors and v) Finally,
and our data are accurate and demonstrate non-significant
associations. Further studies with larger sample sizes are
required to investigate the association between the ILI1B-
511 C>T polymorphism and hematologic malignancies.

In conclusion, the overall and stratified analyses of this
meta-analysis, composed of 12 case-control studies with
2,892 patients and 3,716 cancer-free controls, did not find
any evidence of an association between the ILIB-511 C>T
polymorphism and the risk of hematologic malignancies.

Materials and methods
Literature search strategy

This meta-analysis followed the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses) statement.’”
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Electronic databases (PubMed, Web of Science, and Google
Scholar) were comprehensively searched using the following
combined keywords or medical subject headings (MeSH):
“polymorphism,” “rs16944,” “inflammasome” and “cancer.”
There were no language restrictions in the search strategy,
and all studies published before November 30, 2022, were
considered. We screened the abstracts of the studies found as
well as their references to identify potential additional studies.

Inclusion and exclusion criteria

In this meta-analysis, studies were included according to the
following criteria: (1) studies evaluating the association
between the ILIB-511 C>T (rs16944) polymorphism and the
risk of some hematologic malignancy; (2) case-control studies;
and (3) studies with sufficient genotype data in cases and
controls to calculate the odds ratio (OR) with 95% confidence
intervals (95% CIs). The main reasons for exclusion of studies
were as follows: (1) no genotype frequency data and (2) dupli-
cation of an earlier publication.

Data extraction

Two researchers (Fabiola Silva Alves Hanna [FSAH] and
Felipe Rodolfo Pereira Silva [FRPS]) independently reviewed
all the studies and extracted the data using a standardized
form. Disagreements were resolved by discussion with the
coauthors. The following information was extracted: the first
author’s surname, year of publication, disease type, ethnicity,
country of origin, study design, age, subject type, number of
cases and controls in the sample, and whether the allelic and
genotypic frequencies were in Hardy — Weinberg equili-
brium (HWE).

Quality score assessment

Two reviewers independently assessed the quality of studies
(FSAH and FRPS) according to the scale for quality assessment
described by Tian et al. (2016).*® The quality scale was based
on the methodological aspects of the included studies, such as
the source of cases, source of controls, specimens collected,
HWE in controls, and total sample size. These scores were
selected on both traditional epidemiological considerations
and cancer genetic issues. The scores ranged from 0 to 15,
and quality was measured by the variation from low (worst) to
high (best) scores (Table S1).

Statistical analysis

The statistical program Review Manager version 5.3 (RevMan,
Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2012)
was used for the systematic reviews and meta-analyses.
Publication bias was evaluated using Comprehensive Meta-
analysis statistical software version 3.3.070 (2014).

The presence or absence of true heterogeneity (I*) was
calculated using Cochran’s X2 test or chi-squared Q-based
statistical test. I was also analyzed for heterogeneity by
visualizing the funnel plot graph. When the observed value
of I presented not statistically significant and was defined as
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mild or moderate (I> <50%, p>.05), the authors used the
fixed-effects model for the pooled odds ratio (OR) calcula-
tion. When I* presented a statistically significant value and
was defined as elevated (1> >50%, p <.05), the random-
effects statistical model was used for OR calculations.
Statistical significance was set at p<.05. To quantify the
exact influence of genetic variation on the risk of disease
development, six genetic models were measured using “M”
as the mutant allele and “M” allele as the wild-type allele.
Therefore, the calculations were composed of allelic com-
parisons: (I) M versus m, (II) m versus M; genotypic com-
parisons: (III) MM versus mm, (IV) mm versus MM, and
combinations of genotypic variations: (V) MM versus mm +
Mm, and (VI) Mm versus MM +mm. In addition,
a sensitivity analysis was performed by omitting one study
at the time of the pooled OR calculation for the mutant
allele in order to detect any type of single interference.
A sensitivity analysis was performed by omitting one
included study at a time to verify any possible significant
changes in the OR value. To assess publication bias, the
Begg’s test and Egger’s linear regression test were used to
estimate potential publication bias (p<.05). In this meta-
analysis, asymmetry of the funnel plot for publication bias
was also considered to validate the results of Begg’s test and
Egger’s test. All the included studies had dichotomous data
expressed as OR with 95% confidence intervals (CI) to verify
the possible association between the aforementioned genetic
variations and hematologic malignancies.
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The immune system plays an important role in the control of cancer development. To investigate

