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RESUMO

A Leucemia linfocitica crénica (LLC) é uma neoplasia hematoldgica que representa a
leucemia mais prevalente na populacdo adulta Ocidental. Um dos mecanismos associados ao
desenvolvimento desta patologia estd relacionado com o stresse oxidativo resultante do
desequilibrio entre a producéo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e a sua eliminacédo pelas
defesas antioxidantes. O gene factor nuclear (derivado dos eritrocitos) - 2 tipo 2 (NFE2L2) e
0 seu supressor Kelch-like ECH — associated protein 1 (KEAP1), desempenham um papel
central no equilibrio das ROS. Alteracdes nestes genes, quer devidas a mutagdes somaticas quer
devidas a single nucleotide polymorphisms (SNP), tém sido associadas com diversas patologias,
nomeadamente neoplasias hematoldgicas. Neste sentido, efectuou-se um estudo caso-controlo
de base hospitalar, que relacionou a presenca de dois SNPs nos genes NFE2L2 (rs13001694) e
KEAP1 (rs11085735) com a susceptibilidade e prognostico da LLC. Para este efeito
genotiparam-se estes SNPs em 199 doentes com LLC e 261 controlos. Os resultados revelaram
uma associacédo entre a LLC e 0s genes em estudo, observando-se um risco aumentado de
desenvolver LLC nos individuos com o genétipo NFE2L2 GG e perfil genotipico: GG/CC
(NFE2L2/KEAP1) e um menor risco de desenvolvimento da doenga em individuos com o perfil
genotipico AA/CC (NFE2L2/KEAP1). Nao foram obtidas diferencas estatisticamente
significativas na sobrevivéncia dos doentes com LLC quando comparados genotipos e perfis
genotipicos para 0s SNPs seleccionados. Este estudo sugere que polimorfismos genéticos nos

genes NFE2L2 e KEAPL1 influenciam a susceptibilidade dos individuos de desenvelver LLC.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia linfocitica crénica; stresse oxidativo; susceptibilidade;

SNP; NFE2L2; KEAP1
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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a hematologic malignancy that represents the
most prevalent leukemia in Western adult population. One of CLL causative mechanisms is
related with oxidative stress caused by an imbalance between reactive oxygen species and its
elimination by antioxidant defenses. Nuclear factor erythroid derived 2 like 2 (NFE2L2) and
its suppressor Kelch-like ECH — associated protein 1 (KEAP1) have a nuclear function in stress
oxidative stability. Changes in this genes, caused by somatic mutations or single nucleotide
polymorphisms (SNPs), have been associated with several diseases, namely hematologic
malignancies. For this, a hospital-based case-control study was carried out, that related two
SNPs in NFE2L2 (rs13001694) and KEAP1 (rs11085735) genes with CLL susceptibility and
prognosis. The SNPs were genotyped in 199 patients with CLL and 261 controls. The results
showed a relation between CLL and the selected genes. It was observed an increased risk of
development of CLL in patients with NFE2L2 GG genotype and with the genotypic profile
GG/CC (NFE2L2/KEAP1), and a decreased risk of development of the disease in patients with
the genotypic profile AA/CC (NFE2L2/KEAP1). The results didn’t show significant survival
differences of CLL patients, when genotypes and genotypic profiles of selected SNPs were
compared. This study suggests that genetic polymorphisms influence individual susceptibility

for development of CLL.

KEYWORDS: Chronic lymphocytic leukemia; oxidative stress; susceptibility; single

nucleotide polymorphism; NFE2L2; KEAP1
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ABREVIATURAS

ADN — Acido desoxirribonucleico

ARE — Antioxidant response elements

ARMS-PCR — Amplification-refractory mutation system-polymerase chain reaction
CHUC - Centro hospitalar e universitario de Coimbra

CIMAGO - Centro de Investigacdo no Ambiente, Genética e Oncobiologia
CNC —cap 'n’ collar

CNC.IBILI - Centro de Neurociéncias e Biologia Celular e Instituto de Imagem Biomédica e
Ciéncias da Vida

CUL3 —Culina 3

dbSNP — Single nucleotide polymorphism database

Del - Deleccéo

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid

EPE — Entidade publica empresarial

FMUC — Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

FS — Functional score

Hb - Hemoglobina

HDFF — Hospital distrital da Figueira da Foz

HR — Hazard ratio

HUGE — Human genome epidemiology

IC — Intervalo de confianca

KEAPL1 — Kelch-like ECH — associated protein 1

LLC — Leucemina linfocitica cronica

LMA — Leucemia mieloide aguda

LOH - Laboratério de Oncobiologia e Hematologia
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MAF — Minimum allele frequency
mARN — Acido ribonucleico mensageiro
NFE2L2 — Nuclear factor erythroid derived 2 like 2
OMS — Organizagdo mundial de saude
OR — Odds ratio

p — Braco curto do cromossoma

q — Brago longo do cromossoma

ROS — Reactive oxygen species

SMD - Sindrome mielodisplasica

SNP — Single nucleotide polymorphisms
Tris - Trissomia

ZAP-70 - zeta associated protein 70
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INTRODUCAO

A Leucemia linfocitica cronica (LLC) € uma neoplasia hematologica linfoproliferativa.
Esta neoplasia representa a forma de leucemia mais prevalente nos adultos dos paises
Ocidentais, surgindo mais frequentemente no sexo masculino, em caucasianos e na populagéo
idosa, estando a idade média do diagndstico entre 0s 67 e 72 anos [1,2]. A LLC resulta da
resisténcia a apoptose de linfécitos B monoclonais, funcionalmente incompetentes e
morfologicamente maduros, mas imunologicamente imaturos [3,4]. No entanto, a etiologia
exacta da doenca permanece desconhecida. As suas manifestacdes clinicas resultam da
acumulac&o destas células na medula 6ssea, sangue e tecidos linfaticos [5].

