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RESUMO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) € o cancer infantil de maior incidéncia no mundo,
sendo caracterizado pela proliferacdo clonal exacerbada de linfoblastos e acimulo de clones
leucémicos na medula déssea. Sua etiologia ainda é pouco elucidada, no entanto, alguns
fatores imunogenéticos estdo associados com seu desenvolvimento, dentre estes, a producéao
deficiente de interleucina-10 (IL-10), relacionada a presenca de mutagdes genéticas. Desta
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia das variantes de nucleotideos
simples (SNVs) no gene 1L10 (rs1800871, rs1808796 e rs3021094) em pacientes pediatricos
com LLA, além de descrever a relagdo dos SNVs com manifestacdes clinicas, laboratoriais
e concentracdes séricas de IL-10. Foi realizado um estudo do tipo caso-controle com 102
pacientes com LLA e 177 individuos saudaveis. As amostras de DNA foram genotipadas por
PCR em Tempo Real (QPCR). As concentragdes de IL-10 na medula 6ssea e no sangue
periférico foram quantificadas por citometria de fluxo (CBA). Os dados clinicos e
demograficos demonstraram que o subtipo LLA B é o mais frequente entre os pacientes com
LLA e a mediana de idade foi de 7 anos. O género masculino apresentou maior frequéncia
geral para ambos 0s grupos e 52% dos pacientes com LLA apresentaram algum tipo de
comorbidade. Aproximadamente 52% dos pacientes com LLA recairam e 34% foram a 6bito
ao decorrer do tratamento. O gen6tipo IL10 G/T rs3021094 ([OR: 0,16; IC 95%: 0,07-0,37,
p=0,003]) foi associado a prote¢do contra recaida e 6bito em pacientes com LLA. Jd0s SNVs
rs1800871 e rs1800896 do gene IL10 foram associados a protecdo contra 6bito, contudo o
SNV rs1800896 demonstrou ser indicador de risco para recaida em pacientes com LLA.
Contudo, ndo foi observada associagéo entre as variantes e concentracdo da citocina IL-10.
Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que os alelos mutados G>T (rs3021094) e T>C
(rs1800896) apresentaram alta frequéncia em pacientes com LLA, 0 que sugere gque essas
variantes podem servir de marcadores de prognostico. Entretanto, estudos futuros devem ser

realizados para melhor elucidar o papel desses SNVs na LLA.

Palavras-chave: Leucemia; polimorfismos; SNV; IL-10, prognéstico.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer in the world,
characterized by exacerbated clonal proliferation of lymphoblasts and accumulation of
leukemic clones in the bone marrow. Its etiology is still poorly understood, however, some
immunogenetic factors are associated with its development, including the deficient
production of interleukin-10 (IL-10) related to the presence of genetic mutations. Therefore,
the objective of the present study was to evaluate the influence of single nucleotide variants
(SNVs) in the 1L10 gene (rs1800871, rs1808796 and rs3021094) in pediatric patients with
ALL, in addition to describing the relationship of SNVs with clinical and laboratory
manifestations and serum concentrations. of IL-10. A case-control study was carried out with
102 patients with ALL and 177 healthy individuals. The DNA samples were genotyped by
Real-Time PCR (gPCR). IL-10 concentrations in bone marrow and peripheral blood were
quantified by flow cytometry (CBA). Clinical and demographic data demonstrated that the
ALL B subtype is the most common among patients with ALL and the median age was 7
years. Males had a higher overall frequency for both groups and 52% of patients with ALL
had some type of comorbidity. Approximately 52% of patients with ALL relapsed and 34%
died during treatment. The IL10 G/T rs3021094 genotype ([OR: 0.16; 95% CI: 0.07-0.37,
p= 0.003]) was associated with protection against relapse and death in patients with ALL.
The SNVs rs1800871 and rs1800896 of the 1L10 gene were also associated with protection
against death, however the SNV rs1800896 was shown to be an indicator of risk for relapse
in patients with ALL. However, no association was observed between the variants and
concentration of the cytokine IL-10. In conclusion, our study demonstrated that the mutated
alleles G>T (rs3021094) and T>C (rs1800896) were highly frequent in patients with ALL,
which suggests that these variants may serve as prognostic markers. However, future studies

must be carried out to better elucidate the role of these SNVs in ALL.

Keywords: Leukemia; polymorphisms; SNV; IL-10, prognosis.
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INTRODUCAO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma doenga heterogénea, caracterizada
pela proliferacdo exacerbada de globulos brancos na medula 6ssea, e pode acometer o
sangue periférico (1). A LLA é a neoplasia hematopoiética que mais acomete criancas e
adolescentes, correspondendo a 75% dos casos e alcan¢ando a 102 posigéo entre os tipos
de cancer de maior incidéncia no mundo (2). Sua etiologia ainda ndo esta bem elucidada,
todavia, fatores como a exposicao a radiacdes ionizantes, sindromes congénitas (sindrome
de Down, neurofibromatose e anemia de Fanconi), em conjunto explicam menos de 10%
dos casos (3). Entre outros fatores que podem contribuir para o desenvolvimento e
progressao da doenca estdo estilo de vida e histérico familiar (4).

Devido a producdo aumentada de progenitores linfoides disfuncionais, a producao
das outras linhagens celulares é comprometida levando aos sinais clinicos iniciais mais
comuns como anemia, neutropenia e trombocitopenia, caracterizando a triade leucémica
(5). O diagndstico da LLA é fundamental para a classificacdo da doenca e é essencial para
as decisdes terapéuticas (6). A idade ao diagnostico € um fator importante para a resposta
ao tratamento e melhor sobrevida (7). Dentre os principais exames utilizados para o
diagnostico de LLA estdo o mielograma e a imunofenotipagem por citometria de fluxo.
O hemograma também pode ser utilizado como um exame primario ou complementar.
Além disso, exames citogenéticos tém contribuido de maneira significativa para a

compreensdo da biologia molecular da LLA (8).

Os esquemas terapéuticos diferem de acordo com o perfil do paciente e
estratificacdo do grupo de risco. A principal fase do tratamento da LLA é denominada
inducdo a remissdo e consiste na obtencao do estado de remissdo completa do paciente,
com os valores de blastos <5% e com >25% de células normais na medula dssea (9).
Contudo, 1/5 dos pacientes que alcangam a remissdo recaem devido a presenca de células
residuais ndo detectadas por exames convencionais, sendo necessario 0 monitoramento
de doenga residual mensurdvel (DRM) para a avaliacdo do prognostico. Além disso,
diversos estudos utilizam a DRM para determinar a melhor abordagem terapéutica pos-
inducéo (10).

Os mecanismos imunologicos envolvidos no surgimento e progressao da doenca
em pacientes com LLA ainda estdo sendo investigados, contudo um desequilibrio

imunoldgico esta associado ao desenvolvimento da neoplasia. Estudos apontam para uma
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relacdo entre a resposta imune frente a infeccGes e o desenvolvimento da LLA. Dentre as
hipoteses, destaca-se a de Mel Greaves, que sugere um modelo baseado no tempo de
exposicao e na estimulacdo dos mecanismos imunoldgicos da crianca, onde, uma mutacao
genética produzida no Utero, originaria um clone pré-leucémico e a partir da baixa
estimulacao do sistema imunoldgico ao nascer frente a infec¢fes seguida de uma segunda
infeccdo tardia, culminaria em um estado de estresse nesse sistema imune despreparado,

e assim aumentando as chances de desenvolvimento do processo neoplésico (2,11,12).

Dentre as citocinas imunossupressoras, a mais importante na regulacdo e
modulacéo de respostas imunoldgicas € a IL-10, citocina chave do perfil gerado pelo
s Linfocitos T regulatérios (Tregs), que possuem funcBes imunoestimulantes e
imunossupressoras capazes de inibir a acdo dos linfdcitos, evitando respostas hiperativas
em infeccBes patogénicas (13). ConcentracOes séricas elevadas de IL-10 foram relatados
em muitas doencas malignas e a sua influéncia na patogénese da LLA tem sido alvo de
diversas pesquisas, visto que pesquisas recentes sugerem que Single-Nucleotide Variant
(SNVs) na regido promotora do gene 1L10 podem estar associados com a suscetibilidade
a leucemia (14). Assim, faz-se necessario uma avaliagdo mais precisa sobre o papel da
IL-10 no contexto da LLA, a fim de descrever o perfil clinico-hematol6gico dos pacientes
pediatricos com LLA, bem como investigar a associacdo de SNVs no gene 1L10 com o

desfecho clinico.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 LEUCEMIAS

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de neoplasias do sangue, sendo
caracterizadas pela proliferagdo anormal de clones leucémicos, resultante do
comprometimento funcional da célula tronco hematopoiética (15). As leucemias diferem
entre si de acordo com suas caracteristicas clinicas, morfologicas, imunofenotipicas e
genético-moleculares, podendo ser classificadas de acordo com a linhagem acometida em
mieloide (quando afeta leucdcitos, plaquetas e hemacias) ou linfoide (quando acomete 0s
linfocitos T ou B); e tempo de evolugdo/proliferagdo em aguda ou cronica. Desta forma
temos como os principais tipos: leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide
crénica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e leucemia linfocitica crénica (LLC)
(16).

As células imaturas, denominadas blastos, constituem cerca de 1% a 5% do
compartimento medular em um individuo normal. Nas leucemias agudas, ha proliferacao
rapida de blastos que ndo conseguem realizar suas funcdes normais. Essas células se
desenvolvem de modo exacerbado e sdo liberadas na corrente sanguinea ainda em sua
forma disfuncional (15). Em contraste, nas leucemias cronicas hd uma progressdo mais
lenta de células maduras disfuncionais, ocorrendo em sua maioria em individuos adultos
(15).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

As leucemias ocupam o décimo lugar entre as causas de morte por cancer, sendo
a LLA o cancer pediatrico mais incidente, representando 80% dos casos em criancas de
2 a5 anos de idade e 20% em individuos adultos (17,18). Segundo a Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS), os paises industrializados apresentam as maiores taxas de LLA (Figura
1) devido a maior exposicao a pesticidas, agentes quimicos e radiagéo ionizante (17,19).
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Figura 1. Taxa de incidéncia mundial de leucemia para ambos os sexos (0-19 anos).
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Fonte: Globocan (2020).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a leucemia foi 0 13°
tipo de cancer mais frequente em 2017, representando 1,7% do total de novos casos. Com
relacdo a mortalidade, a taxa de dbitos por leucemia no brasil, representa 3,1% do total
de Gbitos por cancer no mesmo ano, sendo o 8° tipo de cancer com maior mortalidade de
acordo com o DATASUS (2019) (20). Para o triénio 2023-2025 sdo estimados
aproximadamente 11.540 novos casos de leucemia em cada ano (21).

De acordo com o Registro de Cancer de Base Populacional (RCBP), a regido
Norte apresenta as maiores taxas de incidéncia do pais, sendo responsavel por 39% dos
casos (2,22). Além disso, segundo estimativas para 0 ano de 2023 das taxas de incidéncia
de céncer, o nimero esperado de casos novos de leucemia é de 4,53 por 100 mil habitantes
em homens e 3,64 por 100 mil habitantes em mulheres (23,24). Um estudo realizado por
Silva- Janior et al. (2019), demonstrou que além da capital Manaus, 0s municipios do
interior do Amazonas, Tefé e Maués, apresentaram alta frequéncia de casos de LLA (11

e 10 casos, respectivamente) (25).

O estudo demonstrou ainda que a maioria dos pacientes com LLA (de ambos os
sexos) residia em Manaus, levantando a hipbtese de que os maiores recursos financeiros
da capital quando comparados aos municipios do interior do Amazonas, em conjunto com
a falta de servigos de hemovigilancia em regiGes mais isoladas e a dificuldade de acessos

intermunicipais permitem um melhor diagndstico de pacientes na capital, bem como
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melhor notificacdo. Contudo, os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer
tendem a aumentar as taxas de incidéncia, devido a industrializagdo e maior exposi¢ao ao

tabaco e poluigdo ambiental (25).

2.3 ETIOLOGIA

A etiologia da LLA permanece desconhecida, contudo, a literatura descreve como
uma doenga multifatorial em que fatores ambientais e genéticos desempenham papéis
significativos no seu desenvolvimento (11). De acordo com estudos realizados, dentre 0s
fatores de risco mais comuns para 0 desenvolvimento da leucemia estdo o historico
familiar, sindromes congénitas e anormalidades genéticas, fatores associados ao estilo de
vida, como o tabagismo, exposi¢Ges quimicas, como pesticidas e derivados, e radiacao
(terapéutica, ocupacional e relacionada a guerras) (4). Além disso, no Japdo, altas doses

de radiacdo ionizante em sobreviventes das bombas atdbmicas de Hiroshima e ????

Dentre as hipGteses sobre as causas da LLA, a de Mel Greaves é considerada a
mais aceita na comunidade cientifica (Figura 2). Greaves sugere uma hipotese de
“infeccdo tardia” baseada no tempo de exposi¢do e na estimulacdo de mecanismos
imunolodgicos da crianca, estabelecido por duas etapas criticas ou “two-hits”, em que no
primeiro hit, uma mutagdo “in utero” origina um clone pré-leucémico e no segundo hit,
uma mutacdo pos-natal, a partir de uma baixa estimulacdo do sistema imunolégico na
primeira infancia promove o desenvolvimento da LLA (11). Nesse cenério, a auséncia de
exposicdo infecciosa microbiana no sistema imune durante o periodo neonatal ou na
infancia impactam nas vias de sinalizacdo inflamatoria, uma vez que os metabdlitos das

bactérias comensais promovem células T reguladoras (11).



22

Figura 2. Esquema da hipotese de infecgéo tardia de Mel Greaves

#25
* % M
* <=
¢ we % W
I : " a
%0
@

Clone pré leucémico
originado a partir de uma
mutacado genética

Infeccéo tardia e estresse
imunolégico favorecendo o
desenvolvimento da LLA

Baixa exposi¢do a
patégenos comuns

Fonte: Adaptado de Greaves et. Al. 2018.

Além disso, evidéncias sugerem que criangas com uma funcao imune desregulada
ao nascimento possuem maior risco de desenvolver LLA, devido a menor concentracdo
de interleucina-10 (IL-10), uma citocina fundamental para a prevencdo de respostas
imunes hiperativas a infeccdes (26). Esses achados sugerem que o nivel de citocinas
neonatais influenciam no desenvolvimento imunolégico p6s-natal, uma vez que o estresse
biolégico da infeccdo pds-natal em conjunto com uma resposta imune desregulada
aumentam as chances do surgimento de um clone pré-leucémico e conferem uma maior
oportunidade para a ocorréncia de uma segunda infeccdo necessaria para 0
desenvolvimento da LLA (26).

2.4 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é caracterizada pela proliferacdo e o
acumulo de precursores linfoides originados de células B ou T na medula 6ssea, no
sangue periférico e em locais extramedulares (2). Embora afete todas as faixas etéarias, a
LLA apresenta maior incidéncia em criancas entre 2 e 3 anos de idade, sendo quatro vezes
mais frequente que a leucemia mieloide aguda (27). A idade ao diagnostico afeta
significativamente a sobrevida global, considerando que as taxas de cura para pacientes

pediatricos séo superiores a 80% quando comparadas aos pacientes adultos em que a taxa
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de cura é estimada em 20% a 40% (28,29). Estudos recentes demonstram que individuos
adultos apresentam maior resisténcia a quimioterapia e sdo mais predispostos a recidiva

da doenca apds a obtengdo inicial da remissdo completa (29).

Na ultima década, foram feitos diversos avancos significativos para a
compreensdo da patogénese da doenga, desde o refinamento de grupos de prognosticos
ao desenvolvimento de novas terapias que visam subconjuntos especificos de LLA (29).
Além disso, diversas alteragdes genéticas especificas tém sido associadas ao seu

desenvolvimento e/ou possuem influéncia no prognostico dos pacientes (5,30).

2.5 CLASSIFICACAO DA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

A classificacdo da doenca baseada em evidéncias é imprescindivel para o
monitoramento da incidéncia global, investigacdo dos aspectos da causa e tratamento da
doenca (31). A classificacdo das neoplasias linfoides estabelecida pela Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) fornece uma referéncia mundial, com uma abordagem
multidisciplinar para o diagndéstico (Tabela 1) , baseada na classificacdo desenvolvida
pelo International Lymphoma Study Group (ILSG) em meados de 1990 (32).