the possible association of inflammasome genes to childhood leukemia we performed a case-

control study with 158 patients with acute lymphoblastic leukemia and 192 healthy individuals. The
IL1B and /L18 genetic polymorphisms were genotyped by Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) and NLRP1, NLRP3 and P2RX7 were genotyped using
Real Time quantitative PCR (QPCR). The IL1B C/T rs19644 genotype was associated with the risk of
developing ALL (C/C vs. C/T+T/T OR: 2.48 [95% Cl: 1.26-4.88, p=0.006]; C/C vs C/T OR: 2.74 [95%Cl:
1.37-5.51, p=0.003]) and the NLRP1 A/T rs12150220 (OR: 0.37 [95% CI: 0.16-0.87, p=0.023]) was
associated with protection against infectious comorbidities. It was not found association between
NLRP3 and P2RX7 polymorphisms and acute lymphoblastic leukemia in our study. Our results suggest
that the inflammasome single-variant polymorphisms (SNVs) may play a role in the development and
prognostic of childhood leukemia. However, this finds requires further study within a larger population
in order to prove it.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a hematopoietic neoplasm characterized by the exacerbated proliferation
of blasts in bone marrow and affects mainly children aged 2 to 15 years old. In Brazil, according to the National
Cancer Institute (INCA), it is estimated that for each year of the 2020-2022 triennium, there will be 5920 new
cases of leukemia (Acute and chronic) in men and 4860 in women in Brazil, which corresponds to an estimated
risk of 5.67 new cases per 100 thousand men and 4.56 for each 100 thousand women'-%,

Due to its unknown etiology, studies associate the manifestation of ALL with the interaction of genetic and
environmental factors, however, less than 10% of cases are attributed to heredit\,'i !, New evidence indicates that
inflammation plays an important role in all stages of cancer development. Since inflammation promotes the
accumulation of genetic alterations that can inhibit the cell death control pathways of hematopoietic progeni-
tor stem cells (HSPCs) and contribute to the generation of pre-leukemic clones. Mel Greaves observed that a
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Inflammation is a physiological mechanism of the immune response and has an important role in maintaining the hematopoietic
cell niche in the bone marrow. During this process, the participation of molecules produced by innate immunity cells in response to
a variety of pathogen-associated molecular patterns and damage-associated molecular patterns is observed. However, chronic
inflammation is intrinsically associated with leukemogenesis, as it induces DNA damage in hematopoietic stem cells and con-
tributes to the creation of the preleukemic clone. Several factors influence the malignant transformation within the hematopoietic
microenvironment, with inflammasomes having a crucial role in this process, in addition to acting in the regulation of hemato-
poiesis and its homeostasis. Inflammasomes are intracellular multimeric complexes responsible for the maturation and secretion of
the proinflammatory cytokines interleukin-1/ and interleukin-18 and the cell death process via pyroptosis. Therefore, dysregula-
tion of the activation of these complexes may be a factor in triggering several diseases, including leukemias, and this has been the
subject of several studies in the area. In this review, we summarized the current knowledge on the relationship between inflam-
mation and leukemogenesis, in particular, the role of inflammasomes in different types of leukemias, and we describe the potential
therapeutic targets directed at inflammasomes in the leukemic context.

1. Introduction

Leukemias are a heterogeneous group of neoplasms with a
broad clinical spectrum that is characterized by the impairment
of a hematopoietic stem cell (HSC) and the blockage of differ-
entiation at various stages of the maturation process, which
are divided into acute myeloblastic leukemia (AML),
chronic myeloblastic leukemia (CML), acute lymphoblastic

leukemia (ALL), and chronic lymphoblastic leukemia (CLL)
[1]. The incidence rates for leukemias differ between sub-
groups. In chronic leukemias, there is a trend toward an
increase in cases in adults; however, in ALL, pediatric patients
are predominant (<15 years old), with a possible appearance
after 50 years of age. On the other hand, the other subtypes
(CLL, CML, and AML) occur more frequently in adults over
65 years of age [2].
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ABSTRACT