O diagnostico da LLC é geralmente realizado através da contagem diferencial de células
sanguineas, esfregaco de sangue periférico e imunofenotipagem dos linfdcitos B circulantes.
Para o diagnostico de LLC é necessaria a presenca de linfocitose (linfocitos B monoclonais no
sangue periférico > 5000/uL) por um periodo minimo de trés meses [2]. Estdo descritos alguns
critérios clinico-analiticos, agrupados no sistema de estadiamento clinico de Rai e Binet [2,6,7],
permitindo dividir os doentes em grupos prognosticos. A presenca de outros marcadores, como
a expressao da zeta associated protein 70 (ZAP-70) ou de CD38", ou ainda alguns marcadores
citogenéticos, nomeadamente alteracdes cromossomicas (delecdes dos bragos longos dos
cromossomas 13 e 11 (del 13q e del 11q respectivamente), deleccdo do brago curto do
cromossoma 17 (del 17p) e trissomia do braco longo do cromossoma 12 (tris 12q)), podem
ajudar a prever o prognéstico [8-11]. Os doentes com doenca activa, sintomatica ou em estadios
de Rai e Binet avancados, requerem quimioterapia, enquanto que 0s restantes necessitam apenas
de vigilancia. Na Tabela 1 é possivel observar os estadios clinicos de acordo com o
estadiamento de Rai e os correspondentes grupos de prognoéstico, assim como as indicacfes

para inicio do tratamento de acordo com o referido sistema de estadiamento [2].
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Tabela 1 — Estadios clinicos de acordo com o estadiamento de Rai e os correspondentes grupos
de prognostico e indicagOes para o inicio do tratamento de acordo com o referido sistema de

estadiamento.

Gruposde Indicagdes para inicio

Rai Binet o
prognastico de tratamento
A - <2 regibes
0 - Linfocitose ganglionares Baixo risco Vigilancia
aumentadas
| — Linfocitose e
linfadenopatia B - >3 regides . o
i i ) Risco Vigilancia/
I — Linfocitose, ganglionares ) o o )
) intermédio Quimioterapia
esplenomegélia e/ aumentadas
hepatomegaélia
Il — Linfocitose e anemia
C - Anemia (Hb <10
(Hb < 11 mg/dL)
mg/dL) ou _ o
IV — Linfocitose e Alto risco Quimioterapia

trombocitopenia

trombocitopenia
(plaquetas < 100x10°%/L)

(plaquetas < 100x10%L)

Hb - Hemoglobina

O stresse oxidativo resulta do desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ROS) e
as defesas antioxidantes. Um aumento das ROS esta associado a lesdes do ADN, peroxidagéo
lipidica e oxidacdo proteica, alterando, desta forma, a homeostasia celular. Sabe-se que estas
alteracGes induzidas pelo stresse oxidativo tém um papel central na carcinogénese [12,13]. As
células tém diversos mecanismos de defesa antioxidante que previnem a lesdo oxidativa das
macromoléculas celulares. Em resposta ao stresse oxidativo e eletrofilico, a familia de factores
de transcricao cap 'n’collar (CNC) regula varios genes que codificam enzimas antioxidantes e
do metabolismo de fase Il [14-16].

O factor de transcricdo NRF2, codificado pelo gene - factor nuclear (derivado dos

eritrécitos) - 2 tipo 2 (NFE2L2) - € um dos membros da familia CNC. Este factor constitui um



Avaliacédo de polimorfismos dos genes NFE2L2 e KEAP1 na Leucemia linfocitica crénica

dos principais mecanismos reguladores de genes alvo antioxidantes, com sequéncias que
contenham antioxidant response elements (ARE) nos seus promotores. Em condigdes basais, 0
NRF2 mantém-se no citoplasma ligado ao seu supressor Kelch-like ECH — associated protein
1 (KEAPL). Nestas condi¢des, 0 NRF2 ¢ transportado pelo KEAP1 até a Culina 3 (CUL3), uma
E3 ligase, para sofrer poliubiquitinacdo e posterior degradacdo proteossémica [17]. Estimulos
oxidativos ou eletrofilicos induzem alteracdes nas cisteinas da KEAP1, modificando a afinidade
entre este factor supressor, a NRF2 e a CUL3. Desta forma, o efeito inibitério do KEAP1 sobre
0 NRF2 é eliminando, e este ultimo migra para o ndcleo, promovendo a activacdo dos genes
que contém o dominio ARE [18-24].