As definicdes estabelecidas foram adotadas para uso de médicos, patologistas e
cientistas e adicionadas aos codigos da Classificagdo Internacional de Doencas (CID)
servindo como referéncia global para 0 monitoramento em organizacfes nacionais e
internacionais de politicas de satde (33,34). A LLA ¢ dividida em dois grandes grupos
de acordo com a linhagem celular: leucemia linfoblastica aguda de precursor B (LLA-B)
e leucemia linfoblastica aguda de precursor T (LLA-T), inserindo o perfil citogenético
dos blastos leucémicos e anormalidades genéticas recorrentes (2,22).
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Tabela 1. Classificacdo da leucemia linfoblastica aguda de acordo com a Organizagéo
Mundial da Satde (OMS).

Classificacdo da OMS para neoplasias precursoras de células B

Leucemias linfloblasticas de células B

Leucemia linfoblastica aguda B ndo especificada em outras partes (NOS)
Leucemia linfoblastica aguda B com anormalidades genéticas recorrentes
Leucemia linfoblastica aguda B com hiperdiploidia elevada

Leucemia linfoblastica aguda B com hipodiploidia

Leucemia linfoblastica aguda B com iAMP21

Leucemia linfoblastica aguda B com BCR::fusdo ABL1

Leucemia linfoblastica aguda B com BCR::Caracteristicas semelhantes a ABL1
Leucemia linfoblastica aguda B com rearranjo KMT2A

Leucemia linfoblastica aguda B com ETV6::fusdo RUNX1

Leucemia linfoblastica aguda B com ETV6::Caracteristicas semelhantes a RUNX1
Leucemia linfoblastica aguda B com TCF3::fusdo PBX1

Leucemia linfoblastica aguda B com IGH::fusdo de IL3

Leucemia linfoblastica aguda B com fusdo TCF3::HLF

Leucemia linfloblastica aguda T

Leucemia linfoblastica aguda célula T precursora precoce (“early T-cell precursor”)

Leucemia Linfloblastica Aguda de Células Natural Killer

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (2022)

Além disso, a ultima atualizacdo da OMS em 2022 conferiu a LLA novas
entidades e subtipos a lista de anormalidades genéticas recorrentes (34). As neoplasias
hematoldgicas de precursor B, em sua maioria, sdo classificadas de acordo com alteracfes
de ploidia, como hipodiploidia (perda do nimero de cromossomos) e hiperdiploidia
(aumento do numero de cromossomos) (34,35). Para esses grupos, a nomenclatura é
focada nos eventos moleculares e ndo nas alteracdes citogenéticas, permitindo a aplicacéo
de diversas técnicas para a detecgéo (35).

Outras atualizagGes como a adic¢ao da rara fusdo TCF3:: HLF refletem a inclusao
de novas descobertas genéticas e refinamentos nas definicdes de entidades fundamentadas

em caracteristicas de expressdo genética (36,37). Além dos critérios da OMS, o grupo
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French-American-British (FAB) classifica leucemias linfoides em trés categorias (L1,
L2, L3), onde sdo considerados varios pardmetros morfoldgicos como relagdo nucleo-
citoplasmatica, presengca e nimero de nucleos, regularidade da membrana nuclear e

tamanho da célula conforme a Tabela 2 (8).

Tabela 2. Classificacdo morfoldgica de leucemia linfoide aguda de acordo com o grupo

French-American-British (FAB)

Aspecto Morfol6gico

L1

L2

L3

Diametro celular

Predominancia de células

pequenas, homogéneas

Grandes, heterogéneas

Grandes, homogéneas

Cromatina nuclear

Fina ou aglomerada

Fina

Fina

Forma do ntcleo

Regular, pode apresentar

fenda ou endentacdo

Irregular, podendo
apresentar fenda ou

endentagéo

Regular, redondo ou

oval

Indistintos ou

Um ou mais por célula,

Um ou mais por célula,

Nucleos L . .
ndo-visiveis grandes, proeminentes  grandes, proeminentes
Quantidade de Moderadamente Moderadamente
) Escassa
citoplasma abundante abundante
Basofilia o o )
. " Ligeira Ligeira Evidente
citoplasmética
Vacuolos o o ]
Variaveis Variaveis Evidente

citoplasmaticos

Fonte: Adaptado de Farias, 2004.

2.6 MANIFESTACOES CLINICAS

A complexidade e o espectro das neoplasias hematoldgicas ressaltam a relevancia
da correlacdo clinico-patolégica com a disponibilidade de estudos auxiliares a respeito da
LLA (38). As manifestagdes clinicas da LLA estdo associadas ao aumento de células
leucémicas que predominam na medula éssea e interrompem a hematopoiese normal (30).
Os blastos presentes na medula 6ssea, ocupam de 20-30% do total de células nucleadas,

podendo chegar a 80-100% de ocupacdo o que pode ocasionar insuficiéncia da medula
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0ssea e comprometimento imunologico. Uma vez na corrente sanguinea, essas células
podem infiltrar érgdos, principalmente linfonodos, baco, timo, figado, gengiva, orbita
ocular, sistema nervoso central (SNC), testiculos e pele (2).

A infiltracdo de clones malignos no timo é observada como uma massa mediastal
anterior, sendo responsavel por 10% da LLA recém-diagnosticada, principalmente
leucemia linfoblastica aguda de células T (39). O aumento do testiculo € observado em
cerca de 2% dos pacientes e se apresenta como uma massa unilateral e indolor (40,41).
Além disso, o comprometimento do SNC pode se manifestar como sintomas de aumento
da pressao intracraniana, incluindo dor de cabeca, rigidez na nuca, vomitos e convulsdes
(42-44).

Como consequéncia da producdo aumentada de progenitores linfoides imaturos,
pode ser observado comprometimento na producédo das outras linhagens celulares como
as hemaécias, leucocitos e plaquetas (Figura 3) ocasionando os sintomas iniciais mais
comuns da LLA, como anemia, infeccBes (geralmente associada a neutropenia) e
hemorragias. Dentre as anormalidades laboratoriais, pode-se encontrar ainda
concentracdes elevadas de acido Urico e lactose desidrogenase, associados a carga e ao
grau de lise tumoral (5). Além disso, sintomas mais especificos como linfadenopatia,

hepatomegalia e esplenomegalia estdo presentes em mais de 60% dos pacientes (45).

Figura 3. Células sanguineas de um individuo saudavel e de um individuo com leucemia.

Sangue normal Leucemia

Glébulos Vermelhos Glébulos Brancos Plaquetas

Fonte: Abrale (2020)
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Entre as criancas, dores nas extremidades e articulagbes podem ser 0s Unicos
sintomas de apresentacdo da doenga. A dor 6ssea € um sintoma clinico que representa o
comprometimento leucémico do periosteo ou de todo o 0sso, e/ou uma infiltragdo na
articulacdo por células leucémicas (46). J& os pacientes adultos geralmente apresentam
doenca extranodal e os sintomas podem incluir dor abdominal, nduseas, vomito ou
sangramento gastrointestinal. A apresentacdo clinica da LLA é inespecifica e pode incluir
fadiga ou letargia, febre, sudorese noturna, perda de peso e dispneia. Os pacientes podem

apresentar ainda sintomas cardiacos e neurolégicos (47,48).

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da LLA € essencial para a classificacdo da doenca, além de
desempenhar um papel fundamental nas decisdes terapéuticas (6). A abordagem inicial
do diagndstico é realizada com base no quadro clinico do paciente, em conjunto com a
analise morfoldgica, citoquimica e imunofenotipica do sangue periférico e do
compartimento medular, além da avaliagdo citogenética para a observacdo de possiveis

alteracdes cromossémicas do paciente (19,45).

Dentre os exames realizados, 0 hemograma € o principal exame de rotina para a
suspeita do diagnostico. Através do hemograma é possivel identificar os principais
achados laboratoriais da doenca, contudo o nivel de blastos pode estar abaixo do esperado
em pacientes leucopénicos. Desta forma, a confirmacao do diagndstico é obtida através
do mielograma que consiste na realizacdo de uma puncdo medular para a analise da

morfologia e producéo das células do sangue pela medula 6ssea (Figura 4) (8).

Figura 4. Morfologia celular da Leucemia linfoblastica aguda.

Fonte: Abrale (2020)
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A medula Ossea apresenta-se hipercelular, com substituicdo dos elementos
medulares normais por células leucémicas, com precursores mieloides e eritroides de
aspecto normal diminuidos ou ausentes (8). E necessario determinar a porcentagem de
blastos presentes no compartimento medular. Um diagnostico de LLA requer que pelo
menos 20% das células na medula dssea sejam blastos (8). Em circunstancias normais,

essas células ndo sdo mais do que 5% das células da medula 6ssea (49).

Além disso, a imunofenotipagem possibilita a identificacdo da linhagem celular
(T ou B) e os diferentes estagios de maturacdo da célula, elevando o percentual de casos
corretamente classificados para 99% (8). Em alguns casos, exames de imagem como
ultrassonografia, tomografia computadorizada, ressonancia magnética e ecocardiograma
também podem ser solicitados, bem como a pun¢do lombar para anélise do liquido

cefalorraquidiano (liquor) (50).

2.8 TRATAMENTO

Durante as ultimas décadas obteve-se um progresso significativo no
desenvolvimento de terapias curativas para neoplasias pediatricas (51). No que diz
respeito a LLA as taxas de sobrevida aumentaram de 60% para aproximadamente 90%
nos ultimos 5 anos (52). Dentre as criancas com LLA, aproximadamente 98% alcangcam
a remissao. Estima-se que aproximadamente 85% dos pacientes com idade de 1 a 18 anos
recém-diagnosticados e tratados nos esquemas atuais sejam livres de eventos a longo
prazo (52). Contudo, uma avaliacdo mais precisa do risco de recaida em pacientes é
importante para garantir que o tratamento intensivo seja limitado aos casos de alto risco,
de modo que os casos de baixo risco ndo sejam expostos a toxicidades indevidas (53).

Os esquemas terapéuticos variam de acordo com o centro de tratamento, contudo
o0s protocolos de tratamento da LLA tém como etapas a inducéo de remissdo que consiste
na introducdo de farmacos para eliminar a maior quantidade de blastos possiveis, fazendo
com que o compartimento medular apresente menos de 5% dessas células e que o sangue
periférico atinja os valores normais de leucécitos, hemacias e plaquetas (54). Em seguida,
tem-se a fase de consolidacdo da remissdo, que busca erradicar as células leucémicas
residuais atraves da associacdo de diversos quimioterdpicos. Por fim, a fase de
manutengdo, em que o tratamento ocorre de maneira mais branda e continua por meses,

a fim de prevenir o acontecimento da recaida (54).
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Um dos protocolos mais utilizados é o desenvolvido pelo grupo europeu Berlim-
Frankfurt-Munique (BFM) que inclui quatro fases: inducdo da remissdo, consolidacao,
manutencdo e profilaxia do sistema nervoso central (55). O protocolo BFM utiliza uma
abordagem chamada terapia de reinducdo durante a fase de consolidacdo, que consiste na
utilizacdo das mesmas drogas administradas durante a fase de inducdo. Posteriormente é
realizada a terapia de manutencéo, cujo objetivo é a eliminagdo das células leucémicas
residuais. Nessa fase, especificamente, a quimioterapia € menos intensiva e a profilaxia

do SNC ¢ iniciada durante a fase de inducéo, incluindo quimioterapia e radioterapia (56).

No Brasil, o primeiro protocolo para o tratamento da LLA foi desenvolvido na
década de 80 pelo Grupo Cooperativo Brasileiro de Tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda na Infancia (GBTLI) (57,58). A partir dai, diversos estudos para o
aperfeicoamento do protocolo foram realizados em 82, 85, 93 e 99, e atualmente encontra-
se na sexta versdo (GBTLI-2009) cujo conceito é baseado nos estudos GBTLI LLA-93 e
LLA-99 (10). Esses protocolos adotaram como critério de risco, dados clinico-
laboratoriais ao diagnostico e resposta precoce a terapia de inducdo, adaptando a

intensidade da quimioterapia de acordo com o grupo de risco (10).

A quimioterapia promove a destruicdo das células neoplésicas atraves de
mecanismos inerentes ao ciclo celular. Dentre os principais farmacos estdo: agentes
alquilantes, que formam ligagdes covalentes com o DNA, inibindo a replicagdo, os
antimetabolitos que blogueiam vias metabdlicas envolvidas na sintese de DNA,
antibidticos citotoxicos que evitam a divisao celular e derivados de plantas que afetam
especificamente a formacgéo do fuso mitdtico. Na LLA, os medicamentos mais utilizados
sdo: dexametasona, prednisona, metotrexato, vincristina, daunorubicina, citarabina, L-

asparaginase/PEG-L-asparginase, 6-mercaptopurina, ciclofosfamida e nelarabine (59).

Dentre os fatores que influenciam na resposta ao tratamento estdo: idade ao
diagnostico (recém-nascidos possuem um risco mais alto de falha ao tratamento), sexo,
raca e etnia, contagem de leucdcitos ao diagnostico, envolvimento do sistema nervoso
central ao diagnostico e peso no diagndstico e durante o tratamento. (52). Além disso, a
implantacdo da Doenca Residual Mensuravel (DRM) também demonstrou um impacto
importante no progndstico dos pacientes. A DRM refere-se a presenca de células residuais
na medula 6ssea e, raramente, na circulacdo sanguinea periférica, apés o inicio da terapia

de inducéo a remissdo, dando origem a recaida da doenca (10).
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A deteccdo de DRM ¢ imprescindivel para a definicdo dos perfis de risco para
pacientes e para prever o resultado e selecionar as melhores estratégias de tratamento
adicionais na probabilidade de recidiva (60). As células residuais podem ser classificadas
como remanescentes da LLA tratada ou como LLA secundaria transformada, os dois tipos
celulares diferem entre si em decorréncia dos padrfes Unicos de rearranjos e variaces

genéticas presentes (61,62).

2.9 FISIOPATOGENIA DA LEUCEMIA

Todas as células sanguineas sdo originadas a partir de um precursor celular
comum e indiferenciado, em um processo denominado hematopoiese. Esse processo
consiste na formacdo, desenvolvimento e maturacdo dos elementos do sangue, sendo
esses precursores conhecidos como células tronco e possuem a capacidade de divisao,
autorrenovacdo e diferenciacdo celular (Figura 5). Toda a hematopoiese é regulada por
fatores de transcricdo e fatores de crescimento. Na leucemia, as células tronco sofrem

mutacdes no rearranjo de DNA, originando clones malignos (63).

Figura 5. Diagrama da Hematopoiese.
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O organismo humano esta exposto a diversos fatores carcinogénicos. Embora a
predisposicdo individual tenha um papel decisivo na resposta final da oncogénese, néo é
possivel definir o quanto ela influencia na relagdo entre a dose e o tempo de exposi¢do ao
carcindgeno com a resposta individual a exposicdo (64). As células sofrem processos de
mutacdo espontanea, que nao alteram o desenvolvimento normal da populacéo celular,
contudo, esse fendmeno pode condicionar uma maior instabilidade gendmica

favorecendo ent&o os processos iniciais da carcinogénese (64).

Estudos moleculares revelam mutacdes genéticas capazes de promover a ativacao
de vias de sobrevivéncia celular. Diversos tumores expressam genes cujos produtos
podem interferir nas cascatas regulatorias que controlam o crescimento, diferenciagdo e
sobrevivéncia de precursores de células sanguineas normais, facilitando a transformacéo
e manutencdo do fenotipo maligno. Além disso, a expressdo ou ativacdo de genes
especificos tem sido reconhecida como o mecanismo recorrente mais frequente para a
patogénese da LLA (65).

Evidéncias sugerem ainda que a inflamac&o é um fator importante na progressao
do céncer, incluindo iniciacdo, crescimento, evasao e metastase, contribuindo para uma
maior instabilidade genética e angiogénese. Além disso, pode suprir 0 microambiente
tumoral com moléculas bioativas, alterar as taxas de renovacdo de células estromais e
polarizar as capacidades imunossupressoras das células imunes, proporcionando um

microambiente suscetivel a transformacdo maligna (66).