The relationship between the /L 1B8-511C>T (rs16944) polymorphism and the risk of developing hematologic
malignancies remains controversial. Thus, we performed a meta-analysis to evaluate the association
between IL1B-511C>T polymorphism and the risk of developing hematologic malignancies.
A comprehensive search was conducted to identify all eligible studies on IL1B-511C>T polymorphism and
hematologic malignancies. Twelve case-control studies, with 2,896 cases and 3,716 controls, were selected
for the analysis. The overall data failed to indicate a significant association between IL1B-511C>T poly-
morphism and the risk of hematologic malignancies (OR:1.06, 95% Confidence Interval [Cl]: 0.93-1.22).
Moreover, non-significant associations were observed in a stratified analysis according to neoplasm type
(multiple myeloma, Hodgkin's lymphoma, and non-Hodgkin's lymphoma), ethnicity (European and Asian),
and Hardy-Weinberg equilibrium, In summary, our results suggest that there is no association between the
IL1B-511C>T polymorphism and the risk of hematologic malignancies. As such, further large-scale studies
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are needed to confirm our findings.

Introduction

Hematologic malignancies are a group of malignant diseases
that are derived from myeloid and lymphoid hematopoietic
lineages' and account for approximately 9% of all cancers. It is
also the fourth most frequently diagnosed cancer in both men
and women in developed countries.” According to the World
Health Organization (WHO), lymphoid neoplasms are
grouped into lymphatic precursor neoplasms; mature B-, T-,
and NK-cell neoplasms; and lymphomas. Myeloid neoplasms
are subdivided into multiple myeloma (MM) and myelodys-
plastic syndromes (MDS). Leukemias are classified as either
acute or chronic based on the rapidity of proliferation and as
myelocytic or lymphocytic based on the cell of origin.™*
Overall, each leukemia subtypes presents different clinical
conditions and each has a specific treatment protocol.

It is well established that chronic inflammation drives
tumor progression in multiple types of cancer.” Increased
basal inflammatory status seems to promote mutagenesis
through the induction of chronic oxidative stress and subse-
quent DNA oxidative damage, and elicits epigenetic changes
that further promote inflammation.® In addition, a common
feature of many hematologic malignancies is the overproduc-
tion of proinflammatory cytokines. Although several cytokines
are  overexpressed in  hematological malignancies,

overproduction of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), inter-
leukin 6 (IL-6), and interleukin 1 (IL-1) is most commonly
observed in patients, suggesting that these cytokines play a role
in the development and/or manifestation of hematologic
malignancies.””

Evidence supporting a pro-tumorigenic role of IL-1b in all
cancer types has been described recently.'® IL-1p plays
a pleiotropic role in cancer by modulating gene expression
and cytokine production and regulating cellular adhesion
and migration, angiogenesis, cancer cell proliferation, and
metastasis.'” While acute TL-1p exposure contributes to hema-
topoietic stem cell (HSC) regeneration after myeloablation and
transplantation,'! chronic exposure after infection or injury
promotes uncontrolled HSC division and eventual exhaustion
of the HSC pool.""z

IL-1p is a key mediator of carcinogenesis via the promotion
of chronic inflammation, and genetic variations with gain
function in this gene have been extensively studied in recent
years with regards to cancer.”” The Interleukin 1 Beta (ILIB)
gene is highly polymorphic, and base transitions between
C and T at positions -511 (C>T; dbSNP: rs16944) have been
associated with increased IL-1p secretion.''” Numerous epi-
demiological studies have investigated the association between
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Recently, many discoveries have elucidated the cellular and molecular diversity in the
leukemic microenvironment and improved our knowledge regarding their complex nature.
This has allowed the development of new therapeutic strategies against leukemia.
Advances in biotechnology and the current understanding of T cell-engineering have
led to new approaches in this fight, thus improving cell-mediated immune response
against cancer. However, most of the investigations focus only on conventional cytotoxic
cells, while ignoring the potential of unconventional T cells that until now have been little
studied. v8 T cells are a unigue lymphocyte subpopulation that has an extensive repertoire
of tumor sensing and may have new immunotherapeutic applications in a wide range of
tumors. The ability to respond regardless of human leukocyte antigen (HLA) expression,
the secretion of antitumor mediators and high functional plasticity are hallmarks of ¥6 T
cells, and are ones that make them a promising alternative in the field of cell therapy.
Despite this situation, in particular cases, the leukemic microenvironment can adopt
strategies to circumvent the antitumor response of these lymphocytes, causing their
exhaustion or polarization to a tumor-promoting phenotype. Intervening in this crosstalk
can improve their capabilities and clinical applications and can make them key
components in new therapeutic antileukemic approaches. In this review, we highlight
several characteristics of y8 T cells and their interactions in leukemia. Furthermore, we
explore strategies for maximizing their antitumor functions, aiming to illustrate the findings
destined for a better mobilization of ¥8 T cells against the tumor. Finally, we outline our
perspectives on their therapeutic applicability and indicate outstanding issues for future
basic and clinical leukemia research, in the hope of contributing to the advancement of
studies on 3 T cells in cancer immunotherapy.