Foram atribuidos papéis diametralmente opostos ao factor de transcricdo NRF2. Por um
lado, a presenca deste factor de transcricdo em tecidos normais é fundamental na proteccéo da
celula contra a lesdo oxidativa das suas macromoléculas. Neste sentido, o NRF2, é essencial na
homeostasia e prevencédo da carcinogénese [25-27]. Por outro lado, varios estudos identificaram
sobrexpressao deste factor de transcricdo em células tumorais de diferentes neoplasias, atribuir-
Ihes uma vantagem de sobrevivéncia e proliferacdo [28]. Vérios estudos identificaram
polimorfismos, mutagdes somaticas ou hiperexpressdo do gene do NRF2 em células
neoplésicas, isoladamente ou em associacdo com alteragdes genéticas com perda de funcdo do
KEAPL. Estas alteracOes estdo correlacionadas com a proliferacdo celular e resisténcia ao
tratamento antineoplésico [28-33].

Alterac6es no gene NFE2L2 ou na sua regulacao, conferem uma maior susceptibilidade
a varias doencas, nomeadamente aquelas devidas a mutacGes genéticas ou somaticas, ou ainda
as menos estudadas, associadas a single nucleotide polymorphisms (SNPs). Entre estas doencas
encontram-se as neoplasias do pulméo, laringe, cavidade oral, cabeca e pescoco, pele ou figado
[34]. Os genes NFE2L2 e KEAP1 sdo polimdrficos, apresentando diversos SNPs, alguns deles

associados a alteracdes funcionais das proteinas que estes codificam. VVarios estudos relacionam
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0s SNPs do NFE2L2 e do KEAP1 com um aumento da susceptibilidade ou diminuicdo da
sobrevivéncia a algumas doencas do foro respiratério, cardiovascular, gastrointestinal,
neurodegenerativo e oncologico (nomeadamente leucemia mieloide aguda, sindrome
mielodisplasico, carcinoma da mama, adenocarcinoma pulmonar, cancro da bexiga,
adenocarcinoma endometrioide e adenocarcinoma do pulméo em mulheres ndo fumadoras)
[19,20,34-37].

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da LLC sdo multiplos e muitos deles ainda
desconhecidos. No entanto, um dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento desta
neoplasia estd relacionado com o stresse oxidativo. Foi sugerido que as células de LLC
apresentam niveis mais elevados de ROS quando comparadas com as células de individuos
saudaveis, o que podera ser explicado pela ativacdo constitutiva do NRF2 nestas células,
observada em alguns estudos [38,39].

Pelo que foi anteriormente dito, 0 NRF2 parece desempenhar um papel central no
equilibrio das ROS na LLC. Alteragdes quantitativas ou qualitativas neste fator de transcricdo
estdo ja associadas a algumas neoplasias. Neste sentido, o presente estudo propdem-se a avaliar
a influéncia de dois polimorfismos na via do factor de transcricdo NRF2 na susceptibilidade e

prognostico da LLC.
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MATERIAIS E METODOS

Declaragao de ética
O presente estudo foi conduzido de acordo com a declaracdo de Helsinquia. Todos 0s
doentes e controlos assinaram um consentimento informado e a comissao de ética da Faculdade

de Medicina da Universidade de Coimbra (Coimbra, Portugal) aprovou o protocolo de estudo.

Grupo de estudo

Desenvolveu-se um estudo caso-controlo de base hospitalar, que incluiu um total de 199
doentes, diagnosticados com LLC de acordo com os critérios adoptados pela Organizacao
Mundial de Satude (OMS) de 2008 [40], e um grupo controlo constituido por 261 individuos.
Todos os casos e controlos foram seguidos em dois hospitais da regido centro de Portugal —
“Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE” (CHUC, EPE) e “Hospital Distrital da
Figueira da Foz, EPE” (HDFF, EPE) — desde Junho de 2010 até Dezembro de 2015. Os
controlos foram selecionados a partir de dadores de sangue saudaveis e de individuos sem
evidéncia de neoplasia, seguidos nos mesmos hospitais, durante 0 mesmo periodo de tempo.

O grupo de doentes com LLC (n=199) é constituido por 115 homens (57.8%) e 84
mulheres (42.2%). No entanto apenas foi possivel reunir os dados clinico-laboratoriais de um
subgrupo composto por 70 doentes. As caracteristicas demograficas deste subgrupo e do grupo
controlo encontram-se resumidas na Tabela 2, assim como o0s grupos de prognostico obtido
atraves do sistema de estadiamento de Rai e alguns marcadores prognésticos para o subgrupo

de doentes.

10
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Tabela 2. Caracteristicas demogréficas basicas dos doentes e controlos, grupos de prognostico
obtidos através do sistema de estadiamento de Rai e outros marcadores de prognostico do

subgrupo de doentes com LLC.