2.10 RESPOSTA IMUNE DA LEUCEMIA

O sistema imunoldgico consiste em uma rede complexa de células e moléculas
responsaveis pelo reconhecimento de determinadas estruturas moleculares e pelo
desenvolvimento de uma resposta efetora, induzindo a destruicdo e inativacdo de
microrganismos e/ou danos. A desregulacdo desse sistema, ou um déficit na resposta
antimicrobiana ‘natural’ resultam em uma rede imunoldgica ndo modulada, contribuindo
para o desenvolvimento e/ou agravamento de doengas ndo infecciosas, como a leucemia
(67).

O primeiro mecanismo de defesa do hospedeiro humano € a imunidade inata,
caracterizada pela acdo de receptores especificos para estruturas que Sa0 comuns a grupos

de microrganismos relacionados. Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) séo
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capazes de reconhecer diversos tipos de microrganismos a partir de seus padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs). Esses receptores estdo presentes na
membrana plasmética e no citoplasma e sdo responsaveis por promover aces pro-

inflamatdrias e antimicrobianas (68).

Desta forma, o sistema imune pode contribuir para o desenvolvimento tumoral,
uma vez que diversos tipos de cancer estdo associados aos efeitos carcinogénicos dos
estados inflamatorios induzidos por infeccBes (68). Além disso, 0s mecanismos
moleculares e bioguimicos presentes durante uma resposta a infecgdo podem resultar em
uma potente resposta inflamatoria, promovendo a liberacdo de citocinas capazes de
suprimir a hematopoiese e/ou induzir a apoptose, concedendo maiores vantagens para a

sobrevivéncia e/ou proliferacdo de clones pré-leucémicos (69).

2.11 IMUNORREGULACAO

A letalidade dos tumores malignos se d& em decorréncia do crescimento acelerado
e do comprometimento funcional dos tecidos normais. O fenétipo neoplésico é resultado
de uma falha na regulacdo da proliferacdo celular, combinada com a resisténcia a
apoptose e a habilidade de promover metastase. Um fator importante para o
desenvolvimento da LLA é o comprometimento da vigilancia imunolégica, caracterizada
pela capacidade do sistema imune em reconhecer e destruir células transformadas em
tumores (69,70).

Os checkpoints imunol6gicos desempenham fungdes fundamentais na regulagéo
da homeostase imunoldgica, regulando os sinais de estimulacéo e inibicdo que medeiam
a resposta imune de células T. Em condicdes fisioldgicas normais, esses checkpoints
imunes regulam a auto tolerancia protegendo os tecidos contra danos e restringindo as
respostas do sistema imunoldgico as infeccGes patogénicas (71). O equilibrio dessa
resposta € regulado pela acdo de diversas moléculas inibitérias, porém, algumas células

cancerosas conseguem “driblar” essa vigilancia através de mecanismos de escape (70).

Em contraste com os tumores sélidos, as células leucémicas expressam varios
receptores de checkpoint, além disso, ha uma expressdo frequente de ligantes PD-L1 e
PD-L2 em varias células hematopoiéticas. Dessa forma, o blogueio do checkpoint

imunoldgico pode influenciar na ocorréncia de neoplasias hematologicas devido a alta



33

carga tumoral e maior proliferacdo celular na leucemia aguda, visto que o tumor

compromete a resposta imune do hospedeiro (71).

Outro fator importante para o desenvolvimento da LLA é a remodelagdo do
microambiente hematopoiético por células malignas e o recrutamento de mediadores para
apoiar a leucemogénese, sobrevivéncia celular e quimiorresisténcia (64). Dentre 0s
mediadores imunoldgicos, diversas quimiocinas e citocinas desempenham um papel
importante no desenvolvimento e progressao do cancer (64). As quimiocinas regulam a
infiltracdo de diferentes subconjuntos de células imunes em tumores, de tal modo que
essas moléculas afetam a imunidade tumoral e influenciam os resultados terapéuticos dos
pacientes, podendo afetar a regulacdo da angiogénese tumoral (72). Além disso, a
superexpressdo do receptor de quimiocinas CXCR4 em células leucémicas esta associada

ao envolvimento de érgdos extramedulares e pior evolucdo dos pacientes (73).

As citocinas sdo responsaveis por mediar as principais interacdes entre células
imunes e ndo imunes no microambiente tumoral. Além disso, induzem diretamente a
sinalizacdo de células ndo imunes e sustentam a homeostase tecidual. Contudo, ap6s um
evento oncogénico, essa sinalizacdo pode se tornar um mecanismo patolégico de
crescimento tumoral, disseminacdo metastatica e progressdo do cancer (74). Estudos em
modelos murinos, apontaram que a auséncia de IFN- y resulta em maior nimero de células

iniciadoras de leucemia no inicio da vida (75).

Outros achados demonstram que o quantitativo elevado de células T regulatorias
(Treg) estdo associadas a um estado imunossupressor e progressao tumoral em pacientes
pediatricos com LLA (76,77). Além disso, Salem et al. relataram também que o nimero
dessas células reduziram gradualmente apés o inicio da terapia de indugdo (78). Nesse
contexto, pesquisas recentes tém focado no papel dessa célula no desenvolvimento e
progressdo do cancer, uma vez que produz a Interleucina-10, responsavel pela regulacao
e controle do processo inflamatério. Além disso, concentracdes elevadas de 1L-10 no
momento do diagnostico do cancer indicaram uma diminuicdo da resposta citotoxica
especifica, promovendo quimiorresisténcia e resisténcia a apoptose, favorecendo a

sobrevivéncia de clones leucémicos (79-82).
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2.12 INTERLEUCINA-10

As interleucinas atuam como substancias vitais, modulando a imunidade e
desempenhando fungdes de diferenciacdo, regulacdo e proliferacdo celular. A
interleucina-10 (IL-10) € uma importante molécula reguladora produzida por diversas
células imunes, incluindo células dendriticas, neutréfilos, mondcitos, natural killers (NK)
e diferentes subconjuntos de células T e B (14). E um membro da familia de citocinas
heterodiméricas, composta por dois mondmeros ligados de forma nédo covalente e atua
como um regulador de feedback negativo, uma vez que o mecanismo de acdo dessa
citocina se da por meio de um complexo receptor transmembrana capaz de regular
fungdes imunes, como por exemplo, a reducdo da producdo de mediadores inflamatérios

e a inibicdo da apresentacdo de antigenos por mondcitos e células dendriticas (68,83).

A IL-10 inibe a producdo de interleucina-12 (IL-12), citocina responsavel por
induzir a secrecdo de interferon gama (IFN-y), suprimindo importantes reacdes imunes
inatas e adaptativas mediadas por células contra microrganismos intracelulares. Além
disso, a IL-10 também pode inibir a expressao de coestimuladores e moléculas de HLA-
I1 em células dendriticas e monacitos, inibindo entdo a ativacdo de células T e limitando

as respostas imunes mediadas por células (68).

A expressao de I1L-10 € cuidadosamente regulada a fim de evitar malignidades
relacionadas ao seu excesso ou deficiéncia. Mecanismos regulatérios como a ativagédo de
vias de sinalizacdo especificas, expressdo de fatores de transcricdo e regulacdo pds-
transcricional garantem a producéo equilibrada de IL-10 (84). O gene 1L10 esta localizado
no cromossomo humano 1g32.1, apresentando 4,8 quilobases (kb) de tamanho e contém
5 éxons (Figura 6). A transcri¢do de IL10 é regulada por diversas proteinas que possuem
afinidade a diferentes sitios de ligacdo existentes no promotor do gene, como NF-kB,
fatores de regulacdo de interferon (IRF), proteina ativadora (AP), fator de especificidade
(Sp), proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STAT), proteina de
ligacdo ao elemento de resposta AMP ciclico (CREB), proteina de ligacdo ao
elemento/acentuador CCATT (C/EBP) e fator fibrossarcoma c-musculo-aponeurdtico (c-
MAF) (22).
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Figura 6. Mapa do gene IL10 no cromossomo 1g32.1
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Devido ao seu papel imunossupressor, estudos sugerem que concentracfes
elevadas de IL-10 estdo associados ao cancer, uma vez que a sua expressao exacerbada
pode conceder maiores vantagens para a evasdo imunolégica do tumor (84). Um estudo
realizado em modelo animal demonstrou que a expressao elevada de IL-10 resultou em
uma falha no controle de tumor (85). Além disso, a presenca de IL-10 foi relacionada ao

mau progndéstico em pacientes com diferentes tipos de cancer (86).

Contraditoriamente, um estudo realizado por Chang et al. sugere que criangas que
possuem uma resposta imunoldgica anormal devido a reducgdes nas concentracdes de IL-
10 ao nascer sdo mais propensas a desenvolver malignidades como LLA. Neste estudo,
as criangas com diagndsticos confirmados de leucemia tiveram significativamente mais
episodios infecciosos. Considerando que IL-10 é um regulador essencial para modular a
intensidade e durag&o de respostas imunologicas as infecgdes, sua reducdo pode conferir

maiores vantagens de crescimento para um clone pré-leucémico (26).

2.13 O PAPEL DA IL-10 NA LEUCEMIA
As citocinas e seus genes influenciam na incidéncia e prognostico de diversas
doencas malignas, infecciosas e autoimunes (87). A IL-10 desempenha um papel

importante na imunidade tumoral e diversos estudos tém focado na influéncia da IL-10
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no contexto da leucemia (88). Concentracdes elevadas de I1L-10 foram correlacionadas
com doenca agressiva em pacientes com leucemia linfocitica crbnica, uma vez que
pacientes com concentragdes plasmaticas elevados de IL-10 demonstraram ter pior

sobrevida em 3 anos quando comparados aqueles com concentracdes mais baixas (89).

Pacientes com LLC desenvolvem progressivamente um estado imunossupressor
devido as concentracdes elevadas de interleucina-10 (90). Outros estudos demonstram
que ha uma superexpressao do receptor de IL-10 na maioria das células na leucemia
mieloide aguda, o que desempenha um papel importante na promoc¢éo de stemness de
células leucémicas (91). Além disso, em um estudo de Zhang et al. (2021), concentracfes
séricas de I1L-10 foram usados com indicadores para prever a progressao clinica da doenca
em pacientes com leucemia linfoblastica aguda (92).

A patogénese da LLA pediatrica pode estar associada a quebras de DNA visto que
a deficiéncia de interleucina-10 prejudica a linfopoese e aumenta o dano ao DNA de
células B em associacdo com outras citocinas pré-inflamatérias como a I1L-6 e IL-12.
Criancas que produzem baixas concentrac6es de I1L-10 ao nascer apresentam um risco 25
vezes maior de desenvolver LLA. Além disso, um estudo realizado com um modelo de
camundongo IL10-/- pré-leucémico demonstrou que concentracdes baixas de IL-10
resultaram na aceleracdo do desenvolvimento de malignidades linfoides com o aumento

da frequéncia de mutagdes (C>G>C>T) (93).

2.14 SINGLE-NUCLEOTIDE VARIANTS DE IL-10

Estudos de sequenciamento gendémico revelam uma mistura complexa e
heterogénea de mutacGes associadas ao cancer. Single-Nucleotide Variant (SNV) é uma
variacdo de um Unico nucleotideo na sequéncia de DNA, sendo uma das principais causas
para 0 aumento da suscetibilidade a varias doencas e podendo ocasionar consequéncias
funcionais importantes na tumorigénese (94). Diversos estudos associam a ocorréncia da
LLA a SNVs de varios genes, dentre eles o TPA, TPMT, NUDT15, IL6 e IL10 (95).

No contexto neoplasico, estudos recentes tém focado no papel de SNVs do gene
IL10 com muitos tipos de cancer e outras doencas (Tabela 3), uma vez que SNVs nas
regides reguladoras e codificadoras de genes podem alterar o nivel de expressdo, fungéo
dos genes ou dos produtos codificados. Desta forma, os SNVs no gene IL10 estdo

associados com o aumento ou diminuicao do risco de desenvolvimento da leucemia (88).
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Além disso, em termos de sobrevida, pacientes com LLA com o genoétipo IL10 AA
(rs1800896) apresentaram menor sobrevida quando comparados com o geno6tipo IL10
GG (rs1800896) que apresenta uma maior sobrevida (88,96).

Do ponto de vista molecular, SNVs nos genes IL10 podem determinar diferencas
na producédo da IL-10 no que diz respeito a sua sinaliza¢do a jusante e comportamentos
celulares, contribuindo para maiores suscetibilidades individuais de LLA em criangas e
adultos (27). Em um estudo clinico realizado por Hafiz et al. observou-se a partir da
analise genotipica que a regido promotora do gene 1L10 -1082 teve maior frequéncia do
alelo heterozigoto (G>A) em pacientes com LLA quando comparada com o alelo
homozigoto (A>A) e (G>G) (97). Além disso, pesquisadores de Taiwan concluiram que
0s genotipos de IL10 T819C e A592C sdo considerados biomarcadores para o diagnéstico
de LLA (14).

Tabela 3. Variantes de IL10 em estudo associadas a doengas em humanos.

Variante Achados Ref.
LIRS suscetibilidade a cancer gastrico, d linfoma n&o-hodgki (88,96~
uscetibilidade a cancer gastrico, de mama e linfoma ndo-hodgkin.

rs1800896 g J 100)
IL10 - T>C Suscetibilidade aos lGpus eritematoso sistémico, linfoma néo- (101-103)
rs1800871 hodgkin e adenoma hipofisario.
IL10- G>T Risco de morte e menor sobrevida global de pacientes com cancer (104,105)
rs3021094 colorretal e maior suscetibilidade a osteoporose. ’
3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
e Auvaliar a influéncia de Single-Nucleotide Variant (SNVs) no gene IL10
(rs1800871, rs1800896 e rs3021094) no prognostico clinico de pacientes
pediatricos com leucemia linfoblastica aguda (LLA);

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Descrever o perfil clinico-hematoldgico dos pacientes pediatricos com leucemia
linfoblastica aguda;
e Estimar a frequéncia de Single-Nucleotide Variant (SNVs) no gene IL10
(rs1800871, rs1808796 e rs3021094) em pacientes com LLA;
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e Realizar a quantificacdo das concentracdes de IL-10 na medula éssea e no sangue
periférico de pacientes com LLA ao DO;

e Investigar a associacdo de Single-Nucleotide Variant (SNVs) no gene IL10
(rs1800871, rs1808796 e rs3021094) com recaida, comorbidades e Obito.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS

Este projeto faz parte de um projeto maior intitulado “Biomarcadores celulares e
moleculares envolvidos na resposta imunoldgica de pacientes com Leucemia
Linfoblastica Aguda: Novas abordagens aplicadas ao diagndstico, prognostico e
terapéutica” coordenado pelo Dr. Allyson Guimarées da Costa, aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM) sob o seguinte nimero do parecer: 4.982.395 e data de parecer:
17/09/2021 (Anexo 01).

4.2. MODELO DE ESTUDO
Trata-se de um estudo do tipo caso-controle a fim de avaliar a influéncia dos
polimorfismos nos genes IL10 A>G (rs1800871), T>C (rs1800896) e G>T (rs3021094)

no progndstico clinico de pacientes com LLA.

4.3. POPULACAO DE ESTUDO

O grupo caso foi composto por amostras de DNA e Plasma (derivadas de medula
Ossea e sangue periférico) de 102 pacientes diagnosticados com LLA de acordo com 0s
critérios de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), provenientes do
Biorrepositorio de Células e Moléculas de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda
(BCM-LLA) da Fundagdo HEMOAM coletadas no periodo de 2010 a 2023 (106).