Keywords: gamma-delta T cells, leukemic microenvironment, off-the-shelf cell therapy, clinical trials,
cell transplantation
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Recently, cell-mediated immune response in malignant neoplasms has become the focus in immunotherapy against cancer.
However, in leukemia, most studies on the cytotoxic potential of T cells have concentrated only on T cells that recognize peptide
antigens (Ag) presented by polymorphic molecules of the major histocompatibility complex (MHC). This ignores the great
potential of unconventional T cell populations, which include gamma-delta T cells (y8), natural killer T cells (NKT), and
mucosal-associated invariant T cells (MAIT). Collectively, these T cell populations can recognize lipid antigens, specially
modified peptides and small molecule metabolites, in addition to having several other advantages, which can provide more
effective applications in cancer immunotherapy. In recent years, these cell populations have been associated with a repertoire of
anti- or protumor responses and play important roles in the dynamics of solid tumors and hematological malignancies, thus,
encouraging the development of new investigations in the area. This review focuses on the current knowledge regarding the role
of unconventional T cell populations in the antitumor immune response in leukemia and discusses why further studies on the
immunotherapeutic potential of these cells are needed.

1. Introduction

Leukemia comprises a heterogeneous group of hematological
neoplasms, which can be classified into lymphoblastic or
myeloid leukemias and divided into acute and chronic types,
depending on the affected cell type, maturation stage, and
blast count, respectively [1]. While acute leukemias are char-
acterized by a deep block in hematopoietic differentiation
and result in an overproduction of immature blasts, chronic

leukemias are characterized by the excessive production of
partially mature differentiated cells, for example, lympho-
cytes in chronic lymphocytic leukemia (CLL) and granulo-
cytes in chronic myeloid leukemia (CML) [2, 3]. The
hallmark of these neoplasms is the increase in leukemic cells
(LCs) in the bone marrow (BM) and their release in the
peripheral blood (PB) and in extramedullary sites [1].

The immunological mechanisms in patients with leuke-
mia are not very well known. However, with the increasing
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In the hematopoietic microenvironment, leukemic cells secrete factors that imbalanced chemokine and cytokine production.
However, the network of soluble immunological molecules in the bone marrow microenvironment of acute lymphoblastic
leukemia (ALL) remains underexplored. Herein, we evaluated the levels of the immunological molecules (CXCL8, CCL2, CXCLY,
CCL5,CXCL10, IL-6, TNF, IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-10, and IL-2) in the bone marrow plasma of 47 recently diagnosed B-cell acute
lymphoblastic leukemia (B-ALL) patients during induction therapy using cytometric beads arrays. The results demonstrated that
B-ALL patients showed high levels of CXCL9, CXCLI10, IL-6, and IL-10 at the time of diagnosis, while at the end of induction
therapy, a decrease in the levels of these immunological molecules and an increase in CCLS5, IFN-y, and IL-17A levels were
observed, These findings indicate that B-ALL patients have an imbalance in chemokines and cytokines in the bone marrow
microenvironment that contributes to suppressing the immune response. This immune imbalance may be associated with the
presence of leukemic cells since, at the end of the induction therapy, with the elimination and reduction to residual cells, the
proinflammatory profile is reestablished, characterized by an increase in the cytokines of the Thl and Th17 profiles.
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Different factors are used as predictors of unfavorable clinical outcames in B-Cell Acute
Lymphoblastic Leukemia (B-ALL) patients. However, new prognostic markers are needed
in order to allow treatment to be more accurate, providing better results and an improved
quality of life. In the present study, we have characterized the profile of bone marrow
soluble mediators as possible biomarkers for risk group stratification and minimal residual
disease (MRD) detection during induction therapy. The study featured 47 newly-
diagnosed B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) patients that were categorized
into subgroups during induction therapy according to risk stratification at day 15 [Low
Risk (LR), Low Risk increasing to High Risk (LR—HR) and High Risk (HR)] and the MRD
detection on day 35 (MRD"' and MRD"). Soluble immunological mediators (CXCLS,
CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-1B, IL-6, TNF, IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-5, IL-10 and IL-2)
were quantified by cytometric bead array and ELISA. Our findings demonstrated that
increased levels of CCL5, IFN-yand IL-2 at baseline appeared as putative candidates of
good prognosis in LR and MRD" subgroups, while CCL2 was identified as a consistent
late biomarker associated with poor prognosis, which was observed on D35 in HR and
MRD™ subgroups. Furthermore, apparently controversial data regarding IL-17A and TNF
did not allow the definition of these molecules as either positive or negative biomarkers.
These results contribute to the search for novel prognostic indicators, and indicate the
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The leukemic microenvironment has a high diversity of immune cells that are
phenotypically and functionally distinct. However, our understanding of the
biology, immunology, and clinical implications underlying these cells remains
poorly investigated. Among the resident immune cells that can infiltrate the
leukemic microenvironment are myeloid cells, which correspond to a
heterogeneous cell group of the innate immune system. They encompass
populations of neutrophils, macrophages, and myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs). These cells can be abundant in different tissues and, in the
leukemic microenvironment, are associated with the clinical outcome of the
patient, acting dichotomously to contribute to leukemic progression or
stimulate antitumor immune responses. In this review, we detail the current
evidence and the many mechanisms that indicate that the activation of
different myeloid cell populations may contribute to immunosuppression,
survival, or metastatic dissemination, as well as in immunosurveillance and
stimulation of specific cytotoxic responses. Furthermore, we broadly discuss
the interactions of tumor-associated neutrophils and macrophages (TANs and
TAMs, respectively) and MDSCs in the leukemic microenvironment. Finally, we
provide new perspectives on the potential of myeloid cell subpopulations as
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RESUMO