Casos (n=70) Controlos (n=261)

Dados demograficos n % n %
Género

Masculino 47 67.1 135 51.7
Idade

Mediana 74 68

Intervalo 48-94 19-85
Grupos de progndstico
(Estadiamento de Rai)

o 49 70

Baixo risco

Risco intermédio 18 257

Alto risco 3 4.3
ZAP-70 positivo 7 10.0
CD38* positivo 8 114
Citogenética (=1 marcador positivo) 49 70.0

Del 13q (positivo) 31 44.3

Del 17p (positivo) 9 12.9

Del 11q (positivo) 8 114

Tris 12q (positivo) 9 12.9

Del — deleccédo; p — braco curto do cromossoma; g — bragco longo do cromossoma; Tris —

trissomia; ZAP-70 - zeta associated protein 70

Genes e SNPs

Para concretizar o presente estudo foram selecionados dois genes (NFE2L2 e KEAP1)
devido ao papel central que estes assumem na homeostasia do stresse oxidativo e sua relacao ja
estabelecida com algumas neoplasias hematoldgicas. Nestes genes, foram posteriormente

11
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escolhidos dois SNPs, um para o gene NFE2L2 (rs13001694) e outro para 0 gene KEAP1

(rs11085735). A selecgdo dos SNPs baseou-se nos seguintes critérios: 1. frequéncia do alelo

menos comum (MAF) >5% em caucasianos (descrita em literatura publicada); 2. SNPs

validados; 3. SNPs com repercussdes funcionais ja publicadas anteriormente; 4. associacdo ja

descrita com maior suscetibilidade a neoplasias, nomeadamente hematoldgicas. Os detalhes dos

polimorfismos genéticos analisados encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Detalhes dos dois SNPs seleccionados.

Gene (Simbolo) NFE2L2 KEAP1
Via de sinalizacao KEAP1-NRF2 KEAP1-NRF2
dbSNP rs13001694 rs11085735

Posicdo cromossémica
Variantes

Posicdo no mMARN

= SF
5
g % Categoria
e w
S B
o Patogenicidade
L
MAF Global

Tipo de
" neoplasia
g g
-§ g |OR
2 ©
£ 32 |9%IC

Referéncias

2:177254262
C.-4+9141T7>C
Intréo
0.101

Regulagdo da transcricéo

Alterada

0.430 (G)

SMD

1.63

1.17-2.26

[37]

19:10491504
€.1325+73T>G

Intrdo

0.051 (A)

dbSNP, single nucleotide polymorphism database; IC, Intervalo de confianga; FS, functional
score; KEAP1, Kelch-like ECH-associated protein 1; MAF, frequéncia do alelo menos comum;

MARN, acido ribonucleico mensageiro; NFE2L2/Nrf2, Nuclear factor, erythroid 2-like 2; OR,

odds ratio; SMD, sindrome mielodisplésica; SNP, single nucleotide polymorphism

12
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Genotipagem

O ADN gendmico foi isolado de leucdécitos de sangue venoso periférico de doentes com
LLC e de controlos saudaveis, colhido em tubos de EDTA, através do protocolo descrito por
Bartlett e White [41]. Algumas das amostras dos doentes com LLC foram preservadas e
armazenadas em metanol e &cido acético, a -80°C, até a extraccao do ADN. Posteriormente foi
realizada a quantificacdo do ADN através do espetrofotémetro NanoDrop ND-100 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE).

A genotipagem dos SNPs foi realizada por tetra-primers-ARMS-PCR, utilizando
primers previamente descritos [37]. De forma a confirmar a eficacia da técnica de PCR
utilizada, foram utilizados simultaneamente trés controlos positivos e um negativo em cada
ensaio. Como controlos positivos foram utilizadas trés amostras anteriormente sequenciadas,
contendo os trés gendtipos possiveis. Como controlo negativo foi utilizada agua. Para finalizar
a genotipagem foi realizada eletroforese em gel de agarose a 4%, com o corante Green Safe

(Figura 1).

Figura 1. Exemplos representativos da anélise dos polimorfismos por tetra-primers-

ARMS-PCR. A andlise dos polimorfismos dos genes NFE2L2 (Figura 1a) e KEAP1 (Figura
1b) foi efectuada pelo recurso a tetra-primers-ARMS-PCR. As sequéncias destes genes foram
amplificadas por PCR e sujeitas a electroforese em gel de agarose a 4%, corado com GreenSafe.
Na Figura 1a é possivel observar os diversos genotipos obtidos para o gene NFE2L2. Foi

utilizado um fragmento controlo com 294 pb, e 0 genotipo GG corresponde ao fragmento de

13
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ADN com 191 pb, o gendtipo AG os fragmentos de 157 pb e 191 pb e o genotipo AA o0s
fragmentos com 157 pb. Na Figura 1b observam-se os gendtipos obtidos através do gene
KEAP1. Foi utilizado um fragmento controlo com 169 pb, o genttipo CC corresponde ao
fragmento de ADN com 103 pb e o gen6tipo AC aos fragmentos de 119 pb e 103 pb.

MM — Marcador de peso molecular; pb — pares de bases

Andlise estatistica

A normalidade das variaveis género e idade entre controlos e doentes com LLC foi
determinada com o teste de Kolmogorov-Smirnov. De acordo com os resultados obtidos,
utilizaram-se testes parametricos nas variaveis com distribuicdo normal e testes ndo
paramétricos nas outras variaveis. A comparacdo do género entre doentes e controlos foi
realizado  através do teste exacto de Fisher, na plataforma  online
http://statpages.info/ctab2x2.html e a comparacdo da idade foi efectuada pelo teste Mann-
Whitney U, utilizando o IBM SPSS Statistics 22.