O grupo controle foi composto por individuos saudaveis, consistindo em 177
amostras retrospectivas do BCM-LLA de candidatos & doacdo de sangue de ambos 0s
sexos, coletados no periodo de janeiro a dezembro de 2015 e concordaram em participar

da pesquisa.
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4.4.CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os critérios de inclusdo utilizados para o grupo caso, foram: pacientes com LLA,
admitidos no servigo de Hematologia Pediatrica da Fundagdo HEMOAM, <18 anos, de
ambos 0s géneros, sem recusa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
e sem recusa do termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE). Para o grupo
controle foram definidos como critérios de inclusdo: idade superior a 18 anos, sem
alteracGes no hemograma, sem recusa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
sem recusa do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido. Como critérios de excluséo,
para ambos os grupos, foram utilizados os parametros: material bioldgico insuficiente,

coagulado ou com baixa concentragdo de DNA (<5 ng/pL).

4.5. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo do estudo, foram utilizadas amostras de medula éssea (MO) e
sangue periférico (SP), de pacientes com LLA obtidas através de pungdo aspirativa da
medula dssea e atraves de puncdo venosa, respectivamente (procedimentos de rotina para
estes pacientes). As coletas ocorreram no ‘D0’ da terapia de indugdo da remissdo (dia do
diagnostico). Foram coletados cerca de 2mL a 4mL de MO e 5mL de SP em tubos com
sistema a vacuo contendo anticoagulante EDTA pela equipe médica da Fundagédo
HEMOAM. As amostras do grupo controle foram obtidas através de puncdo venosa

durante a doacéo de sangue.

As amostras foram centrifugadas a 2000rpm por 10min. Em seguida, o Plasma
Pobre em Plaquetas (PPP) foi coletado e transferido para criotubos de 2mL identificados
com o cddigo do projeto maior e armazenados em freezer -80°C. Posteriormente o
concentrado celular foi ressuspendido em solucdo fisiolégica e encaminhado ao
laboratdrio de gendmica para a realizacdo da extracdo do material genético, em seguida,
as amostras de DNA foram transferidas para tubos identificados com o codigo do projeto

maior e armazenadas no biorrepositorio, em freezer -80°C (Figura 7).

4.6.COLETA DE DADOS
Os dados foram coletados atraveés de prontudrios da Fundacdo HEMOAM

oriundos do Setor de Atendimento Médico e Estatistico (SAME), sistema iDoctor e setor
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de estatistica, sendo eles: dados sociodemograficos (idade, género, raca, procedéncia),

laboratoriais (hemograma e imunofendtipo) e clinicos (recaida, comorbidades e ébito).

Figura 7. Fluxograma das etapas de obtencédo e processamento de amostras utilizadas no

estudo.
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4.7. GENOTIPAGEM

A genotipagem de variantes de IL10 A/G (rs1800871), T/C (rs1800896) e G/T
(rs3021094) ocorreu atraves da técnica de Real-Time Quantitative PCR (gPCR) em
equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System utilizando sondas fluorescentes de
hidrélise TagMan alelo-especificas que permitem a discricdo dos SNVs estudados (Figura
8). As reacOes de gPCR foram realizadas em microplacas de poliestireno com 96 pogos
contendo em cada pogo 1,75uL de H20 MiliQ, 5,0uL de Master Mix e 0,25 puL de ensaio
TagMan® contendo 36uM de primer e 8uM de sonda e 3puL (100 ng/uL) de DNA
gendémico com volume final de 10uL. A amplificacdo das sequéncias de interesse e para

discriminacgdo alélica sob a seguinte condi¢do: 60°C por 30 segundos, 95°C por 10
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minutos, 40 ciclos a 92°C por 15 segundos, 40 ciclos a 60°C por 90 segundos e 60°C por
30 segundos. Para cada reagdo foi incluido um controle negativo contendo todos os
reagentes descritos anteriormente, com exce¢do do DNA, a fim de garantir auséncia de
contaminacdo. A interpretacao dos resultados foi realizada com o ThermoFisher Connect
Design and Analysis qPCR, a partir da curva de amplificacdo gerada, foi permitido a
identificacdo dos geno6tipos. Os genotipos foram classificados em homozigoto para o alelo
normal, homozigoto para o alelo polimoérfico ou heterozigoto.

Figura 8. Etapas da genotipagem de amostras.
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4.8. QUANTIFICACAO DE IL-10

A concentracdo serica de IL-10, foi determinada utilizando o ensaio com
microesferas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array - CBA). Esta técnica
possibilita a quantificacdo de moléculas solUveis através do uso de microesferas sintéticas
recobertas por anticorpos especificos para a captura das moleculas escolhidas. Adiciona-
se aamostra do paciente e anticorpos de detec¢do, marcados com fluorocromo ficoeritrina
(PE). As citocinas ligam-se aos anticorpos de captura presente nas microesferas
correspondentes, e essa interacdo é entdo detectada pelo anticorpo marcado, formando

um imunocomplexo. Realizam-se etapas de lavagem para a retirada de componentes
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diversos que ndo se ligaram, e a sua posterior analise € feita através do Citdmetro de Fluxo
(Figura 9).

Foram utilizados os kits BD™ Human Chemokine (Code N° 552990, BDR
Biosciences, San Diego, CA, USA), e BD™ Human Thl, Th2, Thl7 Cytokine (Code n°
560484, BDR Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo orientaces descritas pelo
fabricante. Para a aquisi¢do das amostras, foi usado o Citdmetro de Fluxo FACS Canto 11
(BD® Biosciences, San Jose, CA, EUA) fornecido pela Fundacdo HEMOAM, em
conjunto com o software FCAP-Array™ (v3.01) para calcular as concentracfes da

citocina (pg/mL).

Figura 9. Etapas da quantificacdo de moléculas por Cytometric Bead Array (CBA).
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4.9. ANALISE DE DADOS

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi determinado pela comparacdo das
frequéncias observadas e esperadas dos genotipos e alelos estudados através do site

http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwal.pl. A andlise estatistica dos dados obtidos na

genotipagem foi realizada utilizando o software R versdo 4.3.2, pacote SNPassoc. A
comparagao entre os grupos foi realizada com teste exato de Fisher, com intervalo de
confianca de 95% (IC 95%). Um modelo de andlise de regressdo logistica uni e
multivariada foi utilizado para investigar a associacdo dos gendtipos com recaida,
comorbidades e oObito. Para os modelos multivariados, as covariaveis incluidas foram
idade no momento do diagndstico, sexo e raga. Além disso, O software GraphPad Prism

v.8 (San Diego, CA, EUA), foi utilizado para analises comparativas de citocinas


http://ihg.gsf.de/cgibin/hw/hwa1.pl
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circulantes entre os genoétipos dos SNVs estudados. O teste aplicado, para esta ultima
andlise, foi o Kruskal-Wallis seguido de pos-teste Dunn’s. Para todas as andlises,
diferencas significativas foram consideradas quando p <0,05.
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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-

flammatory processes and later on the progression of malignancy, with the increase of this molecule in the
leukemia microenvironment. According to the literature, this cytokine 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
explore the dual role of IL-10 in ALL, and describe its biological characteristics, immunological mechanisms and
genetics, as well as its impact on the leukemia microenvironment and its clinical implications.

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

oncogenesis [4-6]. In addition, these mutations directly affect the
expression of specific genes that are associated with cell survival and the
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 [8,9]. 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 lymphoblastic leukemia; B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia; T-ALL, T-cell acute lymphoblastic leukemia; AML, Acute myeloid
leukemia; IL-10, Interleukin-10; TGF-f, 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, Interleukin-10 receptor; IL-10R1, Interleukin-10 receptor 1; IL-10R2, Interleukin-10 receptor
2; IL-1p, Interleukin-1 beta; IL-1a, Interleukin-1 alpha; IL-6, Interleukin-6; IL-12, Interleukin-12; IL-13, Interleukin-13; GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor; IL-35, Interleukin-35.
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Fig. 1. A model for the role of IL-10 in leukemogenesis. The figure illustrates the possible contribution of the IL-10 cytokine in ALL development, highlighting its
influence on the regulation of inflammation and its pro-tumorigenic potential. This cytokine is inserted in a unified model initially proposed to explain how leukemia
emerges and evolves. During hematopoietic development, stem cells are tightly regulated towards commitment to lymphoid lineage within a multistep mechanism.
During this process, accidental mutations, generally acquired in the fetal stage, induce early cell oncogenic transformation, generating pre-leukemic clones. Given
certain conditions (such as immune stress), these pre-leukemic clones will acquire secondary mutations, giving rise to leukemic cells that lead to full-blown ALL. The
participation of IL-10 in these events is still a subject of research and speculation. In childhood, the exposure to immune stressors (infections, for example) leads to

robust inflammatory responses and IL-10 plays a key role in adjusting this by promoting tolerance. An IL-10 deficiency after birth seemingly gives rise to excessive
inflammation, thus promoting tumor development; therefore suggesting that the absence of IL-10 may be a factor driving leukemogenesis in the context of B-ALL. B-
ALL - B cell acute lymphoblastic leukemia; HSC - hematopoietic stem cells; IL - interleukin.

resistance to apoptosis, in addition to favoring cell survival and organ
infiltration. [11-14].

In fact, studies indicate that IL-10 plays a paradoxical role in leu-
kemia, since it acts in two distinct scenarios: leukemogenesis and in the
evolution of already established leukemia. However, the implications of
IL-10 in the different stages of ALL are still important objects of study
and require further investigation. Therefore, in this review, we explore
the current panorama of knowledge regarding IL-10 and its dual role in
the context of ALL, and describe the main aspects related to IL-10,
including its biological characteristics, immunological and genetic
mechanisms, their impact on the leukemia microenvironment, as well as
their clinical implications and highlight the questions that are still to be
answered in this field of research.

2. Biology of interleukin-10

IL-10 is a key regulatory molecule for suppressing immune responses
and acts by blocking the production and function of a variety of cyto-
kines. It is produced by several immune cells, including dendritic cells,
macrophages, neutrophils, natural killer (NK) cells and different subsets
of T cells and B cells, which are, in addition to producers, targets of its
biological effects [15-20]. Due to it is pleiotropic function in various cell
types, IL-10 has different reported roles during the development and
progression of cancer [21-23]. The pro-tumorigenic effect of IL-10 is
mediated by diminished anti-tumour immunity, which contributes
positively to tumor growth and promotion. Nonetheless, it is believed
that IL-10 may exert an anticancer effect by reducing tumor-promoting
inflammation and stimulating CD8" T cells in the tumor

microenvironment [23,24].

IL-10 has a homodimeric structure that is composed of two non-
covalently linked monomers. Inside each monomer, there are two di-
sulfide bridges (C30-C126 and C80-C132) that are essential for main-
taining the structure and biological activity of this cytokine [16,19]. The
action of IL-10 occurs via a transmembrane receptor complex, which is
composed of IL-10R1 and IL-10R2, and is capable of regulating immune
responses. In some cell types, such as monocytes or macrophages, for
example, IL-10 decreases the production of inflammatory mediators and
inhibits antigen presentation, although it increases their uptake [16].
Furthermore, the special physiological relevance of this cytokine lies in
its preventing and limiting specific, exacerbated and nonspecific im-
mune reactions and, consequently, tissue damage [16,25].

Several factors have been described and may be associated with
irregular expression of 1L-10, which affects immune homeostasis and
increases the risk of cancer [26,27]. It has been described that single
nucleotide variants (SNVs) in the promoter region of the IL10 gene
promote increased IL-10 expression, which are significantly correlated
with the susceptibility and pathogenesis of childhood ALL [27,28]. The
IL10 gene is located on chromosome 1q31-32 and encodes 178 amino
acids, with the promoter region presenting many SNVs that tend to alter
the transcription of the gene and, consequently, the production of the
molecule [29]. The IL-10, —1082 A > G genotype, for example, dem-
onstrates an increased risk of B-ALL and T-ALL [29]. In addition, plasma
levels of IL-10, associated with the presence of polymorphisms in the
IL10 gene, may also influence the response to treatment in patients with
ALL [30].



F.S. Silva et al

-

_\'.
@
A

| Antigen presentatio

| T cell priming
t M2 macrophage
' polarization
—B/o - % 1 T cell suppression
marrow

microenv

Fig. 2. IL-10 effects in the leul

| Activating
receptor

46

Cytokine 171 (2023) 156371

~
\ Autocrine
1 signalling?
’

t Mobilization/Recruitment

Thi differentiati
T Survival/Growth o Srentaton
| Immunogenicity 1 Suppressive functions

T tIL-10 and TGF-B production

1 NK cellinhibition

t. Interleukin (IL)-10-induced signaling has been shown to be important for the progression of full-blown

leukemia, and occurs in several immune cells such as Thl cells, CTLs, APCs, Treg cells, and NK cells within the leukemic microenvironment. This cytokine plays an
important role in the proliferation of leukemic cells while decreasing cytotoxic responses. This is largely mediated through IL-10R autocrine signaling, which supports
the survival and immune escape of leukemic cells (MHC-I downregulation, for example), as well as reduces the APC ability for priming T cells via downregulation of
stimulatory molecules (MHC-II and CD80/CD86, for example). In addition, the antitumor responses are strongly reduced by the upregulation of immune checkpoints
(such as PD1-PDL1 and CTLA4) that inhibit T cell and NK cell effector functions, leading to apoptosis as a consequence of the high presence of IL-10, which is strongly
produced by Treg cells and the leukemic cells themselves. Key surface molecules regulated by IL-10 and the interacting ligands and receptors are shown. The
antitumor or protumor biological effects of this signaling in each cell are summarized in boxes (green and red, respectively). APC - antigen-presenting cell; CTL -
cytotoxic T lymphocytes; CTLA4 - cytotoxic T lymphocyte antigen 4; CXCR4 - CXC-chemokine receptor 4; IL-10R - interleukin-10 receptor; LCs - leukemic cells; MHC
- major histocompatibility complex; NK - natural killer; PD1 - programmed cell death 1; PDL1 - programmed cell death 1 ligand 1; TCR- T cell receptor; TGFf -

transforming growth factor beta; Th1 - T helper 1; Treg- regulatory T cells.
3. The role of IL-10 in leukemogenesis

In the early 1980 s, the genetic foundations for the development of
neoplasms were established, starting with the careful characterization of
structural chromosomal abnormalities. In addition, the discovery of
genetic anomalies present in the tumor genome allowed the identifica-
tion of a range of genes that mutate during the hematopoiesis process
[31]. The hematopoietic cycle involves cell development and matura-
tion in a hierarchical fashion from the hematopoietic stem cell (HSC),
and is characterized by its capacity for self-renewal and differentiation
into specialized cells in the blood tissue and the immune system [32].

As cell production and maturation occur, the differentiation poten-
tial of progenitor cells is restricted until a single mature cell type is
generated [32]. During this process, several external events can
contribute to the occurrence of genetic mutations that affect the ho-
meostasis of the hematopoietic microenvironment, thus contributing to
oncogenesis [33]. These genetic mutations can activate cell survival
pathways and interfere with the regulation of growth and differentiation
of normal blood cell progenitors, which favors the oncogenic trans-
formation that sustains the main characteristics of the neoplastic process
[7,33].

In fact, the expression and/or activation of specific genes is associ-
ated with the pathogenesis of hematological cancers, especially acute
leukemias. However, in addition to intrinsic changes, one of the key
events for the development of ALL is the remodeling of the hemato-
poietic microenvironment by leukemic cells. This process can occur as a

result of the release of a range of immune mediators, including cyto-
kines, chemokines and growth factors, which promote cell activation,
survival and proliferation [34-38]. In addition, the immunological
mechanisms involved in triggering ALL remain poorly understood.

Mel Greaves tries to explain the process of leukemogenesis using the
hypothesis of late infection, which is divided into two critical stages:
first, an intrauterine event and, second, a postnatal event that would
promote the development of ALL [39]. This hypothesis is based on
exposure time and stimulation of the immune system, with a genetic
mutation, originating in the womb, that would produce a pre-leukemic
clone. Subsequently, after birth, natural microbial exposure during early
childhood would lead to deficient and dysregulated immune responses,
thereby promoting a new mutation and resulting in the development of
cancer [39,40].

Interestingly, a study carried out by Chang et al. [8] suggests that
newborns who develop ALL during early childhood may have a consti-
tutively lower expression of IL-10 at birth. This low production results in
a propensity to react to normal infections in a hypersensitive manner,
especially during the first year of life, which may induce a progression
from pre-leukemic clones via infection-related inflammatory processes
(Fig. 1). Based on these findings, IL-10 has been the subject of studies
that seek to understand its possible impact on the leukemogenesis pro-
cess in ALL, since its levels are systematically regulated to avoid con-
ditions associated with its decrease or increase [19].

