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RESUMO

Introdugao: Diversos polimorfismos dos genes FAS e FASL estdo sendo associados
a um aumento na susceptibilidade a varias patologias, como sindrome
linfoproliferativa, IUpus eritematoso sistémico, esclerose multipla, tireodite de
Hashimoto e variados tipos de cancer, por exemplo, de préstata, mama e pulmao.
Logo, neste trabalho, objetiva-se avaliar a presenca e descrever a ocorréncia e a
prevaléncia dos polimorfismos FAS -670A/G e FASL -124A/G em pacientes
diagnosticados com leucemia ou linfoma. Material e método: O estudo em questao é
do tipo transversal e de carater descritivo com uma abordagem quantitativa dos
dados obtidos. A coleta de material biolégico de pacientes oncolégicos com
diagnéstico de leucemia e linfomas se deu no banco de dados do Hospital Ophir
Loyola (HOL), e analisado no Laboratério de Virologia (LABVIR) da Universidade
Federal do Para (UFPA). A identificacdo dos gendtipos dos polimorfismos foi
realizada pela técnica de PCR em tempo real. Os dados obtidos foram armazenados
e agrupados por meio de tabelas e os calculos de prevaléncia e de associagéo entre
os polismorfismos nos genes FAS e FASL e o diagndstico de leucemia/linfoma foram
realizados por meio dos testes de Qui-Quadrado e Teste G. Resultados: Os
polimorfismos dos genes FAS e FASL foram pesquisados em um grupo populacional
composto por 221 amostras de pacientes, onde 205 tinham o diagndstico de
leucemia e 16 o de linfoma. Para efeito comparativo, utilizou-se a prevaléncia
genotipica desses polimorfismos encontrados numa amostra de populagado saudavel
(controle) no estudo de Santana et al. (2013). Porém, ndao se observou relevancia
estatistica na frequéncia genotipica e nem na frequéncia alélica na analise de ambos
os polimorfismos. Discussao: No presente estudo avaliamos a possivel associagao
entre os polimorfismos dos genes FAS e FASL com o desenvolvimento de leucemias
e linfomas, porém sem observarmos resultados significantes. Ao que diz respeito a
esta pesquisa, as caracteristicas de distribuicdo genotipica e alélica dos
polimorfismos do gene FAS -670 e do gene FASL -124 observadas nesse estudo
apresentaram semelhanga com outros resultados obtidos na literatura. E preciso
levar em consideragao algumas limitagdes presentes neste estudo, como o numero
pequeno de amostras estudadas, além da falta de dados mais especificos sobre os
pacientes e suas doengas, 0 que poderia contribuir para uma maior analise do
envolvimento dos polimorfismos. As diferencas das frequéncias alélicas e
genotipicas observadas ao compararmos os resultados do presente estudo com
aquelas descritas em outras pesquisas podem ser devidas as diferencas de
composigao étnica das populagdes estudadas, considerando que a populagao de
Belém tem uma composi¢cédo hibrida constituida da mistura de brancos, negros e
indios. Conclusdo: Assim sendo, nossos resultados ndo nos permite sugerir
qualquer relagao entre os polimorfismos de FAS/FASL e a ocorréncia de leucemias
e linfomas, sendo necessario para isso uma abordagem mais ampla e com um maior
numero de amostras, sempre levando em consideracao as diferengas étnicas das
populacdes.

Palavras-chave: Leucemia; Linfoma; Polimorfismo.



ABSTRACT

Introduction: Several polymorphisms of FAS and FASL genes are being associated
with an increase in susceptibility to various pathologies, such as lymphoproliferative
syndrome, systemic lupus erythematosus, multiple sclerosis, Hashimoto's thyroiditis,
and various types of cancer, for example, prostate, breast, and lung. Therefore, this
study aims to assess the presence and describe the occurrence and prevalence of
FAS -670A/G and FASL -124A/G polymorphisms in patients diagnosed with leukemia
or lymphoma. Material and method: The study in question is cross-sectional and
descriptive with a quantitative approach to the data obtained. The collection of
biological material from cancer patients diagnosed with leukemia and lymphomas
took place in the database of Hospital Ophir Loyola (HOL) and was analyzed at the
Laboratory of Virology (LABVIR) of the Universidade Federal do Para (UFPA). The
identification of the genotypes of the polymorphisms was performed by the real-time
PCR technique. The data obtained were stored and grouped using tables, and
calculations of prevalence and association between polymorphisms in the FAS and
FASL genes and the diagnosis of leukemia/lymphoma were performed using the Chi-
Square and G Tests. Results: Polymorphisms of FAS and FASL genes were
investigated in a population group composed of 221 patient samples, where 205
were diagnosed with leukemia and 16 with lymphoma. For comparative purposes, we
used the genotypic prevalence of these polymorphisms found in a healthy population
sample (control) in the study by Santana et al. (2013). However, no statistical
relevance was observed in the genotypic frequency or the allele frequency in the
analysis of both polymorphisms. Discussion: In the present study, we evaluated the
possible association between FAS and FASL gene polymorphisms with the
development of leukemias and lymphomas, but without observing significant results.
Concerning this research, the genotypic and allelic distribution characteristics of the
Fas -670 gene and the FasL -124 gene polymorphisms observed in this study were
similar to other results obtained in the literature. It is necessary to take into account
some limitations present in this study, such as the small number of samples studied,
in addition to the lack of more specific data on patients and their diseases, which
could contribute to a greater analysis of the involvement of polymorphisms. The
differences in allelic and genotypic frequencies observed when comparing the results
of the present study with those described in other studies may be due to differences
in the ethnic composition of the populations studied, considering that the population
of Belém has a hybrid composition consisting of a mixture of whites, blacks, and
Indians. Conclusion: Therefore, our results cannot suggest any relationship between
FAS/FASL polymorphisms and the occurrence of leukemias and lymphomas,
requiring a broader approach with a greater number of samples, always taking into
account ethnic differences of populations.

Key-worlds: Leukemia; Lymphoma; Polymorphism.
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1. INTRODUGAO

Cancer é o nome dado aos mais de 100 diferentes tipos de doengas malignas
que possuem em comum o crescimento desordenado de células. Tais células se
dividem rapidamente, sendo agressivas e incontrolaveis, levando a formacao de
tumores, que podem invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a distancia, processo
chamado de metastase. A metastase € a principal causa de morte por cancer (INCA,
2020; OPAS, 2020). O cancer € um problema de saude publica e a segunda
principal causa de morte no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes de mortes
em 2018 (OPAS, 2018).

Dentre as diversas formas de cancer, as leucemias constituem o tipo de
cancer mais comum em criangas menores de 15 anos, correspondendo de 25% a
35% de todos os tipos. No Brasil, o percentual médio € de 29%. Essa € uma forma
de céancer que ocorre nos globulos brancos (Leucdcitos), sendo na maioria das
vezes de origem desconhecida (REIS et al., 2009).

Enquanto isso, o linfoma é um tipo de cancer que tem origem nas células do
sistema linfatico e que se espalha de maneira ndo ordenada. O sistema linfatico faz
parte do sistema imunoldgico, que ajuda o corpo a combater doengas. Como o
tecido linfatico é encontrado em todo o corpo, o linfoma pode comegar em qualquer
lugar. Pode ocorrer em criangas, adolescentes e adultos (COLLEONI, 2009).