Os Transplantes de Medula Ossea (TMO) sdo indicados para
pacientes com doengas que acometem as células sanguineas,
como leucemias ¢ linfomas, ¢ seu sucesso estd associado a
fatores biologicos, ambientais, psicossocials, econdomicos,
entre outros. Objetivos: Determinar o perfil clinico e
epidemioldgico dos pacientes encaminhados para TMO fora do
estado do Amazonas, bem como a identificacio de possiveis
preditores de Obito nessa populagiio. Material e métodos: Um
estudo Jongitudinal retrospectivo foi realizado a partir de 163
pacientes transplantados de medula o6ssea da Fundagio
HEMOAM entre 2000 ¢ 2017. Resultados: A faixa etana de 21
a 30 anos (22,08%) foi predominante, bem como pacientes do
sexo masculino (61,34%), pardos (43,55%) e solteiros
(62,50%). Aplasia medular (25.31%) foi a doenca mais
frequente associada ao obito (OR: 3.76, IC 95%: 1,32-10,67, p
< 0,01). Além disso, os pacientes que realizaram TMO entre
2001-2006 (OR: 2,52, IC 95%: 1,11-5,70, p <0,02) ¢ 2007-
2012 (OR: 3,66, 1C 95%: 1,61-8,29, p <0.,00) foram associados
a maior risco de morte do que aqueles que realizaram TMO
entre 2013-2017. Conclusdo: Este ¢ o primeiro estudo a
descrever o perfil epidemiologico e climco de pacientes
submetidos a transplante de medula 0ssea no Amazonas. Logo,
serve de apolo as politicas publicas do govemo estadual e
federal, que visam o desenvolvimento de um centro de
transplantes na regido.

Palavras-chave: Transplante de medula ossea; causa de morte;
doengas hematologicas.

Abstract

Introduction: Bone Marrow Transplants (BMI) are indicated
Sor patients with diseases that affect blood cells, such as
Teukemia and lymphoma, and their success is associated with
biological, environmental, psyvchosocial, economic factors,
among others. Objectives: To determine the clinical and
epidemiological profile of patients referred for BMT outside
the state of Amazonas, as well as 1o identify possible predictors
of death in this population. Material and methods: A
retrospective longitudinal study was carvied out with 163 bone
marrow transplant patients from the HEMOAM Foundartion
between 2000 and 2017. Results: The age group of 21 to 30
vears (22.08%) was predominant, as well as patients from the
male (61.34%), brown (43.55%) and single (62.50%).
Medullary aplasia (25.31%) was the most frequent disease
associated with death (OR: 3.76, 95% CI: 1.32-10.67, p <
0.01). In addition, patients who underwent BMT between
2001-2006 (OR: 2,52, 95% CI: 1.11-3.70, p < 0.02) and 2007-
2012 (OR: 3.66, CI 95 %: 1.61-8.29, p < (.00) were associated
with a higher risk of death than those who underwent BMT
between 2013-2017. Conclusion: This is the first study to
describe the epidemiological and clinical profile of patients
undergoing bone marrow ftransplantation in the Amazon.
Therefore, it supports public policies of the state and federal
government, which aim to develop a transplant center in the
region.