It is notable that the production of IL-10 by cells in the tumor
microenvironment usually presents a pro-tumorigenic rather than anti-
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tumor activity, based on the reduction of immune surveillance, stimu-
lation of angiogenesis, in addition to contributing to proliferation and
metastatic dissemination, and acting in this way as a strong opponent of
the immune response against cancer [9,21,23,41]. In contrast, its
decrease was associated with transformation of B cell precursors in the
bone marrow microenvironment [30,42-44]. Studies have shown that
the IL-10 deficit, associated with high levels of pro-inflammatory cyto-
kines such as IL-1a, IL-6, IL-12, IL-13 and GM-CSF, indirectly impairs
lymphopoiesis, thereby increasing the promotion of damage in the DNA
of B cells [43].

4. The role of IL-10 in leukemia

Overexpression of IL-10 or its receptor (IL-10R) has been observed in
several hematologic malignancies, including leukemia [45-48]. IL-10
has the ability to promote survival and immune evasion of leukemia
cells while decreasing anti-tumor responses in the leukemia microen-
vironment (Fig. 2) [49-54]. In this context, it is observed in vitro that, in
chronic lymphocytic leukemia (CLL), the capacity for survival and
proliferation of leukemic B cells depends on the production and auto-
crine signaling of IL-10, which suggests that it acts as a growth factor for
the cancer cells themselves [49]. In addition, an IL-10-induced upre-
gulation of the IL-2 receptor was observed, which acts synergistically to
promote its activation [54]. Moreover, the presence of IL-10 supports
proliferation, survival and even resistance to chemotherapy, and may
maintain the homeostasis of leukemic stem cells in the bone marrow
microenvironment, mainly via the action of regulatory T cells (Treg)
[55,56].

There are reports of antitumor effects of IL-10 in vitro, which
apparently depend on the type of leukemia, the microenvironment and
even the patient’s biological factors [49,50,54,57-64]. Studies have also
shown that in vitro treatment of leukemic cells of myeloid lineage (my-
eloblasts) with IL-10 reduced tumor expansion and inhibited the pro-
duction of pro-tumor cytokines such as IL-1p and IL-6 [60-62,65].
Furthermore, it was observed that B-chronic lymphocytic leukemia cells
supplemented with IL-10 in vitro resulted in dose-dependent cell death
[63]. In acute myeloid leukemia (AML), the presence of elevated con-
centrations of IL-10 has been reported, with higher survival rates and
better responses to chemotherapy [47]. These findings suggest that IL-
10 is involved in the pathophysiological process of the disease,
although the role of this interleukin in leukemogenesis remains to be
described [46,66]. Moreover, the dual-role of IL-10 in leukemogenesis
can be justified by the fact that this cytokine has a variety of functions
that depend considerably on the cellular and molecular
microenvironment.

In this context, elevated levels of IL-10 exert protumoral effects, since
this cytokine promotes the growth and proliferation of tumor cells
through the activation of transcription factors such as STAT3, inhibiting
apoptosis and favoring escape from immunosurveillance. Furthermore,
increased IL-10 expression in primary cells has been described as an
indicator of poor prognosis and a predictor of metastatic development
[67,68]. Alternatively, IL-10 also presents antitumor activities through
the activation and recruitment of cytotoxic CD8" T cells and NK cells in
the tumor microenvironment, stimulating lymphocyte and antibody-
dependent immune memory and inhibiting the inflammatory axis of
macrophages. This further promotes a downregulation of the synthesis
of pro-angiogenic factors and reduces the release of pro-inflammatory
cytokines that aid tumor growth, survival and invasion [68,69].

It is worth highlighting that combinations of cytokines, either with
each other or with chemokines or growth factors, produce more pro-
nounced effects than any single molecule, which may explain the lack of
reports of these antitumor effects in in vivo models [70,71]. Another
explanation for these conflicting roles is that IL-10 may play a dual role
in tumorigenesis and cancer development, with the initiation of the
process being affected by this cytokine, which may act predominantly to
stimulate cytotoxic T lymphocytes (CTL) and NK-mediated cancer cell
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death. However, if cancer cells survive and re-wire themselves to express
the IL-10R, IL-10 production in the tumor microenvironment may pri-
marily act as a potent cancer promoter [21].

In the context of childhood ALL, IL-10 appears to be strongly asso-
ciated with leukemic progression. Several findings have demonstrated
elevated levels of IL-10 at the time of diagnosis, which decreased after
induction therapy and apparently reflected the patients’ leukemic
burden, and may be related to a worse clinical outcome in all disease
subtypes [12,72-75]. Moreover, patients who tested positive for
measurable residual disease (MRD) exhibited higher levels of IL-10 in
the bone marrow compartment, whereas lower levels of this molecule
were observed in patients with negative MRD at the end of remission
induction therapy [76].

Ultimately, production of IL-10 is recognized as an immune evasion
mechanism adopted by leukemic cells to reduce their immunogenicity
and escape immunosurveillance [36,40]. This is evidenced by extensive
research that shows that leukemia-reactive T cells often fail to be acti-
vated, undergoing anergy or even apoptosis during the initial presen-
tation of tumor antigens [34,35). The biological explanation is that
leukemia cells often produce significant levels of IL-10, which down-
regulates the ability of antigen-presenting cells to initiate cytotoxic T
cell-mediated responses [36-39]1. Therefore, currently available data
suggest that IL-10 may play an important role in immune evasion and
disease progression in ALL.

5. IL-10 and its clinical applications

Cytokine-based immunotherapy has so far been a promising area of
investigation, though only IFN-« and IL-2 cytokines have received FDA
approval for anticancer therapy [77]. Several problems persist with
cytokine-based therapies, which are broadly categorized into high
toxicity and low efficacy. Vast pleiotropism and redundancy in
signaling, as well as dual immunosuppressive and immunostimulatory
functions also contribute to suboptimal safety and efficacy [24.78].
However, cytokine-based therapies continue to be an important field of
investigation, especially considering the anti-inflammatory and immu-
nostimulatory functions of certain cytokines, such as IL-10.

In cancer, early research aimed to neutralize IL-10 to mediate tumor
rejection through T-cell stimulation. However, this approach has been
limited by severe and potentially fatal inflammatory toxicities [23].
Current research has sought to explore its immunostimulatory potential,
focusing on increasing local levels of IL-10 in the tumor microenviron-
ment to mediate tumor regression, since stimulation of IL-10-dependent
CD8" T cells has been shown to induce a strong tumor-specific immunity
[79]. Administration directly to the tumor site has been shown to reduce
toxicity and increase the efficacy of immunotherapy, decreasing off-
target systemic proinflammatory effects and increasing local drug con-
centrations, respectively [80,81].

In vivo, the antitumor mechanisms of IL-10 conjugated to poly-
ethylene glycol (pegylation) have been well documented and shown to
work synergistically with anti-PD-1 therapy [79,82,83]. However, a
phase Ib trial failed to demonstrate additional benefits when using the
combination of IL-10 and pembrolizumab or nivolumab [84]. Studies
evaluating the binding to IL-10R also brought about important discov-
eries regarding the immunostimulatory potential of IL-10. Gorby et al.
[85] developed an IL-10 construct with a potent immunomodulatory
effect, which targeted the p subunit of the receptor (IL-10Rf) with the
highest affinity. These data indicate that the relative affinity and avidity
of IL-10 to receptor subunits may provide an insight into the lack of
efficacy in certain settings.

Another possible therapeutic approach would be to explore the
immunosuppressive potential, which could occur by blocking IL-10,
with the aim of changing the immunological landscape, sequestering
the immunosuppressive network and allowing the establishment of
specific and more effective cytotoxic responses against leukemic cells.
Reports investigating this therapeutic strategy have shown promising
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Table 1
Dual-role of IL-10 in leukemogenesis and tumor progression of acute lymphoblastic leukemia.
IL-10 behavior Population Country Findings and clinical implications References
Decrease Newborns USA Low levels of IL-10in les of 1 blood spots indi ad ion in the immune [8]
response, conferring a greater susceptibility to the development of ALL
Below the Newborns Denmark IL-10 levels were below the detection threshold in dried blood-spot samples from neonates [10]
detection level
Increase Pediatric Brazil High levels of IL-10 in bone-marrow samples from pediatric patients at the time of diagnosis [2
patients
Increase Pediatric China High levels of IL-10 in peripheral blood samples from pediatric patients at the time of [13,14]
patients diagnosis
Increase Pediatric China Pediatric patients showed a trend towards increased serum IL-10 levels [28]
patients
Increase Pediatric Poland High levels of IL-10 in peripheral blood samples from pediatric patients at the time of 74
patients diagnosis
Increase Pediatric Brazil MRD-positive patients at the end of induction therapy showed a trend towards increased [76]
patients levels of IL-10 in the bone marrow samples

ALL, Acute lymphoblastic leukemia; USA, United States of America; MRD, Measurable residual disease.

results in enhancing antitumor responses mediated by CD8" T cells and
NK cells [83,86-38]. However, in order to provide safe and effective
therapeutic strategies, further studies are needed to fully evaluate the
effects resulting from the modulation or inhibition of IL-10.

6. Conclusions and perspectives

To our knowledge, few works have investigated the dual role of IL-10
in ALL and its impact on the evolution of the disease and, especially, on
its development from the first stimulus. Patients who develop ALL have a
deficit in the production of IL-10 at birth, with increased levels of this
molecule on diagnosis, mainly in the medullary compartment, which
show a clear decline at the end of remission chemotherapy (Table 1)
[89-92]. This behavior leads us to believe that this cytokine actively
participates in the development and maintenance of the disease since,
with the elimination of leukemic cells, the concentration of the molecule
presents a significant decrease and the levels of pro-inflammatory and/
or cytotoxic mediators are reestablished [12,76,93]. Furthermore, it is
known that elevated levels of IL-10 in the tumor microenvironment are
associated with a worse prognosis in a variety of cancers [94-98].

Similarly, the cytokine TGF-f promotes a highly immunosuppressive
tumor environment, with shared properties and mechanisms of action,
decreasing Th1, Th2 and Th17 effector phenotypes, and maintaining the

Leukemogenesis

| IL-10 levels

immunosuppressive phenotype of T cells [99,100]. In addition, the
recently discovered cytokine IL-35 has also been shown to exert
important effects on the regulation of T cells, converting them into IL-
35-producing immunosuppressive T cells through inhibition of Thil
and Th17 effector profiles [101,102]. These cytokines are secreted by
diverse immune populations, including cells of the innate and adaptive
immune system and, in certain scenarios, by tumor cells, which ulti-
mately drive the immunosuppressive fate of the tumor niche and regu-
late the growth and proliferative capacity of tumor cells [103-105].

A study carried out in pediatric patients with ALL demonstrated a
significant decrease in serum levels of TGF-p [14]. In contrast, high
levels of IL-35 were observed, which was associated with low white
blood cell and platelet counts, thereby indicating an influence on the
prognosis of ALL [106]. Likewise, adult patients with AML also exhibi-
ted an increase in IL-35 levels in bone marrow and peripheral blood,
which was significantly correlated with the clinical stages of leukemia
and acts as a diagnostic and prognostic indicator [46,107-109]. In
addition, IL-35 has also been shown to promote immune escape from
leukemic blasts, thus increasing proliferation and reducing apoptosis of
these tumor cells, and suggests the involvement of IL-35 in the patho-
genesis of AML [107].

In conclusion, these data highlight that IL-10 plays an intriguing and
paradoxical role in the development and progression of ALL. Based on

Fig. 3. The dual role of IL-10 in leuke-
mogenesis and leukemia. Changes in IL-
10 levels have a deleterious effect. Low
levels of this cytokine promote hyperactive
immune responses, leading to a state of
immunological stress characterized by
excessive inflaimmation that determines
tumor development, i.e., leukemogenesis.
In this process, acquired genetic mutations
drive the emergence of pre-leukemic
clones that impair normal lymphopoiesis.
On the other hand, increased levels of IL-
10 have been shown to be a crucial fac-
tor for the survival and proliferation of
leukemic cells, promoting the inhibition of
antitumor responses, increasing immuno-
suppression and possibly aiding in che-
moresistance. Thus, in leukemia, the high
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this imbalance, in which, on one side of the scale decreased IL-10 levels
are associated with increased susceptibility to ALL; and on the other,
elevated levels in the leukemia microenvironment are related to disease
progression (Fig. 3). Interestingly, the role of IL-10 in cancer biology,
specifically in ALL, remains little explored. In this sense, a better un-
derstanding of the impact of IL-10, in addition to other immunoregu-
latory cytokines, may have important implications for the development
of new therapeutic strategies for this disease. Lastly, we suggest that
future studies are needed to elucidate the mechanisms by which IL-10
can influence the natural history of ALL in order to further clarify the
double role of this cytokine.
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5.2. CAPITULO Il - DADOS OBTIDOS NO ESTUDO

5.2.1. CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS DOS
PACIENTES

A mediana de idade entre os individuos do grupo controle e pacientes com LLA
foi de 36 (IQR 24-51) e 7 anos (IQR 4-13), respectivamente. O subtipo B demonstrou ser
0 mais frequente na populacdo estudada. O género masculino foi predominante para
ambos o0s grupos do estudo (67% e 51%). Os dados demograficos e laboratoriais estdo
descritos na Tabela 4. Dentre os individuos com LLA, 52% apresentaram algum tipo de
comorbidade como doencas infecciosas (42%) (ex. Citomegalovirus, toxoplasmose,
doencas parasitérias, dentre outros), e outras comorbidades (58%) (ex. adenomegalia e
linfoma de Burkitt). Aproximadamente 52% dos pacientes com LLA recairam durante o
tratamento e 34% foram a obito ao decorrer do tratamento. Além disso, a mediana de
hemoglobina foi de 8,7 g/dL, hematdcrito 25,8 g/dL, leucécitos 4,585/mm3 e plaquetas
54,000/mma3.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes com leucemia linfoblastica
aguda e controles selecionados.

Variaveis Grupo Controle Pacientes com LLA
n=177 n=102
Idade (anos, mediana [IQR])? 36 [24-51] 7[4-13]
Género
Masculino, n (%) 119 (67%) 52 (51%)
Feminino, n (%) 58 (33%) 50 (49%)
Comorbidades
Sim, n (%) - 53 (52%)
Doencas Infecciosas, n (%) - 22 (42%)
Outras, n (%) - 31 (58%)
N&o, n (%) - 49 (48%)
Imunofendtipo
LLA-B, n (%) - 89 (87%)
LLA-T, n (%) - 13 (13%)
Grupo de Risco
Baixo - 21 (20%)
Intermediario - 10 (10%)
Alto - 71 (70%)
Recaida
Sim, n (%) - 53 (52%)
Né&o, n (%) - 49 (48%)
Obito
Sim, n (%) - 35 (34%)
N&o, n (%) - 67 (66%)
Hemoglobina (g/dL, mediana [IQR]) - 8,7 [7,5-9,5]
Hematdcrito (g/dL, mediana [IQR]) - 25,8 [22,8-28,7]
Leucdcitos (g/dL, mediana [IQR]) - 4.585 [2.693-31.650]
Plaquetas (g/dL, mediana [IQR]) 54.000 [23.000-466.000]

Abreviagdes: g/dL, Grama por decilitro; IQR, Intervalo Interquartil. Valores de referéncia: Hemoglobina: 12 — 18 g/dL; Hematécrito: 42-52% Leucécitos: 5.2 — 12.4 x10%/pL;
Plaquetas: 130 — 400 x10%/pL.
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5.2.2. ASSOCIA(;AO DOS GENOTIPOS E ALELOS DOS POLIMORFISMOS

EM ESTUDO COM LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

As variantes mais frequentes na populacdo estudada foram rs3021094 e
rs1800896 (Tabela 5), com frequéncia do menor alelo (MAF), variando entre 74% e 54%
entre os pacientes com LLA. Entre os SNVs estudados, pode-se observar que o genotipo
IL10 G/T rs3021094 (modelo sobredominante [OR: 6,13; IC 95%: 3,43 — 10,94,
p=0,005]) parece ser um fator de risco para o desenvolvimento de LLA na populagdo em
estudo, bem como o gendtipo IL10 A/G rs1800871 (modelo dominante [OR: 1,47; IC
95%: 0,88- 2,44, p=0,05]). Entretanto, o gendtipo IL10 T/C rs1800896 (modelo
codominante [OR: 0,01; IC 95%: 0,01 — 0,02, p=0,002]), demonstrou ser indicador de

protecdo para LLA, conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 5. Frequéncia dos alelos e gendtipos de single nucleotide variant (SNVs) no gene

IL10 em pacientes com leucemia linfoblastica aguda e individuos controles.