Ao se falar em neoplasias, € muito importante levar em consideracdo a
genética e suas particularidades. Nesse sentido, muito se tem estudado sobre a
proteina Fas, a qual € um receptor transmembranico do tipo | pertencente a
superfamilia dos receptores de TNF, também conhecida como APO-1 ou CD95,
expressada na superficie de diversos tipos celulares, como linfocitos, fibroblastos,
células epiteliais e células endoteliais. Ela é responsavel por desencadear o
processo de morte celular nestas células, através da interagdo com o anticorpo anti-
Fas ou por meio de seu ligante natural, denominado ligante de Fas (FasL) (ITOH et
al., 1991; OEHM et al., 1992; AMEISEN, 1994; NAGATA, 1999; BADLEY et al.,
2000). O FasL tem, portanto, participagdo na protecdo de diversos orgaos da
inflamacao, através da ativagao da apoptose, além de ser um importante mediador
da acéo citolitica de linfécitos T CD8+ e das células natural killer (FERGUSON &
GRIFFITH, 2006; GREEN & FERGUSON, 2001; ASHKENAZI & DIXIT, 1998).



Diversos polimorfismos desses genes estdo sendo associados a um aumento
na susceptibilidade a varias patologias, incluindo sindrome linfoproliferativa, Iupus
eritematoso sistémico, esclerose multipla, tireodite de Hashimoto e variados tipos de
cancer, por exemplo, de prostata, mama e pulmao (RIEUX-LAUCAT et al., 1995;
HUANG et al., 2000; CHEN et al., 2005; DEL REY et al., 2006; ZHANG et al., 2007,
CREW et al., 2007; KANG et al.,, 2008; WANG et al., 2012; SUNG et al., 2011;
SHAO et al., 2011).

Conhecer os fatores de risco, os componentes genéticos envolvidos, a
incidéncia, a morbidade hospitalar e a mortalidade dos variados tipos de neoplasia
sao medidas de controle importantes para desenvolvimento de tratamentos e
politicas publicas de prevencao e controle de cancer no Brasil. Além disso, tendo em
vista os avangos obtidos no tratamento dessas doengas malignas, diversos desafios
persistem na compreensao de sua biologia e na determinagao de alternativas que
maximizem a eficacia terapéutica. Este estudo investiga a associagdo de
polimorfismos dos genes Fas e FasL com a ocorréncia de leucemias e linfomas em

uma populagdo da regiao norte do Brasil.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Geral:

Avaliar a presencga dos polimorfismos FAS -670A/G e FASL -124A/G em pacientes
diagnosticados com leucemia ou linfoma

1.2.2. Objetivos especificos:

Descrever a ocorréncia e a prevaléncia dos polimorfismos FAS -670A/G e FASL -

124A/G em pacientes com diagnostico clinico de leucemia e/ou linfoma

. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O Cancer

O desenvolvimento do cancer se da com a ativagdo anormal ou mutacéo dos
genes relacionados a diversos processos celulares, os quais resultam em divisdo
celular aumentada e/ou morte celular reduzida (STOETERAU, 2019).

O cancer é um problema de saude publica, configurando a segunda principal
causa de morte no mundo. Estima-se que uma em cada seis mortes sao

relacionadas a essa patologia maligna (OPAS, 2018). De acordo com estimativas da
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Organizacdo Mundial da Saude para 2019, o cancer é a primeira ou segunda causa
de morte antes dos 70 anos na maioria dos paises. Em 2020, registrou-se uma
incidéncia de aproximadamente 19 milhdes de casos de céncer em todo mundo,
sendo 10 milhées de mortes. O cancer de Mama ultrapassou o cancer de Pulméao,
pela primeira vez, em numero de incidéncia global, enquanto o cancer colorretal
ultrapassou o cancer de prostata, em 2018 (SUNG et al., 2021).

No Brasil, o numero de casos novos foi de 522.212, atingindo
aproximadamente 260.000 mortes por cancer em 2020 (SUNG et al., 2021). No pais,
os tipos de cancer que mais acometem homens s&o: cancer de prostata (29,2%), de
coélon e reto (9,1%) e de traqueia, brénquio e pulmao (7,9%). Enquanto isso, os sitios
primarios mais comuns em mulheres sdo: mama (29,7%), colon e reto (9,2%) e colo
uterino (7,5%) (INCA, 2021). Por outro lado, em criangas até 15 anos, as neoplasias
malignas mais frequentes sao as leucemias, tumores do sistema nervoso central e
linfomas (CANCER, 2004).

Os tumores malignos possuem variadas causas, as quais podem ser externas
ou internas ao organismo e estdo interrelacionadas. As mutagdes podem ocorrer por
acaso, mas as chances de estas ocorrerem aumentam quando o organismo é
exposto a agentes mutagénicos quimicos (cigarro, corante de anilina), fisicos
(abrasdo, radiacéo ionizante) e bioldgicos (virus, alimentagéo), além da tendéncia
hereditaria ao cancer (GUYTON, 2017).

Na maioria dos casos, ocorre uma combinagdo entre fatores genéticos e
ambientais no desenvolvimento da doenca. 80% a 90% estdo associados a fatores
ambientais. Apesar de o fator genético exercer papel importante na oncogénese, 0s
casos de cancer exclusivamente associados a fatores hereditarios, familiares e
étnicos sao raros, sendo a interacdo entre os fatores modificaveis e os nao
modificaveis que determinam o risco individual de cancer (STOETERAU, 2019;
INCA, 2022).

A apresentacgdo tardia do cancer e o diagndstico e tratamento inacessiveis
S0 comuns e provocam piores resultados, causando também impacto econémico, o

qual é significativo e esta aumentando (OPAS, 2018).



11

2.1.1. Mecanismos de oncogénese

O funcionamento adequado de uma célula envolve diversos mecanismos,
como divisao celular, apoptose, reparo do dano ao DNA, angiogénese, diferenciagao
e sinalizacdo (GUYTON, 2017). Todas as células priorizam a manutencdo da
estabilidade do genoma para apoiar os mecanismos de sobrevivéncia e de
reprodugdo. Logo, alteragbes na sequéncia de bases genéticas podem interromper
0s processos biologicos celulares, prejudicar as fungdes celulares e, por vezes,
induzir a carcinogénese ou a morte celular. A instabilidade genbémica promove a
oncogénese por meio de uma cascata envolvendo proto-oncogenes que séao
continuamente acionados ou anti-oncogenes que sao suprimidos (HUANG E ZHOU,
2021).

A instabilidade gen6mica é uma caracteristica comum da maioria das células
cancerosas. No desenvolvimento do cancer, duas classes de genes sao relevantes,
0S oncogenes e 0s genes supressores tumorais. Os oncogenes sao derivados
mutantes dos proto-oncogenes, que sao responsaveis por codificar as proteinas
responsaveis pela regulagao do crescimento celular. Essa mutagédo pode resultar em
falhas na divisao celular, pois gera defeitos nas proteinas de comunicagéo, como os
fatores de crescimento, receptores e proteinas citoplasmaticas (STOETERAU,
2019). EGFR (epiderm growth factor receptor), MYC e as familias RAS séao
exemplos conhecidos de proto-oncogenes, enquanto o TP53 € um gene supressor
de tumor comumente reconhecido (HUANG E ZHOU, 2021).