Keywords: Bone marrow fransplant; cause of death;
hematological diseases.
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Association of Toll-like receptors
polymorphisms with the risk

of acute lymphoblastic leukemia
in the Brazilian Amazon

Lilyane Amorim Xabregas™?, Fabiola Silva Alves Hanna™*?, Fabio Magalhdes-Gama™*,
Glaucia Lima Souza'?, Daniele Sa Pereiral?, Amanda Barros de Lima®?, Diana Mota Toro?,
Mirian Rodrigues Ribeiro Santiago'?, Leny Nascimento da Motta Passos™?,
Andréa Monteiro Tarrago™**, Adriana Malheiro™?** & Allyson Guimaréaes Costa®%* %587
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common hematologic malignancy in children in
childhoed. Single-nucleotide polymerphism (SNPs) in key molecules of the immune system, such

as Toll-like receptors (TLRs) and CD14 molecules, are associated with the development of several
diseases. However, their role in ALL is unknown. A case-control study was performed with 152 ALL
patients and 187 healthy individuals to investigate the role of SNPs in TLRs and the CD14 gene in ALL.
In this study, TLR6 C> T rs5743810 [OR: 3.20, 95%Cl: 1.11-9.17, p=0.003) and TLRIC>T rs187084
(OR:2.29, 95% Cl: 1.23-4.26, p=0.000) seems to be arisk for development of ALL. In addition, the
TLR1T>G rs5743618 and TLR6 C> T rs5743810 polymorphisms with protection against death (OR:
0.17, 95% IC: 0.04-0.79, p=0.008; OR: 0.48, 95% IC: 0.24-0.94, p=0.031, respectively). Our results
show that SNPs in TLRs genes may be involved in the pathogenesis of ALL and may influence clinical
prognosis; however, further studies are necessary to elucidate the role of TLR1, TLR4, TLR5,TLR6,
TLR9 and CD14 polymorphisms in this disease.

Leukemia (acute and chronic) represents the 10th most frequent cause of cancer worldwide'. In Brazil, for the
triennium 2020-2022, approximately 10,810 new cases in women and men are expected and approximately 300
new cases in North region of Brazil, where leukemia (acute and chronic) is the fifth most frequent cancer’. The
maost common type of leukemia in childhood is acute lymphablastic leukemia (ALL) with a prevalence up to
25% of cancers in children who are under the age of 15 years®.

The neoplastic process results from genetic errors that contribute to blocking cell maturation and accumula-
tion of leukemic clones (blasts) in the bone marrow microenvironment. Its etiology is still unknown; however,
some risk factors are associated, including environmental, genetic and infectious factors®®. Evidence from pre-
vious studies suggests that ALL is related to a deficit in immune system regulation in early childhood’'*. Fur-
thermore, it is suggested that polymorphisms or genetic variations in the genes of molecules that are important
in the development and progression of diseases may be important factors in the increase of intrinsic biological
differences, influencing clinically distinct results and conferring genetic susceptibility to cancer'*'".

Toll-like receptors make up the main family of pattern recognition receptors (PRRs) of the innate immune
system, and are involved in fighting pathogens and inflammation, and recognizing pathogen-associated molecu-
lar patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns (DAMPs), which thus modulates the immune
response via the activation of cells that mediate the immune response. In addition, TLRs are vital molecules
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Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common pediatric cancer in the world, and accounts for 25% of
all childhood cancers among children under 15 years of age. Longitudinal studies have shown that children with
ALL are born with a deregulated immune response that, together with postnatal environmental exposures, favor
the onset of the disease. In this context, IL-10, a key cytokine in the regulation of the immune response, presents
itself as a paradoxical mediator, initially influencing the development of ALL through the regulation of in-
s and later on the progression of malignancy, with the increase of this molecule in the

flammatory process
leukemia microenvironment. According to the literature, this eytokine plays a critical role in the natural history

of the disease and plays an important role in two different though complex scenarios. Thus, in this review, we