. Grupo Controle Pacientes Valor
Genotipos n=177 (%) comLLA OR (CI 95%) de
- ° n=102 (%) p
1L10 G>T rs3021094
G 34 (10%) 56 (26%)
T 320 (90%) 148 (74%) 0.28 (1.18 — 0.45) 0.001
1L10 A>G rs1800871
A 128 (36%) 83 (41%)
G 226 (64%) 121 (59%) 0.82 (0.57 - 1.18) 0.318
IL10 T>C rs1800896
T 278 (79%) 93 (46%)
C 76 (21%) 111 (54%) 4.36 (2.99 - 6.34) 0.001

Abreviagdes: OR, Odds Ratio; Cl,Intervalo de confianca de 95%; Valor de p:<0,05.
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Tabela 5. Analise multivariada ajustada por sexo e idade para associacdo de single

nucleotide variant (SNVs) em estudo com leucemia linfoblastica aguda e em individuos

controles.
Grupo Pacientes valor
Modeos Genéticos Controle com LLA OR (CI 95%) dep AlC
n=177 (%) n=102 (%)
1L10 G>T rs3021094
Codominante
TT 148 (84%) 49 (48%)
GT 24 (14%) 50 (49%) 6.29 (3.51 -11.29) 0.003 330.8
GG 5 (3%) 3 (3%) 1.81 (0.42 — 7.86)
Dominante
TT 148 (84%) 49 (48%)
GT-GG 29 (16%) 53 (52%) 5.52 (3.17 - 9.63) 0.001 331.6
Recessivo
TT-GT 172 (97%) 99 (97%)
GG 5 (3%) 3 (3%) 1.04 (0.24 — 4.46) 0.318 370.4
Sobredominante
TT-GG 153 (86%) 52 (51%)
GT 24 (14%) 50 (49%) 6.13 (3.43 - 10.94) 0.005 329.4
Log-Aditivo
0,1,2 177 (63%) 102 (37%) 3.72 (2.26 — 6.14) 0.001 340.8
1L10 A>G rs1800871
Codominante
GG 75 (42%) 34 (33%)
AG 76 (43%) 53 (52%) 1.54 (0.90 - 2.63) 0.095 369.9
AA 26 (15%) 15 (15%) 1.27 (0.60 — 2.70)
Dominante
GG 75 (42%) 34 (33%)
AG-AA 102 (58%) 68 (67%) 1.47 (0.88 —2.44) 0.050 368.1
Recessivo
GG-AG 151 (85%) 87 (85%)
AA 26 (15%) 15 (15%) 1.00 (0.50 — 1.99) 0.332 370.4
Sobredominante
GG-AA 101 (57%) 49 (48%)
AG 76 (43%) 53 (52%) 1.44 (0.88 — 2.34) 0.050 368.2
Log-Aditivo
0,1,2 177 (63%) 102 (37%) 1.21 (0.85-1.72) 0.097 369.3
1L10 T>C rs1800896
Codominante
TT 112 (63%) 0 (0%)
TC 54 (31%) 99 (97%) 0.01 (0.01 -0.02) 0.002 219.2
CcC 11 (6%) 3 (3%) 0.01 (0.01 -0.13)
Dominante
TT 112 (63%) 0 (0%)
TC-CC 65 (37%) 102 (100%) 0.01 (0.01 -0.02) 0.006 227.2
Recessivo
TT-TC 166 (94%) 99 (97%)
CcC 11 (6%) 3 (3%) 0.46 (0.12 - 1.68) 0.069 368.8
Sobredominante
TT-CC 123 (70%) 3 (3%)
TC 54 (30%) 99 (97%) 75.17 (22.81 — 247.65) 0.001 231.0
Log-Aditivo
0,1,2 177 (63%) 102 (37%) 11.05 (5.69 —21.47) 0.002 290.6

Abreviagdes: OR, Odds Ratio; Cl,Intervalo de confianga de 95%; AIC, Valor do critério de informacéo de Akaike. Valor de p:<0,05.
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5.2.3. ASSOCIACAO DOS GENOTIPOS E ALELOS DOS POLIMORFISMOS

EM ESTUDO COM RECAIDA

Na Tabela 7, observamos a associag¢ao dos SNVs estudados com o risco de recaida.
O gendtipo IL10 G/T rs3021094 parece ser um indicador de protecdo contra recaida
(modelo sobredominante [OR: 0,16; IC 95%: 0,07-0,37, p= 0,003]). Ja o genotipo 1L10
T/C rs1800896 foi associado com o risco de recaida em pacientes com LLA (modelo
codominante [OR: 2,21; IC 95%: 0,19-25,2, p= 0,012]). Contudo, ndo foi observado
associacdo no gendtipo IL10 T/C rs1800871.

Tabela 6. Analise multivariada ajustada por sexo e idade para associacdo de single

nucleotide variant (SNVs) em estudo com recaida.

Genetic ~ Recaida . Valor
models Néo Sim OR (CI 95%) dep AIC
n=49 (%) n=53 (%)
1L10 G>T rs3021094
Codominante
TT 13 (27%) 36 (68%)
GT 35 (71%) 15 (28%) 0.15(0.06 —-0.37)  0.001 127.6
GG 1 (2%) 2 (4%) 0.72 (0.06 — 8.65)
Dominante
TT 13 (26%) 36 (68%)
GT-GG 36 (74%) 17 (32%) 0.17 (0.07 -0.40) 0.007 127.2
Recessivo
TT-GT 48 (98%) 51 (96%)
GG 1 (2%) 2 (4%) 1.88(0.17-21.44) 0.200 145.0
Sobredominante
TT-GG 14 (29%) 38 (72%)
GT 35 (71%) 15 (28%) 0.16 (0.07-0.37) 0.003 125.7
Log-Aditivo
0,1,2 49 (48%) 53 (52%) 0.24(0.11-0.54) 0.007 131.6
1L10 A>G rs1800871
Codominante
GG 18 (37%) 16 (30%)
AG 26 (53%) 27 (51%) 1.17 (049 — 2.77) 0.144 1456
AA 5 (10%) 10 (19%) 2.25(0.63 - 7.99)
Dominante
GG 18 (37%) 16 (30%)
AG-AA 31 (63%) 37 (70%) 1.34 (0.59-3.07) 0.161 14438
Recessivo
GG-AG 44 (90%) 43 (81%)
AA 5 (10%) 10 (19%) 2.05(0.65-6.48) 0.070 1437
Sobredominante
GG-AA 23 (47%) 26 (49%)
AG 26 (53%) 27 (51%) 0.92 (0.42-2.00) 0.276 145.2
Log-Aditivo
0,1,2 49 (48%) 53 (52%) 1.41 (0.78- 2.55) 0.083 143.9
1L10 T>C rs1800896

Codominante
CcC 2 (4%) 1 (2%)
TC 47(96%) 52 (98%) 2.21(0.19-25.2) 0.012 128.6
Log-Aditivo
0,1,2 49 (48%) 53 (52%) 2.21(0.19-25.2) 0.012 128.6

Abreviagbes: OR, Odds Ratio; Cl,Intervalo de confianga de 95%; AIC, Valor do critério de informagéo de Akaike. Valor de p:<0,05.
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5.2.4. ASSOCIACAO DOS GENOTIPOS E ALELOS DOS POLIMORFISMOS
EM ESTUDO COM OBITO

No estudo correspondente ao risco de 6bito descrito na Tabela 8, é possivel

observar que o gendtipo IL10 G/T rs3021094 (modelo dominante [OR: 0,48; IC 95%:

0,21-1,10, p= 0,026]), bem como IL10 T/C rs1800871 (modelo sobredominante [OR:

0,48; 1C 95%: 0,21-1,10, p= 0,026]) e IL10 T/C rs1800896 (modelo codominante OR:

0,01; 1C 95%: 0,01-0,58, p= 0,012]) demonstraram ser indicadores de protecdo ao 6bito

em pacientes com LLA.

Tabela 7. Andlise multivariada ajustada por sexo e idade para associa¢do de single
nucleotide variant (SNVs) em estudo com 6bito em pacientes com leucemia linfoblastica
aguda.

Obito
- Néao Sim Valor
Modelo Genético =67 n=35 OR (Cl 95%) dep AlC
(%) (%0)
1L10 G>T rs3021094
Codominante
TT 28 (42%) 21 (60%)
GT 37 (55%) 13 (37%) 0.47 (0.20 - 1.09) 0.069 134.0
GG 2 (3%) 1 (3%) 0.67 (0.06 — 7.85)
Dominante
TT 28 (42%) 21 (60%)
GT-GG 39 (58%) 14 (40%) 0.48 (0.21 - 1.10) 0.026 132.1
Recessivo
TT-GT 65 (97%) 34 (97%)
GG 3 (3%) 1 (3%) 0.96 (0.08 -10.92) 0.323 135.2
Sobredominante
TT-GG 30 (45%) 22 (63%)
GT 37 (55%) 13 (37%) 0.48 (0.21 - 1.11) 0.027 132.2
Log-Aditivo
0,1,2 67 (66%) 35 (34%) 0.54 (0.25 - 1.16) 0.036 132.6
1L10 A>G rs1800871
Codominante
GG 20 (30%) 14 (40%)
AG 39 (58%) 14 (40%) 0.51(0.21 -1.28) 0.067 134.0
AA 8 (12%) 7 (20%) 1.25 (0.37 — 4.25)
Dominante
GG 20 (30%) 14 (40%)
AG-AA 47 (70%) 21 (60%) 0.64 (0.27-1.50) 0.103 134.1
Recessivo
GG-AG 59 (82%) 28 (80%)
AA 8 (12%) 7 (20%) 1.84 (0.61 — 5.59) 0.094 134.0
Sobredominante
GG-AA 28 (42%) 21 (60%)
AG 39 (58%) 14 (40%) 0.48 (0.21 -1.10) 0.026 132.1
Log-Aditivo
0,1,2 67 (66%) 35 (34%) 0.95 (0.52-1.76) 0.293 135.2
1L10 T>C rs1800896
Codominante
CcC 0 3 (9%)
TC 67(100%) 32 (91%) 0.01 (0.01 - 0.58) 0.012 128.6
log-Aditivo
0,1,2 67 (66%) 35 (34%) 0.01(0.01-0.58) 0.012 128.6




58

5.2.5. ASSOCIACAO DOS SNVs IL10 A/G rs1800871, T/C rs1800896, G/T

rs3021094 COM A PRODU(;AO DA CITOCINA IL-10

As concentragBes de IL-10 na leucemia linfoblastica aguda entre os gendétipos
estudados estdo descritos na Figura 10. E possivel observar um discreto aumento de IL-
10 no gendtipo mutado rs1800871 (A/A) na medula 6ssea e no sangue periférico, quando
comparado aos individuos homozigoto (G/G) e heterozigoto (A/G). Contudo, ndo ha uma
diferenca significativa que apresente uma relagdo com a LLA. Além disso, 0s gendtipos
A/G rs1800871 e T/C rs1800896 também nao apresentaram alteracGes significativas que

possibilitem associacdo com a doenca.

Figura 10. Concentracdes circulantes de citocina entre os genétipos do SNV IL10 em

pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda.
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Concentragdes de citocina circulante (IL-10) entre os gendtipos categorizados em subgrupos denominados: tipo selvagem (),
heterozigoto (mmm) e mutante homozigoto (HEM) em 42 pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda. Os dados sdo expressos em
pg/mL para citocinas. NA= Néo aplicavel.
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6. DISCUSSAO

A LLA é uma doenga onco-hematoldgica multifatorial, de evolugdo rapida, clinica
e biologicamente heterogénea que se caracteriza pela hiper proliferacdo de progenitores
linfoides imaturos e o acimulo de clones malignos na medula 6ssea, com liberacdo no
sangue periférico e em tecidos extramedulares (107). Embora o mecanismo
fisiopatogénico exato seja desconhecido, a predisposicdo genética, a presenca de
variantes de nucleotideo Unico e um microambiente medular alterado demonstraram
fortes associagdes com o desenvolvimento da doenca. Estudos recentes tém focado no
papel de SNVs que afetam a expressdao de genes especificos que estdo associados a

sobrevivéncia celular e ao surgimento e progressao da LLA (83).

A 1L-10 é uma citocina reguladora chave para suprimir respostas imunes e
bloquear as funcbes e a sintese de diversas citocinas. E produzida por uma ampla
variedade de células, incluindo as células T auxiliares (células Th2), células T CDS,
células NK e células dendriticas. A 1L-10 também € produzida por células tumorais, 0
que foi correlacionado com a sua capacidade de causar imunossupressdo (108). Além do
seu papel na regulacdo imunoldgica, a IL-10 apresenta dois efeitos durante o

desenvolvimento tumoral, isto €, a promocdo do cancer e a inibicdo do cancer (109)

As concentracBes plasmaticas de IL-10, associadas a presenca de SNVs no gene
IL10 tém sido alvo de diversos estudos com o objetivo de esclarecer o seu papel no cancer
e em outras doencas, uma vez que SNVs nas regides reguladoras e codificadoras de genes
podem alterar o nivel de expressdo, funcdo dos genes ou dos produtos codificados (88).
Nesse sentido, a avaliagdo desses SNVs pode contribuir para o estabelecimento de novos
parametros para 0 acompanhamento de pacientes com LLA, auxiliando em abordagens

terapéuticas mais precisas.

Em nosso estudo, ao avaliar o perfil clinico e demografico da populacdo estudada,
nossos achados demonstraram que o subtipo LLA-B é o mais frequente e a mediana de
idade entre os pacientes foi de 7 anos, 0 que corrobora com outros estudos que descrevem
0s mesmos dados como o padrdo epidemioldgico mais comum (110-112). O género
masculino apresentou maior frequéncia, semelhante ao que foi descrito por Alves et al. e
Bonilha et al. em estudos com pacientes do Amazonas e Rio de Janeiro, respectivamente
(113,114). Dentre os individuos com LLA, 52% apresentaram algum tipo de comorbidade
0 que pode influenciar para um pior prognostico devido a complica¢des associadas a

diferentes patdgenos (112,115). Além disso, aproximadamente 52% dos pacientes com
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LLA recairam e 34% foram a 6bito ao decorrer do tratamento. Esses achados estdo de

acordo com outros estudos que relataram taxas de recaida de até 58,5% (116).

No que diz respeito ao perfil genético desses individuos, nosso estudo demonstrou
que 0s SNVs rs3021094, rs1800871 podem estar associados ao risco de desenvolvimento
de LLA. Ja o SNV rs1800896 do gene IL10 demonstrou um efeito protetor contra a
doenga. Os SNVs rs1800871 e rs1800896 estdo localizados na proximidade do local de
transcricdo no promotor do gene 1L10, o que revela o potencial regulatério dessas
variantes, uma vez que essa regido é altamente polimorfica e apresenta dois
“microssatélites” (IL-10R e IL-10G) que influenciam na transcricdo do gene e afetam a

producdo da molécula (117).

O nivel de ativacdo transcricional de um gene depende da ligacdo de fatores
regulatdrios as sequéncias de reconhecimento especificas no promotor (118). A presenca
de SNVs nos locais de ligacdo do fator de transcricdo podem levar a aberracfes nos
mecanismos regulatérios normais do gene, contribuindo para o desenvolvimento do
cancer (119). O SNV rs1800871 foi estudado em uma ampla gama de popula¢6es em todo
0 mundo, como coreana, indiana, tunisiana e chinesa e foi apontado como preditor de
risco de cancer cervical em quatro modelos genéticos, com excec¢do do modelo recessivo
(119).