As frequéncias alélicas, genotipicas e dos perfis genotipicos foram calculadas por
contagem directa. A analise da associacao entre os alelos, genotipos e os perfis genotipicos e 0
desenvolvimento de LLC foi efectuada através do teste exacto de Fisher, na plataforma online
http://statpages.info/ctab2x2.html. Esta ferramenta informatica permite o calculo do odds ratio
(OR) e do seu intervalo de confianga a 95% (IC). A sobrevivéncia dos doentes, estratificados
de acordo com o seu gendtipo, foi analisada pelo método de Kaplan-Meier. O hazard ratio
(HR), com um IC de 95%, foi calculado através do modelo Cox proportional hazard, utilizando
0 GraphPad Prism versao 6.0.

Foi considerado como valor estatisticamente significativo um valor de p<0.05 em todas

as analises estatisticas.

14
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RESULTADOS

O presente estudo envolveu um grupo de doentes com LLC (n = 199) e um grupo de
controlos saudaveis (n =261). O grupo de doentes com LLC era constituido por 115 homens
(57.8%) e 84 mulheres (42.2%). Destes, foi selecionado um subgrupo de doentes dos quais
estavam disponiveis dados clinico-laboratoriais (n = 70), constituido por 47 homens (67.1%) e
23 mulheres (32.9%), com idade mediana de 74 anos (intervalo de 48-94 anos). O grupo de
controlos era constituido por 135 homens (51.7%) e 126 mulheres (48.3%), com idade mediana
de 68 anos (intervalo de 19-85 anos). N&o foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas na variavel género entre grupo controlo e grupo total de doentes com LLC
(p=0.220). Foram observadas diferencas estatisticamente significativas na variavel idade, entre
grupos controlo e doentes com LLC (p<0.001). De forma a eliminar estas diferencas deverao
ser analisados mais controlos.

Na actualidade, numa tentativa de prever o prognostico da LLC, a cada doente € inserido
num grupo progndstico de acordo com o estadiamento de Rai ou Binet e investigado quanto a
presenca dos marcadores ZAP-70, CD38" e marcadores citogenéticos. No entanto, apenas foi
possivel obter dados progndsticos do subgrupo de doentes com LLC anteriormente descrito (n
= 70). De acordo com o estadiamento de Rai, 49 destes doentes (70.0%) pertenciam ao grupo
de baixo risco, 18 doentes (25.7%) ao grupo de risco intermédio e 3 doentes (4.3%) ao de alto
risco. Apenas 7 doentes (10.0%) apresentavam ZAP-70 positivo e 8 doentes (11.4%)
apresentavam CD38" positivo. Quanto aos marcadores citogenéticos, 49 doentes (70%)
apresentavam pelo menos uma das alteragdes cromossomicas avaliadas, sendo que destes, 31
doentes (44.3%) apresentavam delec¢do do 13q, 9 doentes (12.9%) apresentavam delecgéo do
17p, 8 doentes (11.4%) apresentavam deleccdo do 11q e 9 doentes (12.9%) apresentavam

trissomia do 12q.

15



Avaliacédo de polimorfismos dos genes NFE2L2 e KEAP1 na Leucemia linfocitica crénica

Inicialmente testou-se se as frequéncias genotipicas dos polimorfismos no gene NFE2L2
e no gene KEAP1 estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, verificando que as frequéncias
genotipicas observadas ndo apresentavam desvio a este equilibrio.

De modo a determinar a influéncia dos polimorfismos dos genes reguladores do stresse
oxidativo seleccionados com o risco de desenvolvimento de LLC, foram comparadas as
frequéncias alélicas, genotipicas e perfis genotipicos dos SNPs entre os grupos controlo e
doentes com LLC. As frequéncias alélicas dos SNPs seleccionados nos grupos controlo e

estudo, e o seu risco associado ao desenvolvimento de LLC encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo alélica dos SNPs seleccionados nos grupos controlo e doente, e 0 risco

associado ao desenvolvimento da LLC.

LLC Controlos
Frequéncia Frequéncia
) OR (95% IC) valor p )
Gene: dbSNP Alelos alélica alélica
NFE2L2: rs13001694
G 0.492 1.488 (1.134-1.954) 0.003 0.395
A 0.507 0.672 (0.512-0.882) 0.003 0.605
KEAP1: rs11085735
C 0.937 0.974 (0.550-1.730) 1.000 0.939
A 0.063 1.026 (0.578-1.818) 1.000 0.961

dbSNP, single nucleotide polymorphism database; IC, Intervalo de confianca; KEAP1, Kelch-
like ECH-associated protein 1; LLC, leucemia linfocitica cronica; NFE2L2, Nuclear factor,
erythroid 2-like 2; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism.

A frequéncia do alelo menos comum (MAF) dos controlos é equivalente aquela
verificada na populacdo Espanhola da Peninsula Ibérica para ambos os polimorfismos. No
presente estudo observou-se uma maior frequéncia do alelo G do NFE2L2 nos doentes com

LLC (OR 1.488, IC a 95% 1.134-1.954, p=0.003). De forma inversa, o alelo A, do mesmo gene,
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surge com menos frequéncia nos doentes com LLC (OR 0.672, IC a 95% 0.512-0.882,
p=0.003). A frequéncia dos alelos do gene KEAP1 para o grupo de doentes com LLC € similar
a encontrada no grupo controlo.

A frequéncia genotipica dos SNPs dos grupos controlo e estudo, e seu correspondente

risco associado ao desenvolvimento de LLC, encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo genotipica dos SNPs seleccionados nos doentes com LLC e nos controlos

e a sua associagdo com risco de desenvolvimento de LLC.