I mechanisms and

explore the dual role of IL-10 in ALL, and describe its biological characteri , immunolg

genetics, as well as its impact on the leukemia microenvironment and its clinical implications.

oncogenesis [4-6]. In addition, these mutations directly affect the
expression of specific genes that are associated with cell survival and the

1. Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) represents the most common
pediatric cancer in the world, though it can also affect individuals in
adulthood, with peak incidence in patients between 2 and 5 years of age
and after 50 years of age [1,2]. ALL is characterized by the abnormal
proliferation of hematopoietic lymphoid precursors, and results in the
accumulation of malignant clones in the bone marrow, with release into
peripheral blood and extramedullary tissues [3]. During the blood cell
formation process, some stimuli can promote genetic alterations, thus
deregulating the hematopoietic microenvironment and facilitating

emergence of ALL [7].

In this context, interleukin-10 (IL-10), a key cytokine in immune
regulation, has been shown to play a dual role in the development and
progression of ALL [2,9]. It was observed that the decrease in IL-10
levels in the neonatal period increases the susceptibility to the devel-
opment of ALL [8,10]. On the other hand, high levels of IL-10 were
observed at the time of diagnosis, which indicates an immunosuppres-
sive effect on the leukemia microenvironment, thereby decreasing the
specific cytotoxic response, and promoting chemoresistance and

Abbreviations: ALL, Acute lymphaoblastic leukemia; B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia; T-ALL, T-cell acute lymphoblastic leukemia; AML, Acute myeloid
leukemia; IL-10, Interleukin-10; TGF-p, Transforming growth factor beta; CTL, Cytotoxic T lymphocyte; Treg, Regulatory T-cell; NK, Natural killer; MRD,

Measurable residual disease; HSCs, Hematopoietic stem cells; IL-10R, Int
2; IL-1p, Interleukin-1 beta; [L-1a, Interleukin-1 alpha; IL-6, Interleukin-
stimulating factor; IL-35, Interleukin-35.

deukin-10 receptor; IL-10R 1, Interleukin-10 receptor 1; IL-10R2, Interleukin-10 receptor
; IL-12, Interleukin-12; IL-13, Interleukin-13; GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-

* Corresponding author at: EEM/UFAM, Rua Terezina, 495, Adriandpolis, Manaus, AM CEP 69057-070, Brazil.
E-mail addresses: allyson.gui.costa@gmail.com, allyson@ufam.edu.br (A.G. Costa).

! These authors contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/j.cyt0,2023,156371

Received 28 June 2023; Received in revised form 10 September 2023; Accepted 12 September 2023

Available online 17 September 2023
1043-4666/©) 2023 Elsevier Ltd. All rights reserved.



185

9. SILVA-JUNIOR, A.L.; OLIVEIRA, L.S.; DIAS, S.; COSTA, T.C.C;
XABREGAS, L.A.; ALVES-HANNA, F.S.; ABRAHIM, C.M.M.; NEVES,
W.L.L.; CRISPIM, M.A.E.; TORO, D.M.; SILVA-NETO, P.V.; APONTE,
D.C.M.; OLIVEIRA, T.C.; SILVA, M.C.C.; MATOS, M.M.M.; CARVALHO,
M.P.S.S.; TARRAGO, A.M.; FRAIJL, N.A.; FACCIOLI, L.H.; SORGI, C.A;
SABINO, E.C.; TEIXEIRA-CARVALHO, A.; MARTINS-FILHO, O.A,;
COSTA, A.G.; MALHEIRO, A. Immunologic mediators profile in COVID-19
convalescence. Scientific Reports 14, 20930, 2024.