A carcinogénese ocorre em trés fases principais: a iniciagdo, a promocgao € a
progressao. A iniciagao é caracterizada pela transformag¢ao ou dano permanente ao
material genético produzido por mutagéo. Esta transformagéo ocorre rapidamente e
deve ser seguida pela acdo de um promotor, o qual permite a expressao do cancer.
Na fase de promocéo, a célula é transformada em maligna de forma lenta e gradual,
sendo necessario um longo e continuado contato com o agente cancerigeno
promotor. Nessa fase, as células proliferam e escapam dos mecanismos de controle,
formando uma neoplasia. A ultima fase, chamada de progress&o é caracterizada
pela multiplicagcdo descontrolada e irreversivel das células alteradas, com agregacao
e crescimento do neoplasma maligno (GRANT; HAMILTON, 2013; STOETERAU,
2019)
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Para minimizar a possibilidade de desregulagdo da estabilidade do genoma,
as células desenvolveram vias de sinalizacdo relacionadas a estabilidade do
genoma e modificagdes pds-traducionais, que avaliam a precisao do metabolismo do
DNA e previnem o acumulo de mutagdes no DNA (HUANG E ZHOU, 2021).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como perdxido de hidrogénio (H, O, )
e o radical superoxido (O, -), sdo anions reativos que podem produzir radicais livres
ou ser ativados por eles. Sdo produzidas naturalmente no organismo como resultado
do metabolismo oxidativo, mas em excesso causam danos as membranas das
células e ao DNA. Um aumento na geragao de oxidantes, redu¢do da produgao de
antioxidantes e/ou falha na reparacdo do dano, caracterizam o estresse oxidativo
(LITCHFORD, 2013), que séo capazes de gerar mutagdes em bases, quebras de
cadeias, recombinagdo cromossémica (LIU, 2004) e ativagdo de carcindgenos na
fase de inicial da carcinogénese (DOS SANTOS et al., 2014).

2.1.2. Leucemia

As leucemias constituem o tipo de cancer mais comum em criangas menores
de 15 anos, correspondendo de 25% a 35% de todos os tipos. No Brasil, o
percentual médio é de 29%. A leucemia é uma forma de cancer que ocorre nos
glébulos brancos, sendo na maioria das vezes de origem desconhecida (REIS et al.,
2009; OLIVEIRA e NETO, 2004).

Essa doenga comega na medula 0ssea e se espalha para outras partes do
corpo. A medula éssea é um tecido esponjoso localizado na cavidade central do
0sso, onde ocorre o desenvolvimento de células sanguineas a partir das células-
tronco hematopoiéticas, num processo chamado de hematopoese (BRUTUS et al.,
2019). E na medula 6ssea que sdo formadas as células sanguineas, que sdo 0s
glébulos brancos (Leucécitos), globulos vermelhos (hemacias ou eritrécitos) e
plaquetas. Dessa forma, a leucemia prejudica ou impede a produgédo dos glébulos
vermelhos, causando anemia; dos glébulos brancos, causando infec¢des; e o das
plaquetas, causando hemorragia. Depois de instalada, a doenga se desenvolve
rapidamente pelo corpo (SANTOS et al., 2014).

O termo leucemia refere-se a um grupo de doengas complexas e diferentes

que afetam a producgado dos leucécitos (HAMERSCHLAK, 2008). A leucemia é uma
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propagacao neoplasica generalizada ou um acumulo de células hematopoiéticas,
podendo envolver ou ndo o sangue periférico (SILVA et al., 2006).

Os leucécitos possuem varios subtipos e, por isso, existe variacdo entre os
tipos de leucemia. A caracteristica comum a todas as leucemias é uma proliferagao
desregulada de uma célula hematopoiética na medula éssea. A célula leucémica
cresce mais que os elementos normais, substituindo-os em todas as areas da
medula hematopoiética. Essa célula também prolifera no figado e no bago, locais
extramedulares de antiga hematopoiese fetal, e, nas leucemias linfociticas, nos
linfonodos. Outrossim, as células leucémicas podem invadir e proliferar dentro de
orgaos e tecidos ndo hematopoiéticos, tais quais: sistema nervoso central,
testiculos, trato gastrointestinal e pele (SANTOS et al., 2014).

As leucemias sao classificadas de acordo com o tipo celular e o nivel de
maturacao das células. A maior incidéncia € em células da série de células brancas,
atingindo, por vezes, a linhagem megacariocitica e, raramente, a linhagem eritroide.
Essa patologia, normalmente, se divide em dois principais tipos: as leucemias
linfociticas ou mieloides, que podem se apresentar nas formas crénica ou aguda.
Dessa forma, elas podem ser classificadas em leucemia mieldide aguda (LMA),
leucemia linféide aguda (LLA), leucemia mieldide cronica (LMC) e leucemia linféide
cronica (LAGO & PETRONI, 2017; GUIMARAES, 2015).

Nas leucemias agudas, a mutagdo na célula progenitora hematopoiética,
iniciadora do processo leucemogénico, causa a perda da capacidade de maturagao
celular, ocasionando acumulo de células imaturas, chamadas blastos na medula
Ossea e sangue periférico. Por outro lado, nas leucemias crbnicas, a mutagéo
mantém a capacidade de diferenciacdo e maturacao celular, resultando em acumulo
de células maduras na medula éssea, sangue periférico e tecidos linfoides, levando
a um quadro de leucocitose. Pode-se ainda observar a migracdo das ceélulas
leucémicas para outros 6rgaos como bacgo, figado e sistema nervoso central (SNC)
(OLIVEIRA e NETO, 2004).

A Leucemia linfoide aguda (LLA) afeta as células linféides, agrava-se
rapidamente e é o tipo mais comum em criangas. A LLA é responsavel por 80% dos
casos infantis e 20% de adultos com diagnostico de leucemia. A faixa etaria mais
prevalente sido criangas entre 2 e 5 anos, com sobrevida atual de cerca de 75% dos
casos (CANCER, 2004; MOREIRA et al., 2018). Os principais sinais e sintomas s&o
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astenia, palidez cutanea/mucosa, neutropenia, febre, adenomegalia e a dor 6ssea,
que pode ser o primeiro indicio da doenga, principalmente em criangas
(SCHMIEGELQOW et al., 2008; ABREU et al., 2021).

Leucemia mieloide aguda (LMA) corresponde a mais de 80% das leucemias
agudas em adulto, podendo ocorrer em criangas, e também avanga rapidamente.
Essa leucemia €& caracterizada pela proliferacdo anormal dos precursores
granulocitarios da linhagem mieldide da medula 6ssea. E possivel observar sinais e
sintomas clinicos de anemia, plaquetopenia e neutropenia (GALDINO & MORAIS,
2016; CARVALHO; PEDROSA; SEBASTIAO, 2011; HAMERSCHLAK, 2008).

Nas leucemias crbnicas, o infiltrado medular contém maior propor¢cao de
células diferenciadas e, no inicio da doenga, as células leucémicas conseguem fazer
o trabalho dos globulos brancos normais, sendo essa forma descoberta, geralmente,
no hemograma. A leucemia crbnica se agrava lentamente e, a medida que as
células leucémicas aumentam, aparecem inchagos nos linfonodos (linfadenopatia ou
‘inguas”) ou infec¢des. Na leucemia crbénica n&o tratada, o numero de leucdcitos no
sangue periférico € alto, quase sem excegao, pois os leucocitos maduros tém menor
coesao e podem entrar rapidamente no sangue periférico (SOSSELA et al., 2017).

A leucemia linfoide crénica afeta as células linfoides e se desenvolve
vagarosamente, sendo que a maioria das pessoas diagnosticadas com esse tipo de
doencga possui mais de 55 anos, raramente afetando criangas. A leucemia mielbide
cronica afeta as células mieldides e se desenvolve vagarosamente no comego e
acomete principalmente adultos (SANTOS et al., 2014).