LLC Controlos

Gene: dbSNP

Genotipos n % OR (95% IC) valor p n %
NFE2L2: rs13001694

AA 53 26.7 0.667 (0.436-1.019) 0.054 92 35.2

AG 96 48.2 0.911 (0.619-1.340) 0.639 132 50.6

GG 50 25.1 2.032 (1.234-3.351) 0.004 37 14.2
KEAP1: rs11085735

AA 1 0.5 0.654 (0.023-9.241) 1.000 2 0.8

AC 23 11.6 1.087 (0.582-2.028) 0.881 28 10.7

CC 175 87.9 0.947 (0.516-1.743) 0.884 231 88.5

dbSNP, single nucleotide polymorphism database; IC, Intervalo de confianca; KEAP1, Kelch-
like ECH-associated protein 1; LLC, leucemia linfocitica cronica; NFE2L2, Nuclear factor,

erythroid 2-like 2; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism.

Observou-se uma maior frequéncia do genétipo GG no gene NFE2L2 nos doentes com
LLC quando comparados com os controlos saudaveis (OR 2.032, IC a 95% 1.234-3.351,
p=0.004). N&o foram observadas mais diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias

dos restantes genotipos entre 0s grupos em estudo, para 0s SNP dos genes NFE2L2 e KEAPL.

17



Avaliacédo de polimorfismos dos genes NFE2L2 e KEAP1 na Leucemia linfocitica crénica

Foram também analisadas as potenciais associacfes entre as frequéncias alélicas e

genotipicas dos SNPs seleccionados com os trés grupos progndsticos obtidos através do

estadiamento de Rai dos doentes com LLC (risco baixo versus risco intermédio e alto; risco

alto versus risco baixo e intermédio e risco baixo versus risco alto), assim como com a

positividade para os marcadores citogenéticos de progndstico. No entanto ndo foram

encontradas associagOes estatisticamente significativas nesta anlise (resultados omitidos).

Dada a importancia assumida pelas interacbes entre os dois genes estudados na

regulacdo do stresse oxidativo, foram analisados os perfis genotipicos e sua associa¢cdo com o

desenvolvimento da LLC no grupo de estudo, encontrando-se os resultados desta analise na

Tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo dos perfis genéticos dos SNPs seleccionados nos doentes com LLC e

controlos, e a sua associagao com risco de desenvolvimento de LLC.

LLC Controlos
Perfil genético n % OR (95% IC) valor p n %
NFE2L2/KEAP1
AA/AA 0 0.0 - - 2 0.8
AA/AC 7 3.6 1.549 (0.459-5.293) 0.572 6 2.3
AA/CC 46 23.1 0.634 (0.407-0.984) 0.037 84 32.2
AG/AA 1 0.5 - - 0 0.0
AG/AC 10 5.0 0.868 (0.353-2.104) 0.837 15 5.7
AG/CC 85 42.7 0.918 (0.622-1.355) 0.705 117 44.8
GG/AC 6 3.0 1.128 (0.330-3.805) 1.000 7 2.7
GG/CC 44 22.1 2.186 (1.279-3.744) 0.003 30 115

dbSNP, single nucleotide polymorphism database; IC, Intervalo de confianca; KEAP1, Kelch-

like ECH-associated protein 1; LLC, leucemia linfocitica cronica; NFE2L2, Nuclear factor,

erythroid 2-like 2; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism
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A andlise dos perfis genotipicos permitiu verificar que o perfil genotipico GG/AA
(NFE2L2/KEAP1) estava ausente nos doentes com LLC e nos controlos saudaveis. Além disso,
observou-se que o perfil AA/AA (NFE2L2/KEAP1) apenas estava presente nos controlos e o
perfil AG/AA (NFE2L2/KEAP1) apenas estava presente nos doentes. Esta analise permitiu
também determinar dois perfis genotipicos de susceptibilidade. O perfil AA/CC
(NFE2L2/KEAP1) surge com uma menor frequéncia nos doentes com LLC quando comparados
com os controlos saudaveis (OR 0.634, IC 95% 0.407-0.984, p=0.037). Um segundo perfil,
GG/CC (NFE2L2/KEAP1), mostrou uma maior frequéncia nos doentes com LLC (OR 2.186,
IC 95% 1.279-3.744, p=0.03). Os restantes perfis genotipicos ndo apresentam variacdo da
frequéncia de forma estatisticamente significativa entre os grupos em estudo.

Por ultimo, foi avaliado o impato dos SNPs seleccionados na sobrevivéncia global do
subgrupo de doentes cujos dados relativos ao follow-up estavam disponiveis. O subgrupo era
constituidos por 67 individuos, e o tempo médio de follow-up foi de 5.114 anos (intervalo 0.178-
18.485 anos). Nao foram obtidas diferencas estatisticamente significativas na sobrevivéncia
deste subgrupo, quando comparados genotipos ou perfis genotipicos para 0s SNPs
seleccionados. No entanto, como se pode observar pela Figura 2, existe uma diferenca, apesar
desta ndo ter significancia estatistica, na sobrevivéncia dos doentes deste subgrupo quando séo
comparados 0s gendtipos dos SNPs dos genes NFE2L2 e KEAP1 (Figura 2a e 2b
respectivamente) e perfis genotipicos (Figura 2c). Como se pode observar na Figura 2a 0s
doentes com genotipos NFE2L2 GG apresentam menor sobrevivéncia global que os doentes
homozigotos ou heterozigotos para o alelo A. Nao foi observada uma diferenca significativa
entre as sobrevivéncias dos doentes homozigotos e heterozigotos para o alelo A do gene
NFE2L2 (resultados omitidos). Como se pode observar na Figura 2b os doentes com genétipo

KEAP1 CC apresentam uma menor sobrevivéncia global que os doentes heterozigotos. Néao foi
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possivel fazer a avaliagdo comparativa da sobrevivéncia dos doentes com genétipo KEAP1 AA,

uma vez que este ndo foi observado na populagdo em estudo.