Em um estudo realizado com uma populacéo iraniana, o rs1800871 foi descrito
como fator de risco a suscetibilidade ao Iipus eritematoso sistémico (101). Outros
achados, apontam que rs1800871 pode conferir maior risco para o desenvolvimento de
Linfoma ndo-Hodkin, cancer de mama e adenoma hipofisario (102,103,120). No presente
estudo, o SNV rs1800871 foi apontado como fator de risco para LLA estando também

associado a melhor sobrevida entre os pacientes.

Um estudo envolvendo a populacdo sudanesa demonstrou que o SNV rs1800896
estd associado a um risco aumentado de LLA em adultos (109). J& em um estudo com
pacientes com LMA das regides Central e Nordeste da Roménia ndo houve associagdo
entre 1L10 rs1800896 e o risco da doenca (109). O rs1800896 também foi associado a
suscetibilidade a cancer gastrico, de mama e linfoma nao-hodgkin (98-100). Em nosso
estudo o alelo C mutado (rs1800896 T/C) apresentou alta frequéncia em pacientes com
LLA e demonstrou estar associado ao risco de desenvolvimento da doenca. N0ss0s

achados demonstram ainda que o rs1800896 pode ser um marcador de melhor sobrevida
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entre os pacientes com LLA, porém, também foi observada associacdo com risco de

recaida.

O SNV rs3021094 esté localizado no primeiro intron do gene IL10 e parece alterar
o sitio de ligag&o do fator de transcri¢cdo Sp3, importante regulador de uma variedade de
genes, como inibidor de quinase dependente de ciclina (p27) que medeia a interrupcao do
ciclo celular (104,121). As regides intrénicas foram inicialmente consideradas como nédo
funcionais, contudo, evidéncias recentes defendem a funcionalidade do intron (122). Em
um estudo realizado com camundongos transgénicos, foi demonstrado que os introns

aumentam a eficiéncia transcricional (122).

Variantes em regides intrénicas foram documentadas em diversas doencas. Por
exemplo, mutacdes de codificacdo e de sitio de splice no gene MPZ foram descritos como
causa de uma neuropatia periférica desmielinizante chamada de doenca de Charcot-
Marie-Tooth tipo 1 (123). A proteina MPZ é necessaria para a mieliniza¢do adequada. O
primeiro intron do MPZ contém locais de ligacdo para os fatores de transcricdo SOX10 e
EGR2, que estdo envolvidos na regulacdo da expressdo de MPZ. A variante c.126-
1086T>A promove uma alteragdo em um nucleotideo no sitio de ligagdo SOX10

diminuindo sua atividade potenciadora (123).

Em um estudo realizado com pacientes com cancer colorretal no Taiwan, 0 SNV
rs3021094 1L10 foi associado ao maior risco de morte e menor sobrevida global (104).
Além disso, esse SNV também foi descrito como fator de risco para suscetibilidade a
osteoporose na populacdo Han do noroeste da China (105). Em nosso estudo, o alelo T
mutado (rs3021094 G>T) apresentou alta frequéncia em pacientes com LLA e parece ser
um fator de risco para o desenvolvimento da doenca. Contudo, nossos dados também

apontam para um efeito protetor em casos de Obito e recaida entre os pacientes com LLA.

Estes dados destacam o papel paradoxal da IL-10 na LLA demonstrando que, ao
mesmo tempo em que a ocorréncia destes SNVs aumenta as chances do desenvolvimento
de um processo neoplasico, também confere protecdo contra 6bito e recaida indicando
dois comportamentos distintos, conforme descrito na literatura. Alteragdes nas
concentracdes de IL-10 tém efeito deletério (83). Em baixas concentracdes, a molécula
promove respostas imunes hiperativas caracterizadas por inflamacgdo excessiva que
determina a leucemogénese. Por outro lado, o aumento de IL-10 leva a progressao tumoral
(83).
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A IL-10 inibe um amplo espectro de funcdes celulares, incluindo a expressao de
receptores coestimulatérios como CD80 e CD86 e a atuacdo de NF-kB, importante fator
de transcri¢do envolvido na producdo de citocinas pr6 inflamatérias como TNF-a, IL-6,
IL-8 e IL-1R (124). No contexto da leucemia, os estudos demonstram que a IL-10 pode
promover a sobrevivéncia das células leucémicas ao mesmo tempo que diminui as
respostas antitumorais no microambiente da leucemia (83). Tal processo é amplamente
mediado pela sinalizacdo autdcrina de IL-10R que regula negativamente moléculas
coestimuladoras e reduz a capacidade das celulas apresentadoras de antigeno (APC) de

estimular as células T (125).

Diversos fatores podem estar ligados a expresséao irregular de IL-10, afetando a
homeostase imunoldgica e aumentando o risco de cancer (14,126). Nesse contexto,
variantes em regides reguladoras do gene IL10 promovem um aumento da expressdo da
molécula, o que tem sido significativamente associado com a suscetibilidade e patogénese
da doenca (95,126). Além disso, as concentragdes de IL-10, associadas a presenca de
variantes de nucleotideo no gene IL10 também podem influenciar a resposta ao

tratamento em pacientes com LLA, tendo impacto direto no prognostico destes.

Em nosso estudo, ndo houve associacdo entre as mutacdes estudadas e as
concentracdes de IL-10, devido a quantidade de amostras utilizadas para a dosagem de
citocinas. Contudo, muitos achados demonstram niveis elevados de I1L-10 ao diagndstico,
que diminuiram apds o inicio da terapia de inducdo a remissao, sugerindo que esses niveis
refletem a carga leucémica dos pacientes, e estdo aparentemente relacionados a um pior
prognostico clinico da doenca (82,92,127-129). Além disso, pacientes com doenca
residual mensuravel positiva apresentaram niveis mais altos de IL-10 no compartimento
medular ao contrério dos pacientes com DRM negativa que ao final da terapia exibiram
niveis mais baixos da citocina (130).

7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Apesar da associagdo de SNVs com LLA e dados clinicos, a principal limitacdo
do estudo foi o N amostral, tendo em vista que outros estudos envolvendo SNVs realizam
analises com n amostral maior. Além disso, o nimero de amostras para a dosagem de
citocinas foi menor que o numero de amostras de DNA, o que acabou comprometendo as

andlises de relacdo entre os SNVs e a producdo de citocinas. Dessa forma, faz-se



63

necessario estudos mais abrangentes com um N amostral maior a fim de demonstrar o
efeito funcional desses polimorfismos na producéo de IL-10 em pacientes com LLA e sua

influéncia no prognostico.

8. CONCLUSAO

A interleucina-10 ¢ uma molécula do perfil T-regulatério capaz de inibir
importantes reagdes imunes mediadas por células contra microrganismos intracelulares e
contribuem para o desenvolvimento neoplésico. A presenca de variantes de nucleotideo
unico em regides reguladoras do gene pode alterar sua expressdo e determinar diferencas
na producdo da IL-10, contribuindo para o desenvolvimento de LLA e afetando o

prognostico clinico de pacientes.

Em concluséo, nosso estudo demonstrou que: (i) Os SNVs rs3021094 e rs1800871
do gene IL10 podem estar associados ao maior risco de desenvolvimento de LLA,
enquanto o SNV rs1800896 pode ser um marcador de protecdo contra a doenga, (ii) O
SNV rs3021094 foi associado a protecdo contra recaida e 6bito em pacientes com LLA,
0s SNVs rs1800871 e rs1800896 do gene IL10 também foram associados a protecédo
contra @bito, contudo o SNV rs1800896 demonstrou ser indicador de risco para recaida
em pacientes com LLA, (ii) os alelos mutados G>T (rs3021094) e T>C (rs1800896)
apresentaram alta frequéncia em pacientes com LLA, (iii) nossos achados sugerem que
estas variantes podem servir de marcadores de prognéstico em pacientes com LLA,
contudo, estudos futuros devem ser realizados para melhor elucidar o papel desses SNVs
na producdo de 1L-10 e o seu impacto no prognostico de pacientes com LLA, uma vez

que ndo foi possivel correlacionar os SNVs estudados com as concentragdes de citocina.
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pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda: Novas abordagens aplicadas ao
diagnéstico, prognéstico e terapéutica

Pesquisador: Allyson Guimaraes da Costa

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 51257921.2.0000.0009

Instituicao Proponente: Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.982.395

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, do tipo longitudinal, retrospectivo e prospectivo para avaliagédo dos
componentes celulares e moleculares envolvidos na resposta imunolégica de pacientes com LLA, durante a
terapia de inducdo da remissdo e terapia de consolidagdo da remissdo dos protocolos de tratamento. As
amostras serdo coletadas na Fundacao HEMOAM, durante os procedimentos de rotina dos pacientes. As
coletas ocorrerdo em 4 momentos da quimioterapia de remisséo, referidos como: diagnéstico (D0), dia 15 da
terapia de inducdo da remissao (D15), final da terapia de indugéo da remissao (D35) e no dia 84 da terapia
de consolidacédo da remiss&o (D84) dos protocolos de tratamento, sendo coletados 2 mL de MO e 3mL de
SP em tubos com sistema a vacuo, contendo anticoagulante EDTA (Ethylenediaminetetraacetic) pela Equipe
Médica da Fundagdo HEMOAM. Seréao incluidas no estudo 158 amostras de DNA e plasma de pacientes
com LLA criopreservadas e 203 amostras de DNA e plasma de doadores de sangue. A identificacdo de
biomarcadores imunolégicos como instrumento preditivo de prognéstico e resposta terapéutica fornecera
meios para identificar os pacientes que apresentardo uma boa resposta a quimioterapia ou a auséncia dela,
indicando neste Ultimo caso, a necessidade de intervengdes terapéuticas alternativas ou mais assertivas de
maneira antecipada, diminuindo a duracdo da exposigcdo a terapias ineficazes e potencialmente toxicas, o

que proporcionara melhores resultados e maior qualidade de vida aos pacientes.
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FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W mo
HEMOTERAPIA DO

Continuagéo do Parecer: 4.982.395

Objetivo da Pesquisa:
Estudar o papel dos componentes celulares e moleculares envolvidos na resposta imunolégica de pacientes
com Leucemia Linfoblastica Aguda de novo em tratamento como possiveis biomarcadores de prognéstico.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Existem riscos proprios do aspirado de medula 6ssea e da coleta de sangue, tais como hematomas,
equimoses (manchas arroxeadas) no local da pungéo, que fazem parte dos riscos da rotina.

Beneficios: Com relagdo aos beneficios, esta a contribuicdo para o conhecimento dos componentes
celulares e moleculares envolvidos na resposta imunolégica dos pacientes, de modo a possibilitar o
estabelecimento de novas abordagens aplicadas ao diagnéstico, prognéstico e terapéutica, que
proporcionara melhores resultados no tratamento para novos pacientes com LLA.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia cientifica podendo gerar grande contribuicdo para o acompanhamento do tratamento
das leucemias agudas.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos de apresentacado obrigatéria estdo adequados conforme a legislagéo vigente.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o foram identificadas questdes éticas que impegcam o inicio do estudo. Sendo assim, ndo ha pendéncias

e inadequacgdes a serem apontadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O projeto e executavel e importante para estudar o papel dos componentes celulares e moleculares
envolvidos na resposta imunoldégica de pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda de novo em tratamento
como possiveis biomarcadores de prognéstico.. O projeto e viavel do ponto de vista etico e esta de acordo
com a Res. 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Diante do exposto, esse CEP julga o projeto
APROVADO. Salvo melhor juizo é o parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento I Arquivo | Postagem Autor ISituagéol
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ANEXO Il - Protocolo de Extracao

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E
MOLECULARES NA LLA

N° POP: 01

EXTRAGCAO DE DNA

<

BCM-LLA

1. OBJETIVO

Isolar o DNA a partir de células mononucleares do Sangue Periférico.

2. RESPONSABILIDADE PELA EXECUGCAO DO PROCEDIMENTO

Alunos de Mestrado, Doutorado e Alunos de Iniciagao Cientifica envolvidos nas pesquisas

do Projeto BCM - LLA.

3. CONSIDERAGOES NECESSARIAS PARA EXECUGAO DO PROCEDIMENTO:

3.1. Definir o banho-maria ou bloco de aquecimento a 55°C.

3.2. Organizar os materiais em ordem e com as identificagdes necessarias.

4. PROCEDIMENTOS INICIAIS PARA A LISE DAS CELULAS

4.1. Adicionar 20 ul de Proteinase K a um tubo de microcentrifuga estéril (1,5 ml).

4.2. Transferir 200 ul de sangue total para o tubo contendo Proteinase K.

4.3. Adicionar 20 ul de RNase A a amostra.

4.4. Agitar em vortex breve e incube a temperatura ambiente por 2 minutos.

4.5. Adicionar 200 ul de PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer e misture bem por
vortex para obter uma solugdo homogénea.

4.6. Incubar a 55°C por 10 minutos para promover a digestdo de proteinas.

4.7. Adicionar 200 ul de etanol 96-100% ao lisado. Agitar bem por vortex para produzir
uma solu¢cdo homogénea.

5. PROTOCOLO DE PURIFICAGAO

5.1. Remover da embalagem uma coluna PureLink™ Spin em um tubo de coleta e
transfira o lisado (+/-640 ul) para coluna Spin.

5.2. Centrifugar a coluna a 10.000 x g (13.500 rpm) por 1 minuto em temperatura
ambiente (24°C), em seguida descartar o liquido do tubo de coleta.

5.3. Centrifugar novamente a coluna a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente
(24°C). Descarte o tubo de coleta e coloque a coluna Spin em um novo tubo de

coleta.



5.4.

5.5.

5.6.

5.7.
5.8.

5.9.
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Adicionar 500 ul de Wash Buffer 1 preparado com etanol a coluna e centrifugue a
10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente (24°C). Descartar o tubo de coleta
e colocar a coluna giratéria em um novo tubo de coleta.

Adicionar 500 ul de Wash Buffer 2 preparado com etanol a coluna.

Centrifugar a coluna a velocidade maxima durante 3 minutos a temperatura ambiente
(24°C). Descartar o tubo coletor.

Coloque a coluna Spin em um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 ml.

Deixar em temperatura ambiente (24°C) por 2 minutos para evaporar o alcool
residual e adicionar 30ul de PureLink™ Genomic Elution Buffer a coluna.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a coluna a velocidade
maxima durante 2 minutos a temperatura ambiente o tubo contém DNA gendmico

purificado. Remova e descarte a coluna.

5.10.Use o DNA para a aplicacao posterior desejada ou armazene o DNA purificado a 4°C

Obs:

(curto prazo) ou - 20°C (longo prazo).

Apoés centrifugar, quantificar a amostra utilizando o aparelho Nanodrop

2000/2000c.



ANEXO 111 - Protocolo de Genotipagem

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E
MOLECULARES NA LLA

N° POP: 02

GENOTIPAGEM TAQMAN

\b

BCM-LLA

1. OBJETIVO
Determinar o gendtipo de polimorfismos de base unica (SNPs) em amostra de DNA
gendmico humano através de ensaio alelo especifico comercial de tipo Tagman

(Applied Biosystems) e PCR em tempo real.

2. RESPONSABILIDADE

2.1 Alunos de Mestrado e Doutorado (Biomédicos, Enfermeiros, Farmacéuticos-
bioquimicos), e alunos de Iniciagao Cientifica envolvidos nas pesquisas do Projeto
BCM-LLA.

3. CONSIDERAGOES GERAIS

3.1.Antes de iniciar o procedimento, na antessala de paramentagcdo do LABGEN 1, o
executor devera colocar os EPIs adequados como jaleco com gorro, mascara, estar
usando sapato fechado adequado e ainda devera envolver os sapatos em propé.

3.2. Limpar a area de trabalho com alcool a 70%.

3.3. Utilizar tubos de polipropileno (microtubos) de 1,5 mL que sofreram agéo da U.V no
fluxo laminar para o preparo do Mix.

3.4. Utilizar placa de 96 pogos com lacre adesivo que sofreram agdo da UV no fluxo

laminar.