A leucemia de células pilosas (cabeludas) € uma afecgdo maligna crénica
cujo diagnéstico necessita da demonstracdo, por biopsia de medula 6ssea, de uma
proliferacado linfocitica. A observagao de linfécitos com projecdes citoplasmaticas
acentuadas, chamados de células pilosas, em esfregaco de sangue periférico, pode
fornecer a primeira indicagao para o diagnéstico. A maior parte dos pacientes com
leucemia de células pilosas caracteriza-se por uma afeccédo de células B. Porém,
raros casos de pacientes com leucemia de células pilosas de origem em células T
foram descritos e associados a infecgao pelo HTLV-2. Nao se sabe porque esta
afeccdo com causa aparentemente diferente e diferente linhagem celular tem as
mesmas caracteristicas clinicas que o tipo comum de leucemia de células pilosas
(BRAND et al., 2009; BITTENCOURT et al., 2006).
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Os sintomas da leucemia estdo relacionados a piora do estado geral. Além
disso, ha sintomas relacionados a diminuicdo da atividade das células da medula
ossea. Ocorre perda de apetite, perda de peso nao planejada e quadro gripal com
duracdo de muitos dias. As manifestagdes da leucemia aguda sdo secundarias a
proliferacdo excessiva de células imaturas da medula 6ssea, que infiltram os tecidos
dos organismos, tais como: amigdalas, linfonodos, pele, bago, rins e sistema
nervoso central (SNC). A fadiga, palpitagdo e anemia acontecem devido a redugao
da produgéo dos eritrocitos pela medula 6ssea. Verificam-se, também, tendéncias a
sangramentos pela diminuicdo das plaquetas, além de dores nos 0ssos € nas
articulagdes causadas pela infiltragdo das células leucémicas nos ossos (REIS et al.,
2009).

A suspeita das leucemias pode ser levantada pelo médico a partir da
anamnese e de um exame fisico completo alterados. O diagnéstico e a classificagao
das leucemias sao baseados nos testes citoquimicos e na estrutura morfoldgica das
células neoplasicas (FARIAS; CASTRO, 2004).

Além disso, exames laboratoriais e de imagem, como radiografia e tomografia
computadorizada, podem ser realizados para completar a avaliagao da doencga. Na
analise laboratorial, o hemograma estara alterado, permitindo visualizar células
imaturas e maturas, porém, o diagnostico é confirmado no aspirado da medula
o0ssea (mielograma), na qual retira-se menos de um mililitro do material esponjoso de
dentro do osso e examinam-se as células ali encontradas. Somente a bidpsia da
medula éssea ou de um ganglio € que dara o diagndstico definitivo. Pode ser
necessaria, também, uma pungao do liquor. Na citogenética, sado feitas analises dos
cromossomas de células colhidas de amostras de sangue periférico, de medula
0ssea ou de ganglios linfaticos, e ajudam a definir o melhor tratamento e prognéstico
da doenga (REIS et al., 2009; SANTOS et al., 2014; HAMERSCHLAK, 2008).

O tratamento da-se por meio de quimioterapia, radioterapia, transplante de
medula 6ssea ou uso de Mesilato de Imatinibe, medicamento indicado para o
tratamento de leucemia cronica. A escolha entre estes vai depender do quadro
clinico do paciente, da idade e principalmente dos fatores citogenéticos (SANTOS et
al., 2014; HAMERSCHLAK, 2008).



16

2.1.3. Linfoma:

O linfoma é um tipo de cancer que tem origem nas células do sistema linfatico
e que se espalha de maneira ndao ordenada. O sistema linfatico faz parte do sistema
imunoldgico, que ajuda o corpo a combater doengas. Como o tecido linfatico é
encontrado em todo o corpo, o linfoma pode comegar em qualquer lugar. O
surgimento dos linfomas se da quando um linfécito se transforma de uma célula
normal em uma célula maligna, capaz de crescer descontroladamente e disseminar-
se, 0 que acarreta o aparecimento indolor de linfonodos aumentados de tamanho,
conhecidos popularmente como “inguas”. Tradicionalmente sdo divididos em
linfomas de Hodgkin (LH) e linfomas nao-Hodgkin (LNH), que correspondem
respectivamente a 20% e 80% dos casos. Pode ocorrer em criancas, adolescentes e
adultos (COLLEONI, 2009; FERRI et al., 2020).

O linfoma de Hodgkin é capaz de se espalhar de forma ordenada, através dos
vasos linfaticos e de um grupo de linfonodos para outro grupo. Pescog¢o e mediastino
sdo os principais sitios de origem dessa patologia. O LH pode ocorrer em qualquer
faixa etaria, mas é mais prevalente em adolescentes e adultos jovens (15 a 29
anos), adultos (30 a 39 anos) e idosos (75 anos ou mais), atingindo principalmente o
sexo masculino. A incidéncia de novos casos se manteve estavel nas ultimas cinco
décadas, enquanto a mortalidade caiu mais de 60% desde o inicio dos anos 1970,
devido aos avancgos no tratamento dessa doenca (HORTA et al., 2020; INCA, 2021).

O linfoma ndo Hodgkin, por sua vez, tem origem nas células do sistema
linfatico e se espalha de maneira ndo ordenada, existindo mais de 20 tipos
diferentes. O numero de casos de LNH duplicou nos ultimos 25 anos, principalmente
entre pessoas com mais de 60 anos, por razées ainda desconhecidas. E o tipo de
linfoma mais incidente na infancia, atingindo principalmente o sexo masculino (INCA,
2021).

Segundo o INCA, sédo esperados 6.580 casos de linfoma ndo Hodgkin em
homem e 5.450 em mulheres para cada ano do triénio 2020-2022. Por outro lado, o
numero de casos novos de linfoma de Hodgkin sera de 1.590 casos em homens e
de 1.050 em mulheres (INCA, 2021).

De um modo geral, o diagndstico do linfoma se baseia na bidpsia do linfonodo
ou da massa tumoral extranodal. A bidpsia, que pode ser feita por técnicas como

aspirado com agulha fina, core-biopsy, bidpsia em cunha e biopsia excisional, deve
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ter o seu material examinado por patologista experiente que ira classificar a doenca
de acordo com critérios morfolégicos e imunohistoquimicos. O patologista faz a
suspeita a partir da analise inicial dos cortes histologicos obtidos da bidpsia de
linfonodo, corados pelo método de hematoxilina e eosina. A partir dai, dever dispor
de um painel de anticorpos monoclonais que serdo utilizados em diversas reagdes
de imunohistoquimica para identificar a presenga de proteinas no citoplasma ou
nucleo das células tumorais capazes de definir: o tipo de tumor (linfoma ou
carcinoma), o tipo de linfoma (LNH ou LH), a origem celular do LNH (células B ou T)
e o subtipo de LNH (MUGNAINI e GHOSH, 2016; COLLEONI, 2009).

Para estabelecer as melhores estratégias no tratamento dos linfomas, deve-
se conhecer o tipo histolégico, classificar e estadiar a doenga e estabelecer os
fatores prognosticos. O manejo do linfoma de Hodgkin se baseia na
poliquimioterapia, radioterapia, anticorpos monoclonais e transplante de células
tronco hematopoiéticas, podendo ser utilizados de maneira isolada ou combinada
(CONITEC, 2020; RIBEIRO et al., 2021). A terapéutica do LNH mais usual é a
quimioterapia, podendo a radioterapia ser utilizada em casos restritos. Ainda, em
casos mais graves e sem resposta aos tratamentos, pode-se optar pela
imunoterapia, como o0 uso de anticorpo monoclonal Rituximab, que promove reagdes
imunoldgicas que levam a apoptose das células tumorais (PASQUALETTO et al.,
2018).

2.2. Apoptose

A apoptose € um mecanismo fisiolégico de morte celular programada usado
por organismos multicelulares para eliminar células indesejadas em uma diversidade
de ambientes (TAYLOR et al., 2008). A fungédo normal da apoptose é critica para o
desenvolvimento, homeostase do tecido, terminacgao celular e resposta imune, e sua
interrupgdo esta associada a condigbes patoldgicas, como defeitos do
desenvolvimento, doengas neurodegenerativas, doengas autoimunes, e
tumorigénese (HO e HARRINGTON, 2010).