A combinacdo dos dois genotipos, anteriormente descritos, que parecem conferir menor

sobrevivéncia (perfil genotipico GG/CC - NFE2L2/KEAP1), estd também ela associada a uma

menor sobrevivéncia dos doentes, quando comparados com os restantes perfis genotipicos,

como é possivel observar-se na Figura 2c. Mais nenhum perfil genotipico parece estar associado

a uma menor sobrevivéncia do subgrupo dos doentes com LLC.
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Figura 2. Graficos de sobrevivéncia dos doentes com LLC de acordo com os genétipos dos

genes NFE2L2 (a) e KEAP1 (b); e perfis genotipicos NFE2L2+KEAP1 (c).

HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianca; KEAP1, Kelch-like ECH-associated protein 1;
NFE2L2, Nuclear factor, erythroid 2-like 2.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A LLC apresenta uma elevada prevaléncia na populacdo adulta, tratando-se de uma
doenca de evolucdo indolente e incuravel. Continua, na actualidade, como uma doenca de
etiologia obscura. Com base em dados epidemiol6gicos da doenca, nomeadamente 0 seu risco
trés vezes superior em familiares de 1° grau [42-44], a maior incidéncia em homens e a sua
distribuicdo geografica (maior incidéncia na Europa e América do Norte) [45], foram
implicados factores de risco genéticos no seu desenvolvimento. Importa agora identificar estes
factores, de forma a esclarecer os mecanismos genéticos que estdo na base da leucemogénese,
para evidenciar genes de suscetibilidade a doenca, potenciais alvos terapéuticos assim como
preditores de resposta a terapéutica.

Conhece-se o papel central desempenhado pelo stresse oxidativo na carcinogénese de
diversas neoplasias, nomeadamente nas hematologicas [37,46]. O stresse oxidativo surge por
um desequilibrio entre a producdo de ROS e disponibilidade de agentes antioxidantes capazes
de as neutralizar. A identificacdo das causas deste desequilibrio pode ajudar a explicar a origem
de diversas neoplasias.

O factor de transcricdo NRF2 e o seu supressor KEAP1, sdo importantes pecas na defesa
antioxidante [26,27]. Alteracdes nos genes que codificam estes factores (NFE2L2 e KEAP1,
respectivamente), que condicionem uma diminuicao da funcdo do factor NRF2 ou aumento da
funcéo supressora do KEAPL, tornam a célula susceptivel as alteracGes das macromoléculas
induzidas pelas ROS, que se sabem ser carcinogénicas [13,28].

Foram descritos diversos SNPs para os genes NFE2L2 e KEAP1, alguns deles com
repercussdes na funcdo das proteinas que estes codificam. Varios estudos tém-se dedicado a
investigar as consequéncias fisiopatologicas destes SNPs funcionais. Alguns destes ja foram
associados a diversas patologias multiorganicas, mas poucos foram implicados na alteracao da

susceptibilidade ou progndstico de neoplasias [34]. Até a actualidade, alguns polimorfismos no
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gene NFE2L2 foram associados a alteragGes na susceptibilidade a algumas neoplasias néo
hematoldgicas, nomeadamente adenocarcinoma do pulméo (rs6721961), carcinoma da mama
(rs6721961 e rs2706110) e colangiocarcinoma (rs6726395) [48-50]. Menos impacto foi dado
aos polimorfismos no gene KEAP1, ndo surgindo em bibliografia publicada associado a
nenhuma neoplasia ndo hematologica.

Este estudo caso-controlo de base hospitalar propds-se a determinar a relevancia dos
SNPs rs13001694 (gene NFE2L2) e rs11085735 (gene KEAP1) na suscetibilidade e prognéstico
da LLC. Estes polimorfismos sdo validados, e tém repercussdes funcionais e capazes de alterar
a suscetibilidade ou prognostico de neoplasias hematoldgicas. O polimorfismo rs13001694
(NFE2L2) foi associado a um maior risco de desenvolvimento da sindrome mielodisplésica
(SMD) e 0 rs11085735 (KEAP) foi implicado num pior prognéstico na leucemia mieloide aguda
(LMA) [37].

De forma isolada, o polimorfismo do gene NFE2L2 parece influenciar o
desenvolvimento da LLC. A presenca do alelo G do NFE2L2 constitui um factor de risco para
o desenvolvimento de LLC, quando comparado com portadores do alelo A para 0 mesmo gene
A presenca do alelo de risco G em homozigotia (NFE2L2 GG) aumenta aproximadamente duas
vezes o risco de desenvolvimento de LLC nos individuos com este gendtipo, comparativamente
com aqueles que possuem o alelo A em heterozigotia ou homozigotia.