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

W) Check for updates

OPEN |mmunologic mediators profile
in COVID-19 convalescence

Alexander Leonardo Silva-Junior'?, Lucas Silva Oliveira'?, Stephanny Dias*?,

Thaina Cristina Cardoso Costa?, Lilyane Amorim Xabregas?, Fabiola Silva Alves-Hanna®*,
Claudia Maria Moura Abrahim?, Walter Luiz Lima Neves?, Myuki Alfaia Esashika Crispim?,
Diana Mota Toro*, Pedro Vieira Silva-Neto*, Danielle Costa Marques Aponte®,

Tatiana Campos Oliveira®, Maria Carmo Costa Silva’, Miharu Maguinoria Matsuura Matos®,
Maria Perpétuo Socorro Sampaio Carvalho?, Andrea Monteiro Tarragd®”,

Nelson Abrahim Fraiji?, Lucia Helena Faccioli®, Carlos Artério Sorgi*®, Ester Cerdeira Sabino®,
Andrea Teixeira-Carvalho', Olindo Assis Martins-Filho?, Allyson Guimaraes Costa?**7"" &
Adriana Malheirol2%47

SARS-CoV-2 caused the pandemic situation experienced since the beginning of 2020, and many
countries faced the rapid spread and severe form of the disease. Mechanisms of interaction between
the virus and the host were observed during acute phase, but few data are available when related to
immunity dynamics in convalescents. We conducted a lengitudinal study, with 51 healthy donors and
62 COVID-19 convalescent patients, which these had a 2-month follow-up after symptoms recovery.
Venous blood sample was obtained from all participants to measure blood count, subpopulations

of monocytes, lymphocytes, natural killer cells and dendritic cells. Serum was used to measure
cytokines, chemokines, growth factors, anti-N IgG and anti-S IgG/IgM antibodies. Statistic was
performed by Kruskal-Wallis test, and linear regression with days post symptoms and antibedy titers.
All analysis had confidence interval of 95%. Less than 35% of convalescents were anti-S IgM+, while
more than 80% were IgG+ in D30. Anti-N IgG decreased along time, with loss of seroreactivity of 13%.
Eosinophil count played a distinct role on both antibodies during all study, and the convalescence was
orchestrated by higher neutrophil-to-lymphocyte ratio and IL-15, but initial stages were marked by
increase in myeloid DCs, B1 lymphocytes, inflammatory and patrolling monocytes, G-CSF and IL-2.
Later convalescence seemed to change to cytotoxicity mediated by T lymphocytes, plasmacytoid DCs,
VEGF, IL-9 and CXCL10. Anti-5 IgG antibodies showed the longest perseverance and may be a better
option for diagnosis. The inflammatory pattern is yet present on initial stage of convalescence, but
quickly shifts to a reparative dynamic. Meanwhile eosinophils seem to play a role on anti-N levels in
convalescence, although may not be the major causative agent. We must highlight the importance of
immunological markers on acute clinical outcomes, but their comprehension to potentialize adaptive
system must be explored to improve immunizations and further preventive policies.

Keywords Severe acute respiratory syndrome (SARS), Immune hallmarks, Antibody, Brazil
COVID-19 is a global viral disease caused by the Betacoronavirus known as Severe Acute Respiratory Syndrome

Coronavirus- 2 (SARS-CoV-2). It primarily affects the lungs, leading to both local and systemic complications
Among individuals with no prior immunity, or those with comorbidities associated to worse outcomes, an
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Extracellular vesicles (EVs) are heterogeneous, phospholipid membrane
enclosed particles that are secreted by healthy and cancerous cells. EVs are
present in diverse biological fluids and have been associated with the severity of
diseases, which indicates their potential as biomarkers for diagnosis, prognosis
and as therapeutic targets. This study investigated the phenotypic characteristics
of EVs derived from peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) in pediatric
patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) during different
treatment stages. PB and BM plasma were collected from 20 B-ALL patients at
three time points during induction therapy, referred to as: diagnosis baseline
(D0), day 15 of induction therapy (D15) and the end of the induction therapy
(D35). In addition, PB samples were collected from 10 healthy children at a single

Abbreviations: ADAM17, A Disintegrin and Metalloproteinase 17, AUC, area under the curve; ATG3,
Autophagy Related Protein 3; B-ALL, B cell acute lymphoblastic leukemia; BM, bone marrow; CD, cluster of

differentiation; DO, diagnosis baseling; D15, day 15 of the induction therapy; D35, end of the induction

therapy; EVs, extracellular vesicles; IQR, interquartile range; ISEV, International Society for Extracellular
Vesicles; LR, likelihood ratio; mAB, monoclonal antibody; NTA, nanoparticle tracking analysis; PB,

SEM, s

peripheral blood; ROC, receiver ope

ting characteristic; RT, room temperatur

microscopy; Se, sensitivity; Sp, specificity; TEM, transmission electron microscapy.
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