As células nesse processo apresentam diversas alteragdes tipicas, como a
condensagao da cromatina, degradacgao internucleossémica do DNA, destruigdo do
citosqueleto, alteracbes na assimetria de fosfolipideos de membrana plasmatica,

diminuicdo do volume citoplasmatico, entre varias outras. As organelas
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citoplasmaticas continuam intactas, enquanto a membrana celular forma vesiculas,
os corpusculos apoptéticos, que contém fragmentos do nucleo e algumas organelas.
Tais corpusculos sao reconhecidos, englobados por fagocitos e/ou células
adjacentes e degradados pelos lisossomos (MORGAN, 2002; ELMORE, 2007)

Diferente da apoptose, a necrose € um processo patolégico e passivo de
morte celular, em que ocorre aumento do volume citoplasmatico e consequente
perda da integridade da membrana, levando a liberagdo de conteudos celulares
enzimaticamente degradados ao tecido circunvizinho, resultando em reagao
inflamatéria (TRUMP et al., 1997). Como nao ocorre essa liberagdo de contituintes
celulares na apoptose, ndo ha reacgao inflamatéria (SAVILL & FADOK, 2000;
KUROSAKA et al., 2003).

2.2.1. Mecanismos de apoptose

Os mecanismos de apoptose sdo complexos e envolvem uma cascata de
eventos moleculares dependentes de energia (ELMORE, 2007). A ativagdo da
apoptose pode ser iniciada de duas maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou
pela via intrinseca (mitocondrial). A via intrinseca & ativada por estresse intracelular
ou extracelular, como a privacdo de fatores de crescimento, danos no DNA,
alteragdes nas vias metabdlicas, drogas, toxinas. Na presencga destes sinais, ocorre
a translocagao de proteinas pro-apoptoticas do citosol para a mitocdndria, a qual é
responsavel por liberar moléculas pro-apoptéticas nela presentes (GRIVICICH et al.,
2007; SAELENS, 2004; THORBURN, 2004; SCHWARZ et al., 2007).

A via extrinseca esta relacionada a interacbes mediadas por receptores
transmembrana, os quais sao conhecidos como receptores de morte. Estes
receptores sdo membros da superfamilia dos receptores de fator de necrose tumoral
(TNF) (LOCKSLEY et al., 2001). Os membros dessa superfamilia compartilham
dominios extracelulares ricos em cisteina e possuem um dominio citoplasmatico
denominado de dominio de morte, o qual possui um importante papel na transdugao
do sinal de morte para o meio intracelular. Dentre os ligantes e seus receptores de
morte mais caracterizados nesse contexto, encontra-se o FasL/Fas (ASHKENAZI e
DIXIT, 1998).

Essas duas vias levam a ativagao de proteases, as denominadas caspases,

que sao responsaveis por uma cascata de eventos que culminam no aparecimento
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das alteragdes celulares caracteristicas de todas as células em apoptose. A agao
destas proteases cisteinicas culmina em uma via efetora comum independente da
via estimulante, sendo essenciais ao processo de morte celular (NUNEZ et al., 1997;
THORNBERRY, 1998; ALNEMRI et al., 1996).

As caspases sao sintetizadas no interior das células a partir das proé-
caspases, que funcionam como precursores inativos, portanto, requerem um
processamento para atingir a forma ativa. Esse processo de ativagdo ocorre com a
remogao de uma estrutura comum as pro-caspases, 0 pro-dominio, composto por
uma subunidade grande e outra pequena, as quais se juntam e formam um
heterodimero. Posteriormente, dois heterodimeros se associam e originam uma
caspase ativa (LAUNAY et al., 2005; NICHOLSON & THORNBERRY, 1997).

As caspases associadas ao processo de apoptose sido classificadas de
acordo com a diversidade entre os pro-dominios em iniciadoras e executoras. As
iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) tém pré-dominio longo e agem como reguladores
e iniciadores do processo de apoptose. Enquanto isso, as executoras (caspases 3, 6
e 7) possuem pro-dominio curto e realizam a fragmentagao nuclear, participando da
execucao propriamente dita da apoptose (FAN et al., 2005).

Na via intrinseca, sinais de estresse intracelular que resultem em disfungao
mitocondrial — como lesdo do DNA, alteragdes nas vias metabdlicas (aumento do
calcio intracelular, reducdo do pH, estresse oxidativo), drogas, toxinas ou privagao
dos fatores de crescimento — iniciam o processo. Ocorre entdo a translocagédo de
proteinas pro-apoptoticas do citosol para a mitocondria (SAELENS et al., 2004). Tais
proteinas sdo membros da familia BCL-2, que exerce fungdo reguladora da
apoptose, sendo composta por membros pro- apoptéticos (BAX, BKA, BAD, BID,
BIK, BCL-X S) e anti-apoptéticos (BCL-2, BCL-X L, BCL-W, MCL-1). Essa
translocagao para a mitocdndria provoca a liberacdo do citocromo-c para o citosol,
onde se associa as proteinas Apaf-1 (fator de ativacdo de protease apoptotica-1) e
pré-caspase 9, formando o apoptossomo. Na presenca de ATP ocorre a ativagao da
caspase 9, a qual desencadeia a ativacdo das pré-caspases executoras 3 e 7
promovendo o processo de apoptose (HERMES, 2008).

Por outro lado, na via extrinseca, a apoptose € mediada por receptores
transmembrana - os receptores de morte - que sdo membros da superfamilia dos
receptores de fator de necrose tumoral (TNF) (LOCKSLEY et al., 2001), que
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compartilham dominios extracelulares ricos em cisteina e um dominio citoplasmatico
denominado de dominio de morte, que atua na transdug¢ao do sinal de morte para o
meio intracelular (ASHKENAZI & DIXIT, 1998). Os ligantes mais caracterizados
neste contexto e os seus respectivos receptores de morte incluem FasL/Fas, TNF-
a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 e Apo2L/DR5 (CHICHEPORTICHE et al., 1997;
ASHKENAZI & DIXIT, 1998; PETER & KRAMER, 1998; SULIMAN et al., 2001,
ELMORE, 2007).

Os modelos de interagdo entre FaslL/Fas e TNF-a/TNFR1 sao melhor
caracterizados em relagao a sequéncia de eventos que definem a via extrinseca da
apoptose (Figura 1). Nesse processo, ocorre o acoplamento entre ligante e seu
receptor, que se ligam ao dominio de morte de proteinas adaptadoras no citosol. No
modelo de acoplamento de FasL/Fas, ha a ligagdo do conjunto no dominio de morte
da proteina FADD (dominio de morte associado ao Fas) (HERMES, 2008).
Posteriormente, a proteina FADD associa-se com a pro-caspase 8 para formar um
complexo de sinalizagdo indutor de morte (DISC), que ativa a enzima iniciadora
caspase 8, que por sua vez ativa a enzima efetora caspase 3 (KISCHKEL et al.,
1995; SALVESEN, 2000; BUDIHARDJO et al., 1999).

Outra via de ativagdo da caspase 3 é através da proteina BID, que é
translocada a superficie da mitocondria e interage as proteinas externas da
membrana mitocondrial, resultando na formacdo de poros, os quais permitem a
liberacdo do citocromo-c e a ativagdo da enzima iniciadora caspase 9, que por sua
vez ativa a caspase executora 3 (KUWANA et al.,, 2002). A caspase executora 3
atua na degradagdo de proteinas celulares e reguladores da apoptose e na
decomposi¢do do DNA cromossémico (WOO et al., 1998). Assim, a célula passa a
apresentar alteragdes bioquimicas e morfolégicas caracteristicas da apoptose.
Dessa forma, observa-se uma via final comum em ambos modelos de estimulagao
do processo (NUNEZ et al., 1998).
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Figura 1- Mecanismos de Apoptose
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2.3. O receptor apoptotico Fas e seu ligante (FasL)
2.3.1. O receptor Fas

O Fas, também conhecida como CD95 ou APO-1, é um receptor
transmembranico do tipo | pertencente & superfamilia dos receptores de TNF. E
caracterizada pela presengca de um a seis dominios ricos em cisteina em suas
por¢cdes extracelulares, as quais sado responsaveis pela ligagdo com FasL
(CD95L/APO-1L). Trata-se de uma proteina monomérica de aproximadamente 48
kDa, com 355 aminoacidos e, assim como todos os demais membros da familia que
a compde, possui um dominio extracelular com trés repeticdes ricas em cisteina, um
dominio transmembrana e um dominio intracelular citoplasmatico, onde se localiza o
dominio de morte (ITOH et al., 1991; OEHM et al., 1992).