Isoladamente, o impacto que os SNPs tém na susceptibilidade a LLC podera ser
pequeno. No entanto, a prevencdo do stresse oxidativo depende da integridade da via de
sinalizacéo celular do NRF2-KEAPL. Assim, a ac¢do combinada dos polimorfismos nos genes
NFE2L2 e KEAP1 podera ter um maior impacto na susceptibilidade a doenca [48]. Os perfis
genotipicos dos polimorfismos NFE2L2/KEAP1 permitiram a analise do efeito conjunto destas

variacoes.
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Dois perfis genotipicos parecem influenciar a suscetibilidade a LLC: GG/CC e AA/CC
(NFE2L2/KEAP1). O perfil genotipico GG/CC (NFE2L2/KEAP1) aumenta mais de duas vezes
o risco de desenvolvimento da LLC. Importa considerar que isoladamente o gen6tipo NFE2L2
GG jé constituia um factor de risco para o desenvolvimento da doenca, e este risco mantém-se
quando surge combinado com o gendtipo KEAP1 CC. O mesmo néo se verifica no outro perfil
observado (GG/AC - NFE2L2/KEAP1), no qual o risco associado ao polimorfismo NFE2L2
GG desaparece quando este surge combinado com o KEAP1 AC. A presenca do alelo protector
A do gene NFE2L2 em homozigotia (gendtipo AA) ndo altera, com significado estatisticamente
relevante, a susceptibilidade para LLC. Mas o seu papel parece ser potenciado quando
conjugado com o genétipo KEAP1 CC, uma vez que o perfil AA/CC (NFE2L2/KEAP1)
constitui um factor protetor para a LLC. O mesmo ndo se verifica quando o genotipo NFE2L2
AA surge conjugado com o genotipo KEAPL AC (perfil AA/AC - NFE2L2/KEAP1). Foram
descritos resultados idénticos relativamente a influéncia dos mesmos SNPs na sindrome
mielodisplasica (SMD) [37]. No entanto, mais estudos serdo necessarios para determinar o
impacto destes polimorfismos noutras neoplasias hematologicas.

Importa considerar que a prevaléncia do alelo KEAP1 C na populacdo em geral € muito
maior comparativamente com o alelo KEAP1 A. Este facto condiciona uma reducdo marcada
da populacdo em estudo com este alelo, o que dificulta a obtencao de resultados conclusivos.
Esta situacéo reflectiu-se no presente estudo, uma vez que nao foi possivel realizar a analise da
influéncia do genotipo KEAP1 AA nos genotipos do NFE2L2, pela sua auséncia em perfis
homologos dos grupos controlo e doente.

Os resultados do presente estudo vém reforcar a importancia da via de sinalizacao
celular do NRF2-KEAPL, e da relevancia que as alteracdes nas interacBes entre estes dois
factores tém na susceptibilidade e prognostico da doenca. Observou-se que a acdo combinada

dos polimorfismos nos genes NFE2L2 e KEAP1, quando comparada com o seu efeito isolado,
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teve um maior impacto na susceptibilidade a LLC. Importa compreender a consequéncia que
cada polimorfismo tem na via de sinalizagdo NRF2-KEAP1, e de que forma os perfis genéticos
resultantes destes polimorfismos podem amplificar ou atenuar o risco a doencas. Isto permitiria
compreender a etiopatogenia dessas doencas, e consequentemente a descoberta de possiveis
biomarcadores de prognostico e alvos terapéuticos.

Apesar de ndo terem sido obtidas diferengas estatisticamente significativas na
sobrevivéncia dos doentes com LLC, de acordo com os gendtipos e perfis genotipicos dos SNPs
estudados, mais estudos serdo necessarios para clarificar estes dados. Importa considerar que a
subpopulacdo de doentes com informacao clinica disponivel era de dimensdes reduzidas, tendo
ficado excluidos desta avaliagdo alguns genétipos e perfis genotipicos (nomeadamente KEAP1
AA e perfis genotipicos que o englobariam). Isto podera ter impossibilitado a obtencdo de
resultados conclusivos. O alelo A do KEAP1 ja foi associado a uma menor sobrevivéncia em
doentes com LMA [37]. Mais estudos serdo necessarios para avaliar a possivel influéncia deste
polimorfismo no desenvolvimento e progndstico da LLC.

Em concluséo, o presente estudo permite inferir que o gendtipo NFE2L2 GG e o perfil
genotipico GG/CC (NFE2L2/KEAP1) constituem factores de risco para o desenvolvimento de
LLC, e que o perfil genotipico AA/CC (NFE2L2/KEAP1) constitui um factor protector para o
desenvolvimento desta doenca. Futuramente estes polimorfismos podem vir a desempenhar um
importante papel na clinica, podendo a sua detec¢do ser um importante indicador de
suscetibilidade a doenca, assim como indicador de prognaostico.

Posteriormente serdo obtidos os dados clinicos dos restantes 129 doentes para que sejam
reavaliadas as associagdes entre estadiamento da doenca, de acordo com o estadiamento de Rai
ou Binet, positividade dos marcadores ZAP-70, CD38+, marcadores citogenéticos e o

prognostico da LLC.
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