4. 1° ETAPA - PREPARO DO MIX

4.1. Retirar os reagentes necessarios pela amplificacéo do frizer (-20°C) e colocar no
gelo durante a manipulagao;

4.2.No Fluxo Laminar previamente limpo — preparar a solugao de reacao em microtubo
de 1.5mL estéril de acordo com as instrugdes. A solugéo deve ser preparada apenas

para o numero de amostras a ser amplificados, pois ndo pode ser armazenada;



4.3.Pegar uma placa de 96 pocos especifica para genotipagem e colocar no suporte
para placa ou sob um papel soalha para evitar que o fundo da placa arranhe;

4.4 Distribuir 8 uL/pogo da solucdo de reacdo (Master Mix, Agua DNA/RNAse free, sonda
especifica) com pipeta p-10 (ponteira 1-10uL) ou p-20 (ponteira 2-200 L) na placa
de 96-pogos adequada para o equipamento de amplificacdo a ser utilizado.
ATENCAO: utilizacao de uma placa ndo adequada ao equipamento de PCR pode

resultar na quebra do equipamento!

5. 2° ETAPA — ADICAO DA AMOSTRA

5.1. Retirar as amostras de DNA genémico do freezer (-80°C) e centrifugar rapidamente
(spin: segurar o botdo SHORT por 12").

5.2. Adicionar a amostra de DNA gendmico — anteriormente centrifugado (Spin) -
(segundo necessidade) a placa de reacao.

ATENCAOQ: verificar sempre a presenga do volume antes de transferir o DNA!
Descartar SEMPRE as ponteiras a cada nova amostra a ser transferida!

5.3. Cobrir a placa de reagéo com adesivo 6tico para PCR em tempo real, sem tocar da

parte adesiva.
ATENCAO: utilizacdo de um adesivo ndo optico impossibilita a leitura do
equipamento de PCR em tempo real! Verificar que nao estejam presentes bolhas de
ar entre o adesivo e a placa pois as bolhas podem interferir com a leitura do
equipamento.

5.4. Centrifugar rapidamente (spin: segurar o botdo SHORT por 12”) a placa de reagao
na centrifuga com o rotor apropriado para rodar placas e utilizar outra placa com o
mesmo peso para balancear a centrifuga.

ATENCAO: Ao retirar as luvas para utilizar a centrifuga lembre de ndo encostar no
adesivo optico da placa de reagao! A placa deve ser manipulada apenas pelos lados.
5.5.Levar a placa de reacao ao aparelho PCR em tempo real adequado.
ATENCAO: eventualmente a placa pode ser armazenada no escuro (papel aluminio)
a 4°C para amplificacao entre 2-4 horas ou a -20 para amplificacao no dia seguinte.
5.6. Limpar a area de trabalho e as pipetas com etanol 70%.
5.7. Deixar as pipetas no valor maximo para evitar sua descalibracao.

5.8. Ao final do preparo das amostras, ligar a UV para a esterilizagdo dos fluxos.
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ANEXO 1V — Protocolo de Cytometric Bead Array - CBA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

AIS | BIOMARCADORES CELULARES E
MOLECULARES NA LLA

7
.’:i;»’ N° POP: 03

CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA)

BCM-LLA

1. OBJETIVO

Quantificagdo de moléculas sollveis através do uso de microesferas sintéticas (BEADS)

recobertas por anticorpos especificos para a captura das moléculas escolhidas.

2. RESPONSABILIDADE PELA EXECUGAO DO PROCEDIMENTO

Alunos de Mestrado, Doutorado envolvidos nas pesquisas do Projeto BCM — LLA.

3. CONSIDERAGOES NECESSARIAS PARA EXECUGAO DO PROCEDIMENTO:

3.1. Definir a quantidade de amostras a serem utilizadas.

3.2. Organizar os materiais e identifica-los adequadamente no dia anterior ao
experimento.

3.2.1. Separar as amostras em aliquotas menores de 100uL em microtubos de 1,5mL;
OBS: Descongelar em banho maria (37°C) e centrifugar por 10min. a 14.000rpm. Retirar
o sobrenadante e transferir para microtubos de 1,5mL. E importante utilizar o fluxo laminar
para nao contaminar as amostras.

3.2.2. |dentificar os tubos de citometria em numeros sequenciais de acordo com a

quantidade de amostras para facilitar o procedimento (ex: 1, 2, 3, 4, 5,...);

3.2.3. Identificar um tubo de citometria para o controle negativo com a sigla “CN”;

3.2.4. |dentificat um tubo falcon para o pool de BEADS (citocinas) com a sigla “ST”;

3.2.5. Identificar 16 tubos de citometria para a diluicdo da curva padao. Os devem ser

divididos em 2.
OBS: 8 tubos devem ser identificados com o numero 1 e sua respectiva concentragéo e
diluicao (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) e 8 tubos devem ser identificados
com o numero 2 e sua respectiva concentracdo e diluicdo (semelhante a curva 1),

conforme o exemplo abaixo:
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S‘TI-- 1:27 1:4 1:87 l_:> 1:32 ; 1—;3 ;;6
1 i 1 1 1 1 1 1
\/ N —/ N L Y N/ \
\_ il
S5y
Diluicao seriada da curva padrao (1)
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
ST CN
2 2 2 2 - 2 2 2 2 2
Pool de Controle
citocinas Diluicao seriada da curva padrao (2) Negativo

3.2.6. Armazenar todos os tubos ordenadamete em estantes e protegidos de poeira.

OBS: O Kit faz aproximadamente 200 testes (180 amostras e 2 curvas de calibragdo). E

possivel dividir o Kit em dois, realizando 2 experimentos com 90 amostras cada.
4. CALCULO PARA O POOL DE BEADs

4.1. Calcular a quantidade de BEADs, conforme o exemplo:

Experimento com 68 amostras:

Tubos utilizados:

68 — Amostras

16 — Curva padréo

01 — Controle negativo
Total: 85 tubbos

Calculo: 85 tubos x 25 (quantidade para cada tubo) = 2.125
2.125/ 7 (numero de BEADs a serem utilizadas) = 305uL de cada BEAD.
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5. PREPARAGAO DAS AMOSTRAS E REAGENTES “G” E “F”.

5.1
5.2

5.3.

. Descongelar as amostras em banho maria (37°C);

. Centrifugar por 10 minutos a 14.000rpm (O mesmo procedimento deve ser realizado
caso seja necessario diluir as amostras. Para isso, deve-se utilizar o reagente G do
KIT);

Separar os tubos identificados e separar pipetas, ponteiras e descartes para dar

inicio ao experimento.

6. PREPARAGAO DOS PADROES

6.1
6.2
6.3

6.4.

. Reconstituir o padrao 15 minutos antes de comecar o experimento;

. O frasco com as citocinas deve ser reconstituido com 2,0mL do REAGENTE G;

. Apos abrir o frasco, acrescentar 1.000uL do REAGENTE G e agitar lentamente com
movimentos circulares por um 1 minuto;

Acrescentar mais 1.000 yL do REAGENTE G e continuar agitando suavemente por

aproximadamente 15 minutos para solubilizar bem;

OBS: JAMAIS vortexar o padrao ou agitar fortemente.

6.5. Adicionar 300uL do REAGENTE G em cada tubo da curva de diluigao “1” exceto no

tubo ST que esta com o padrao. Fazer as diluicdes sucessivas conforme exemplo

abaixo:

300 ul 300 ul 300 pl 300 pul 300 ul 300 ul 300 ul 300 pul

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

ST

2.0 mL

AR AN N

6.6. No tubo CN adicionar apenas o REAGENTE G.
7. PREPARAGAO DO POOL DE BEADs
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7.1. Adicionar o volume calculado de cada BEAD (ex: 305uL). Reagentes A1 — A7 do kit, no
Tubo “BD”.

OBS: Vortexar bem as BEADS a cada vez que for utiliza-las.

7.2. Adicionar 25uL do pool de BEADs para cada tubo de amostra, curva de diluigédo “2" e
controle negativo.

8. EXECUGCAO DAS REACOES

8.1. Adicionar 25uL do pool de BEADs em cada tudo da curva de diluicdo “2”. Ndo esquecer
de vortexar as BEADs de tempo em tempo;

8.2. Adicionar 25uL do pool de BEADS em todos os tubos das amostras e no tubo CN,
sempre vortexando as BEADS;

8.3. Adicionar 25uL do padrao dos tubos da curva de diluigdo “1” nos tubos da curva de
diluigdo “2”. Colocar respeitando as respectivas diluigoes;

8.4. Adicionar 25uL de amostra nos seus respectivos tubos. E importante pegar somente o
sobrenadante dos tubos;

8.5. Adicionar 25uL do REAGENTE G no tubo CN;

8.6. Adicionar 25uL das amostras em seus respectivos tubos;

8.7. Adicionar 25uL do REAGENTE “B” nos tubos da curva de diluicao “2”, amostras e CN,;

8.8. Vortexar todos os tubos;

8.9. Incubar por 3h em temperatura ambiente e ao abrigo da luz;

8.10.Apds incubacao, adicionar 1.000uL do PBS (Kit) em cada tubo;

8.11.Vortexar todos os tubos;

8.12. Centrifugar os tubos por 5 min. a 1.500 rpm, 18°C;

8.13.Desprezar o sobrenadante invertendo cuidadosamente todos os tubos;

8.14.Resuspender com 100uL de PBS (Kit);

8.15.Fazer o tubo de SETAP, 200uL de reagente “D” mais 600uL de PBS (Kit);

8.16. Vortexar todos os tubos e prosseguir para a leitura no citémetro.

9. AQUISIGAO DAS AMOSTRAS E PADROES NO CITOMETRO

9.1.Criar 2 pastas: “Standard” e “Samples”. Pode adquirir todas as amostras em uma unica
pasta e depois separar as 10 primeiras para a pasta Standard e o restante para a Samples;

9.2. Abrir o Template de aquisicao do CBA;

9.3. Conectar o citdmetro e acionar os parametros do instrumento determinado apds calibracao
do aparelho. Certificar que no item “Aquisition and Storage” a resolugdo do canal esta em
1024,

9.4 Ajustar o numero de eventos a serem contados para 2.100 em R1 (300 beads de cada

analito);
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9.5. Adicionar o nome do arquivo no item FILE com caracteres alfa-numéricos. O nome do
arquivo deve conter as inicias de quem esta fazendo o experimento e data do dia do
procedimento (ex: JP02052008.001)

9.6. Identificar os padroes e amostras no item SAMPLE ID (ex: Padroes: CN; 1:256; 1:128, etc.
Amostras: 01, 02, 03, etc).

9.7.Assegurar que a gate R1 esta delimitando todas as beads.

9.8. Acionar a velocidade High;

9.9. Iniciar a leitura com o tubo CN e depois em ordem crescente de concentragao dos padrdes,

ou seja, ler da maior diluicao para a menor até o tubo ST.
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ANEXO V- Producéo Cientifica (Artigos)

V-I: Association of Toll-like receptors polymorphisms with the risk of acute
lymphoblastic leukemia in the Brazilian Amazon (doi: 10.1038/s41598-022-19130-7)

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

W) Check for updates

Association of Toll-like receptors
polymorphisms with the risk

of acute lymphoblastic leukemia
in the Brazilian Amazon

Lilyane Amorim Xabregas'?, Fabiola Silva Alves Hanna'%3, Fabio Magalh3es-Gama>*,
Glducia Lima Souza'?, Daniele Sa Pereira'»2, Amanda Barros de Lima%3, Diana Mota Toro3,
Mirian Rodrigues Ribeiro Santiago'?, Leny Nascimento da Motta Passos?,

Andréa Monteiro Tarragd%%°, Adriana Malheiro%%3> & Allyson Guimaraes Costali234 567"

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common hematologic malignancy in children in
childhood. Single-nucleotide polymorphism (SNPs) in key molecules of the immune system, such
asToll-like receptors (TLRs) and CD14 molecules, are associated with the development of several
diseases. However, theirrole 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 genein ALL.
In this study, TLR6 C> T rs5743810 [OR:3.20,95% CI: 1.11-9.17, p=0.003) and TLR9C>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% 1C: 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 therole of TLR1, TLR4, TLR5, TLRE,
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
most common type of leukemia in childhood is acute lymphoblastic 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

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia, Universidade do Estado do Amazonas
(UEA), Manaus, AM, Brazil. 2Diretoria de Ensino e Pesquisa, Fundacio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (HEMOAM), Av. Constantino Nery, 4397, Chapada, Manaus, AM 69050-001, Brazil. 3Programa
de Pos-Graduagdo em Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéndias Biologicas, Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Manaus, AM, Brazil. “Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias da Salde, Instituto René
Rachou — Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) Minas, Belo Horizonte, Brazil. *Rede Gendmica de Vigildncia em
Saide do Amazonas (REGESAM), Manaus, AM, Brazil. ®Programa de Pés-Graduagdo em Medicina Tropical,
Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Manaus, AM, Brazil. ’Escola de Enfermagem de Manaus,
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, AM, Brazil. ““email: allyson.gui.costa @gmail.com

ScientificReports|  (2022)12:15159 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-19130-7 nature portfolio
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V-I1: Insights Regarding the Role of Inflammasomes in Leukemia: What Do We Know?
(doi: 10.1155/2023/5584492)
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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-14 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 leukemia (ALL), and chronic lymphoblastic leukemia (CLL)

[1]. The incidence rates for leukemias differ between sub-
Leukemias are a heterogeneous group of neoplasms with a groups. In chronic leukemias, there is a trend toward an
broad clinical spectrum that is characterized by the impairment  increase in cases in adults; however, in ALL, pediatric patients
of a hematopoietic stem cell (HSC) and the blockage of differ-  are predominant (<15 years old), with a possible appearance
entiation at various stages of the maturation process, which  after 50 years of age. On the other hand, the other subtypes
are divided into acute myeloblastic leukemia (AML), (CLL, CML, and AML) occur more frequently in adults over
chronic myeloblastic leukemia (CML), acute lymphoblastic 65 years of age [2].
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V-I1: Temporal patterns of cytokine and injury biomarkers in hospitalized COVID-19
patients treated with methylprednisolone (doi: 10.3389/fimmu.2023.1229611)
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Temporal patterns of cytokine
and injury biomarkers in
hospitalized COVID-19 patients
treated with methylprednisolone
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Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), Manaus, Brazil, ®Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica, Universidade Federal de Goias G), Goiania, Brazil, ®Escola de
Enferr n de Manaus, Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus, Brazil, ”Programa de
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Background: The novel coronavirus disease 2019 (COVID-19) presents with
complex pathophysiological effects in various organ systems. Following the
COVID-19, there are shifts in biomarker and cytokine equilibrium associated
with altered physiological processes arising from viral damage or aggressive
immunological response. We hypothesized that high daily dose
methylprednisolone improved the injury biomarkers and serum cytokine
profiles in COVID-19 patients.

Methods: Injury biomarker and cytokine analysis was performed on 50 SARS-
Cov-2 negative controls and 101 hospitalized severe COVID-19 patients: 49
methylprednisolone-treated (MP group) and 52 placebo-treated serum samples.
Samples from the treated groups collected on days D1 (pre-treatment) all the
groups, D7 (2 days after ending therapy) and D14 were analyzed. Luminex assay
quantified the biomarkers HMGB1, FABP3, myoglobin, troponin | and NTproBNP.
Immune mediators (CXCL8, CCL2, CXCL9, CXCL10, TNF, IFN-y, IL-17A, IL-12p70,
IL-10, IL-6, IL-4, IL-2, and IL-1pB) were quantified using cytometric bead array.

Results: At pretreatment, the two treatment groups were comparable
demographically. At pre-treatment (D1), injury biomarkers (HMGB1, Tnl,
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ANEXO VI- Producéo Cientifica (Resumos em Congressos)

VI-1: The effect of granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) administration on
cytokine production by bone marrow and peripheral blood derived stem cells in primary
culture (doi: 10.1016/j.htct.2022.09.507)
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VI-11: Associacdo do polimorfismo NLRP3 C/T rs10754558 com o aumento de blastos
na médula Oéssea em pacientes com leucemia linfoblastica aguda (doi:
10.1016/j.htct.2022.09.262)
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VI-111: Associacdo do polimorfismo IL1B RS16944 com parametros laboratoriais em
pacientes  diagnosticados com leucemia linfoblastica  aguda  (doi:
10.1016/j.htct.2022.09.112)
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