O receptor Fas é uma proteina expressada na superficie de diversos tipos
celulares, como linfécitos, fibroblastos, células epiteliais e algumas células
endoteliais, sendo responsavel por desencadear o processo de morte celular
(LEITHAUSER et al., 1993). Os padrdes de expressao deste receptor na superficie
variam de acordo com o tipo celular, por exemplo, apresenta-se altamente

expressado em linfécitos, mas em linfocitos T a expressdo € maior que em linfocitos
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B (DIGIUSEPPE et al., 1996). Além disso, pode-se observar que, em linfocitos T de
memoria ativados, ha maior quantidade de Fas em relagédo aos linfécitos T virgens
nao estimulados (SALMON et al., 1994; KRUEGER et al., 2003).

2.3.2. O ligante de Fas (FasL)

O ligante de Fas é uma proteina transmembrana tipo Il de 40 kDa, que, assim
como o seu receptor, pertence a superfamilia de proteinas TNF (SUDA et al., 1993).
E uma proteina trimérica, formada por uma regido N-terminal, encontrada no
citoplasma, e uma regidao C terminal que se entende para o espago extracelular.
Além de ser encontrado na membrana celular, pode ser observado na forma soluvel
(28 kDa), resultante da clivagem da proteina de 40 kDa por uma metaloprotease
dependente de zinco (MARIANI et al., 1995; KAYAGAKI et al., 1995).

O FasL foi descrito primeiramente como uma proteina expressada somente
em células T ativadas, sendo um dos principais efetores de linfécitos T citotoxicos
CD8+ e células natural killer, mas atualmente sabe-se que pode ser encontrado em
diversos outros tipos celulares de diversos 6rgéos, como macrofagos, cérebro,
olhos, placenta, baco e testiculos, mas também em uma variedade de tumores como
melanomas, astrocitomas, linfomas e carcinomas e os ajuda na evasao do sistema
imune (POULAKI et al., 2001; MEDINA, 2011). Esse ligante esta associado ao
mecanismo de “immune privilege”, protegendo estes 6rgaos de inflamagao por meio
da ativagdo apoptética. O acoplamento de FaslL/Fas resulta na ligagdo do dominio
de morte da proteina FADD (dominio de morte associado ao Fas) ao receptor Fas,
resultando em uma cascata de eventos que envolvem as proteinas caspases, que

tem como fim a apoptose.

2.3.3. Biologia Molecular do receptor Fas e seu ligante FasL
2.3.3.1. Caracterizacao dos genes Fas e FasL

O gene responsavel pela codificagado do receptor Fas esta localizado no brago
longo do cromossomo 10 humano na posigéo 10g24.1 (INAZAWA et al., 1992). Esse
gene é composto por 9 éxons e 8 introns, medindo aproximadamente 25 kb. O éxon
1 codifica a regidao 5’ nao traduzida e os 10 primeiros aminoacidos que forma a
sequéncia sinalizadora. A regido extracelular da molécula consiste de trés dominios

ricos em cisteina, sendo codificada pelos éxons 2, 3, 4 e 5. O éxon 6 codifica a
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regido transmembranica; os éxons 7 e 8 codificam parte da porgcao citoplasmatica
préxima a membrana, que é complementada pelo éxon 9. O éxon 9 codifica o
restante da porgao citoplasmatica, inclusive o dominio de morte, assim como codifica
a regiao 3’ nao traduzida.

O gene codificador do ligante de Fas, gene FasL, foi isolado em 1994, por
meio da hibridizagdo in situ por fluorescéncia, e localizado no brago longo do
cromossomo humano 1, na posicdo 1923. Esse gene mede cerca de 8 kb, e é
formado por uma regido promotora, quatro éxons e trés introns (TAKAHASHI et al.,
1994).

2.3.3.2. Polimorfismos genéticos de Fas e FasL

Foram descritos diversos polimorfismos tanto nos genes Fas quanto no seu
ligante FasL e associados a diversas patologias (CREW et al., 2007).

No gene Fas, os dois principais polimorfismos foram descritos na regido
promotora. O primeiro encontra-se na posi¢cao -670 e leva a uma substituicdo de
adenina (A) para guanina (G), gerando os alelos A, selvagem, e G, mutante, criando
um sitio de restricdo para a endonuclease Mval. Como este polimorfismo esta no
sitio de ligacao de transducéo de sinal e de ativadores de transcricao (STAT), pode
ter papel funcional na regulacédo do gene (HUANG et al., 1997; 1999).

Outro polimorfismo descrito na regido promotora do gene Fas ocorre na
posicao -1377, por uma substituicido de guanina (G) para adenina (A), levando a
alteracdo na sequéncia de ligacao ao fator de transcricdo SP-1, assim o alelo
mutante A ndo se ligara ao mesmo, podendo estar associado a alteragao funcional
do receptor Fas (HUANG & MANOLLIS, 2000). Na regidao codificante do gene,
polimorfismos adicionais tém sido descritos nos éxons 2, 3 e 7 (HORIUCHI et al.,
1999; KOSHKINA et al., 2007).

Considerando o gene FasL, os principais polimorfismos descritos localizam-
se no segundo e no terceiro intron do gene. O polimorfismo localizado no segundo
intron € denominado 1VS2nt-124, e ocorre devido uma substituicdo de A para G no
nucleotideo 124 bases antes da primeira base do terceiro éxon. Outro polimorfismo,
conhecido como IVS3nt169, ocorre no terceiro intron e resulta da delecdo de uma

timina (T) na posicdo 169 apds a ultima base do terceiro éxon. Até o momento nao
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se sabe se estes polimorfismos estdo associados a alteragdo na expressao génica
(PINTI et al., 2002; ZHANG et al., 2006).

Na regido promotora do gene FasL ha um polimorfismo descrito na posig¢ao -
844, resultante da incorporagéo errénea de timina (T) no lugar de citosina (C), e
sugere-se que esta alteracdo influencie tanto na expressdo do ligante como na
sinalizagdo mediada pelo mesmo (WU et al., 2003). Até 0 momento ndo ha relatos
de polimorfismos existentes na regido codificadora do gene.

Diversos destes polimorfismos estdo sendo associados a um aumento na
susceptibilidade a varias patologias, incluindo sindrome linfoproliferativa, lupus
eritematoso sistémico, esclerose multipla, tireodite de Hashimoto, variados tipos de
cancer, entre outras (Rieux-Laucat et al., 1995; Huang et al., 2000; Chen et al.,
2005; Del Rey et al., 2006; Zhang et al., 2007; Crew et al., 2007; Kang et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local

A coleta de material biolégico se deu no banco de dados do Nucleo de
Pesquisa em Oncologia, localizado no Hospital Ophir Loyola (HOL), em Belém do
Para. A analise desse material foi realizada no Laboratério de Virologia (LABVIR) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Para (UFPA).
3.2. Populagéao e amostra

A populagdo da amostra foi composta por pacientes oncolégicos com
diagnéstico de leucemia e linfomas, de ambos o0s sexos, que possuiam blocos de
parafina armazenadas e autorizadas para uso no Hospital Ophir Loyola (HOL) no
setor de Patologia, sob a guarda do Prof. Dr. Rommel Burbano. A amostragem foi
determinada pelo numero disponivel de amostras de acidos nucleicos extraidas de
bidpsias e autorizadas para utilizagdo no presente estudo.
3.3. Tipo de estudo

O estudo em questdo € do tipo transversal e de carater descritivo com uma
abordagem quantitativa dos dados obtidos.
3.4. Genotipagem de Fas -670A/G e Fasl -124A/G

A identificagdo dos gendtipos dos polimorfismos foi realizada pela técnica de
PCR em tempo real através do uso do aparelho StepOnePLUSTM Real-Time PCR

System (Thermo Fisher, Carlsbad, Califérnia, EUA). As reagdes consistiram na
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utilizacdo de ensaios TagManTM obtidos comercialmente: FAS rs1800682
(C__9578811_10) e FASL rs5030772 (C__32334221_10), contendo primers e
sondas especificos para a amplificagao da sequéncia alvo (Thermo Fisher, Carlsbad,
Califérnia, EUA). A reagao conteve 1X MasterMix, H20, 20X assay C_11537906_20
e 50 ng de DNA e foi submetida as seguintes condigdes de ciclagem: 10 minutos a
95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.
3.5. Analise estatistica

Os dados obtidos foram armazenados e agrupados por meio de tabelas
organizadas com o auxilio dos programas Microsoft Excel 2013 e Microsoft Word
2013. Os calculos de prevaléncia e de associacdo entre os polismorfismos nos
genes FAS e FASL e a presenga de leucemia/linfoma foram realizados por meio dos
testes de Qui-Quadrado e Teste G, com auxilio do programa estatistico BioEstat 5.0
(AYRES et al, 2007). Os resultados foram analisados e representados por meio de
tabelas e graficos. O valor de p considerado para resultados com relevancia

estatistica foi de abaixo de 0,05.

4. RESULTADOS

Os polimorfismos dos genes Fas e FasL foram pesquisados em um grupo
populacional composto por 221 amostras de pacientes, onde 205 tinham o
diagnostico de leucemia e 16 o de linfoma. Para efeito comparativo, utilizou-se a
prevaléncia genotipica desses polimorfismos encontrados numa amostra de
populagao saudavel (controle) no estudo de Santana et al. (2013).

No total, ao se estudar o polimorfismo FAS -670, se observou uma maior
prevaléncia do gendtipo AG (49%) em detrimento dos demais gendtipos observados
(AA 29% e GG 22%, respectivamente). A maior prevaléncia do gendtipo AG também
foi observada na populagéo controle, a qual correspondeu a 49,4% das amostras. A
analise das frequéncias alélicas demonstrou a presenca dos alelos A e G numa
frequéncia de 0,53 e 0,47 respectivamente nos individuos estudados. Entretanto, as
diferengas observadas n&o apresentaram valores estatisticos significantes, tanto na
frequéncia genotipica (p= 0,1100) quanto na frequéncia alélica (p= 0,3961) (Tabela
1).

Por sua vez, ao se avaliar o polimorfismo FASL -124, o gendtipo mais

frequente foi AA, correspondente a 88% das amostras, com os gendtipos AG e GG
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representando 11% e 4%, respectivamente. Prevaléncia semelhante a encontrada
na populagéo controle, contudo esse resultado se mostrou sem diferenga estatistica
relevante (p= 0,1214). A frequéncia alélica mostrou os alelos A e G numa frequéncia

de 0,91 e 0,09 respectivamente, sem diferenga estatistica (p= 0,8048), (Tabela 2).

Tabela 1- Avaliagao das frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo FAS

-670A/G entre os pacientes com leucemia/linfoma e um grupo controle.

FAS-670 LEUCEMIAS/LINFOMA Controle™ p
N= 221 N=235
n (%) n (%)
AA 64 (29%) 51 (21,7%) 0,1100
AG 108 (49%) 116 (49,4%)
GG 49 (22%) 68 (28,9%)
*A 0,53 0,46 0,3961
*G 0,47 0,54

** Santana et al. (2013), Teste Qui-Quadrado

Tabela 2- Avaliagao das frequéncias genotipicas e alélicas para o
polimorfismo FASL -124A/G entre os pacientes com leucemia/linfoma e um

grupo controle.

FASL-124 LEUCEMIAS/LINFOMA Controle™ P
N=218 N= 235
n (%) n (%)
AA 186 (85%) 198 (84,3%) 0,1214
AG 25 (11%) 35 (14,9%)
GG 07 (4%) 02 (0,8%)
A 0,91 0,91 0,8048
*G 0,09 0,09

** Santana et al. (2013); Teste G, Teste Qui-Quadrado

De um modo geral, a maior parte das amostras estudadas foi composta por
pacientes com diagndstico de leucemias em seu amplo espectro de acometimento,
os quais nao foram analisados especificamente nesse estudo. Entretanto, na analise

do polimorfismo FAS -670 nos pacientes com esse diagnostico se observou uma
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maior prevaléncia do gendtipo AG (48%) ao se comparar com os gendtipos AA
(29%) e GG (23%), resultado diferente observado no grupo controle, em que o
gendtipo AG foi o mais prevalente (49,4%), contudo o GG foi mais prevalente que
AA (28,9% e 21,7% respectivamente), porém esses dados nao tiveram relevancia
estatistica significativa (p= 01319). Os alelos A e G foram observados numa
frequéncia de 0,53 e 0,47 respectivamente, sem relevancia estatistica (p= 0,3961)

(Tabela 3).

Tabela 3- Avaliagao das frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo FAS

-670A/G entre os pacientes com leucemia e um grupo controle.

FAS-670 LEUCEMIAS Controle™ P
N= 205 N=235
n (%) n (%)
AA 60 (29%) 51 (21,7%) 0,1319
AG 98 (48%) 116 (49,4%)
GG 47 (23%) 68 (28,9%)
*A 0,53 0,46 0,3961
G 0,47 0,54

** Santana et al. (2013); Teste Qui-Quadrado

Ja na anadlise do polimorfismo FASL -124 nesse grupo houve uma maior
prevaléncia de gendtipo AA (86%), assim como ocorreu no grupo controle, onde
essa prevaléncia foi de 84,3%. A frequéncia alélica de A e G foi respectivamente de
0,91 e 0,09. Nao se observou relevancia estatistica na frequéncia genotipica

(p=0,0813) e nem na frequéncia alélica (p=0,8048) (Tabela 4).
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Tabela 4- Avaliagao das frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo

FASL -124A/G entre os pacientes com leucemia € um grupo controle.

FASL-124 LEUCEMIA Controle™ P
N= 205 N= 235
n (%) n (%)
AA 176 (86%) 198 (84,3%) 0,0813
AG 22 (11%) 35 (14,9%)
GG 7 (3%) 02 (0,8%)
A 0,91 0,91 0,8048
*G 0,09 0,09

** Santana et al. (2013); Teste G, Teste Qui-Quadrado.

Os pacientes diagnosticados com linfoma foram a menor parcela do estudo
(7,2%), e nesse grupo o genotipo mais frequente do polimorfismo FAS -670 foi AG
(62,5%), assim como no grupo controle (49,4%), entretanto esse dado nao
apresentou relevancia estatistica (p=0,3247). A frequéncia alélica foi de 0,56 e 0,44

para A e G respectivamente, com um valor de p de 0,2030 (Tabela 5).

Tabela 5- Avaliagao das frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo FAS

-670A/G entre os pacientes com linfoma e um grupo controle.

FAS-670 LINFOMA Controle** p
N=16 N=235
n (%) n (%)
AA 4 (25%) 51 (21,7%) 0,3247
AG 10 (62,5%) 116 (49,4%)
GG 2 (12,5%) 68 (28,9%)
*A 0,56 0,46 0,2030
*G 0,44 0,54

** Santana et al. (2013); Teste G, Teste Qui-Quadrado

Uma semelhanca entre a prevaléncia do genétipo AA para o FASL - 124 entre
os individuos com linfomas e o grupo controle também foi observada. Enquanto no
grupo de individuos com linfoma a frequéncia de AA foi de 81%, assim sendo o mais

prevalente, no grupo controle essa prevaléncia foi de 84,3%. Ainda nesse grupo, nao
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se observou o gendtipo GG, o qual apresentava baixa prevaléncia no grupo controle
também. Nao houve significancia estatistica nesses resultados (p: 0,8840). A
frequéncia alélica para A e G foi de 0,9 e 0,1 respectivamente, com valor de p de 1,0
(Tabela 6).

Tabela 6- Avaliagao das frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo

FASL -124A/G entre os pacientes com linfoma e um grupo controle

FASL-124 LINFOMA Controle** p
N=16 N= 235
n (%) n (%)
AA 13 (81%) 198 (84,3%) 0,8840
AG 3 (19%) 35 (14,9%)
GG 0 02 (0,8%)
*A 0,9 0,91 1,0000
*G 0,1 0,09

** Santana et al. (2013); Teste G, Teste Qui-Quadrado

Ao se comparar a frequéncia genotipica geral do estudo entre os grupos de
individuos com leucemia ou linfoma, observou-se para o polimorfismo FAS -670 uma
maior prevaléncia do genoétipo AG em todos os grupos, incluindo o controle, com um
valor de p de 0,4751, sem relevancia estatistica. Por outro lado, o polimorfismo
FASL -124, o gendtipo mais frequente entre os grupos foi AA, dado com valor de p
de 0,4754. Além disso, observou-se a mesma frequéncia alélica (0,91) para o alelo A
nos 3 grupos observados, contudo esse achado nao apresentou significancia
estatistica (p=0,8048).

5. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos a possivel associagao entre os polimorfismos
dos genes FAS e FASL com o desenvolvimento de leucemias e linfomas, porém
sem observarmos resultados significantes. Os polimorfismos dos genes FAS e FASL
sdo alvo de inumeros estudos atualmente e estdo inseridos nos mais diversos
contextos e questionamentos. Por estarem diretamente relacionados com a via
apoptotica, diversas pesquisas buscam sua relagdo com os variados tipos de

cancer, como o gastrico, colorretal, de bexiga, ovariano e até sua interagdo com a



30

quimioterapia proposta para as doengas (GRYCO et al., 2011; SZARYNSKA et al.,
2017; CEYLAN et al., 2018; GORMUS et al., 2009; MORALES & PIQUERAS, 2012).

Ao que diz respeito a esta pesquisa, as caracteristicas de distribuicdo
genotipica e alélica dos polimorfismos dos genes Fas -670 e FasL -124 observadas
nesse estudo apresentaram semelhanga com outros resultados obtidos na literatura.

Em um estudo realizado entre a populagao egipcia por Seleit e colaboradores
(2018) para avaliar a associagéo entre os genes Fas -670A/G e FasL -124A/G com a
ocorréncia de alopecia areata, observou-se uma maior prevaléncia do genétipo AG
(61,7%) em detrimento de AA (15%) e GG (23,3%) para o gene Fas -670. Além
disso, o alelo mais frequente foi G (54,2%), enquanto em nosso estudo houve um
maior predominio do alelo A.

Annuar et al. (2021), avaliaram a associagéo do polimorfismo Fas -670 com a
resposta ao tratamento medicamentoso de pacientes com leucemia mieldide crénica
e encontraram uma maior frequéncia do alelo G (0,56) na populacdo estudada,
assim como maior prevaléncia do gendtipo AG (58,1%), contudo sem mostrar
relevancia estatistica entre esses dados. Para o mesmo polimorfismo, Han et al.
(2018), encontraram uma frequéncia alélica de 0,43 para o alelo G em pacientes
com abortos recorrentes. Nesse mesmo estudo, observou-se também uma maior
prevaléncia do gendtipo AG (55,2%), apesar do valor de p néao ter sido significativo.

Ainda sobre o Fas -670, Rehman e colaboradores observaram em uma
investigagdo com individuos com anemia aplasica uma prevaléncia de 0,38 e 0,62
para os alelos G e A respectivamente, assim como uma maior prevaléncia do
gendtipo AG (62,4%), apresentando relevancia estatistica. Islam e colaboradores,
2018, em seu estudo em Bangladesh com individuos com sindrome de Guillain-
Barré, encontraram uma prevaléncia do gendétipo AA (45%), enquanto os gendtipos
AG e GG corresponderam a 38% e 17% das amostras respectivamente.

O estudo de Huang et al., 2015, ndo encontrou relagdo entre a presenga do
polimorfismo Fas -670 e o risco de desenvolvimento de leucemia mieldide crbénica,
onde o gendtipo AG foi 0 mais prevalente entre a populagdo com a doenga (54,1%),
enquanto a prevaléncia desse mesmo gendtipo no grupo controle foi de 50,3%,
apresentando baixo significado estatistico. Assim como o estudo de Valibeigi e
colaboradores nédo encontrou relagao entre a presenga dos polimorfismos Fas -670 e

Fas -1377 e o risco de desenvolver leucemia linfoblastica aguda. As frequéncias
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alélicas obtidas para -670 foram de 0,58 e 0,42 para A e G respectivamente. Esse
mesmo estudo sugeriu uma possivel relagdo entre a presenga do gendtipo -670 GG
e um melhor progndstico para o individuo.

E preciso levar em consideracdo algumas limitagdes presentes neste estudo,
como o0 numero pequeno de amostras estudadas, além da falta de dados mais
especificos sobre os pacientes e suas doencgas, o que poderia contribuir para uma
maior analise do envolvimento dos polimorfismos.

Uma metanalise realizada em 2015 por Chen e colaboradores, sugeriu que
nao havia relagao entre os polimorfismos de Fas/FasL, incluindo -670, e uma maior
susceptibilidade de desenvolver leucemia, contudo algumas limitagdes foram
levadas em consideracdo como a diferenca étnica entre os estudos, o que faz com
gque pesquisas com pequenos grupos de amostras ndo sejam decisivas.

As diferencas das frequéncias alélicas e genotipicas observadas ao
compararmos os resultados do presente estudo com aquelas descritas em outras
pesquisas podem ser devidas as diferengcas de composicido étnica das populacdes
estudadas, considerando que a populagdo de Belém tem uma composig¢ao hibrida
constituida da mistura de brancos, negros e indios (SANTOS et al., 1999). A
relevancia da questao étnica no estudo destes polimorfismos ficou muito evidente no
trabalho de Han et al. (2018), que nao encontrou relagao entre alguns polimorfismos
de Fas e FasL e abortos recorrentes na populacao coreana, apesar de estudos com
outras populagdes sugerirem essa relagéo.

Assim sendo, nossos resultados ndo nos permitem sugerir qualquer relagéo
entre os polimorfismos de Fas/FasL e a ocorréncia de leucemias e linfomas, sendo
necessario para isso uma abordagem mais ampla e com um maior numero de

amostras, sempre levando em consideragao as diferengas étnicas das populagoes.

6. CONCLUSAO

As frequéncias genotipica e alélica dos polimorfismos FAS -670A/G e FASL -
124A/G observadas ndao mostraram associagao com o desenvolvimento da leucemia
e linfoma na amostra estudada. Contudo, se deve levar em consideragao limitagoes
importantes, como o tamanho da amostra e a variagcdo genotipica e étnica do

estudo.
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