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Resumo

Nos ultimos anos, o cancro tem sido definido como uma doenga do genoma devido
ao papel que a componente genética apresenta na sua etiologia. Sendo uma doenca
complexa e multifatorial, o cancro estimula a procura de novas estratégias de prevengao,
diagnéstico e tratamento. Durante a carcinogénese, ocorrem varias alteragdes em genes
importantes nos diversos processos celulares o que permite considerar que variagdes
genéticas em genes envolvidos na reparagao celular, como os genes de resposta ao
stress oxidativo, podem alterar a fungdo da proteina e impedir a correta reparagédo dos
danos no ADN. Os genes KEAP1 e Nrf2 ja foram descritos como genes importantes tanto
na carcinogénese como na reparagao dos danos induzidos no ADN pelo stress oxidativo.
Desta forma, alteragbes nas suas fungdes podem comprometer a resposta antioxidante.

O cancro da mama constitui a segunda neoplasia mais frequente em todo o mundo
na mulher, tendo sido registada, em 2012, uma incidéncia de 1,67 milhdes de novos
casos em todo o mundo, o que equivale a 25% de todas as neoplasias.

O objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo da influéncia dos polimorfismos
KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162 em doentes com cancro da mama e na
compreensao do papel destes polimorfismos na progressao tumoral e no outcome clinico.

Neste estudo foram analisadas amostras referentes a 1071 mulheres com
descendéncia europeia e com diagnostico histopatolégico de cancro da mama. Todas as
doentes foram genotipadas por RT-PCR, relativamente aos polimorfismos em estudo. A
analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa estatistico SPSS.

Relativamente ao polimorfismo Nrf2 rs2886162, nao foram observadas associagdes
estatisticamente significativas entre este e a sobrevivéncia global e aos 15 anos, o risco
de mortalidade precoce aos 15 anos e o tempo até a progressao.

Em relacdo ao polimorfismo KEAP1 rs1048290, os resultados obtidos indicam a
existéncia de uma associagao entre este polimorfismo e a sobrevivéncia global (p=0,037)
e a sobrevivéncia aos 15 anos (p=0,047) nas doentes com recetores de estrogénio
negativos, sendo que as portadoras do alelo G apresentam uma sobrevivéncia superior
em comparagdao com as portadoras do genétipo CC. Foi ainda realizada uma analise
multivariada que indicou uma associacdo estatisticamente significativa entre este
polimorfismo e o risco de mortalidade precoce aos 15 anos, a qual indica que os
portadores do gendtipo CC apresentam um risco de mortalidade precoce cerca de 3
vezes superior quando comparado com as portadoras do alelo G (HR=3,007;
IC95%=1,145 — 7,900; p=0,025). Relativamente ao tempo até a progressédo foi
encontrada uma associacdo estatisticamente significativa nas doentes com recetores
Her2 negativos (p=0,043), assim como nas doentes com baixo grau histolégico (p=0,014).

Verifica-se que as doentes portadoras do alelo C tém um menor tempo até a progressao
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quando comparadas com as doentes portadoras do genétipo GG.

Os resultados indicam que n&o existe nenhuma associagdo estatisticamente
significativa entre os polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162 e a
sobrevivéncia global, quando considerado o tipo de tratamento (RT vs RT/QT).

Estudos futuros passarao pela replicagdo destes resultados noutros tipos de cancro,
uma vez que o stress oxidativo e as suas vias podem condicionar a progressédo € o

outcome clinico de outras neoplasias.

Palavras — chave: Cancro da Mama, Polimorfismos, KEAP1, Nrf2, Stress Oxidativo
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Abstract

In recent years, cancer has been defined as a disease of the genome because of the
role that genetics has in its etiology. Being a complex and multifactorial disease, cancer
stimulates the search of new strategies for prevention, diagnosis and treatment. During
carcinogenesis, there are several changes in genes important in several cellular
processes which suggests that genetic variations in genes involved in cell repair, such as
genes related to oxidative stress, can alter the function of the protein and prevent the
proper DNA damage repair. The KEAP1 and Nrf2 genes have been described as
important genes both in carcinogenesis and in the repair of DNA damage induced by
oxidative stress. Thus, changes in their functions may compromise the antioxidant
response.

Breast cancer is the second most common cancer worldwide in women, with an
incidence in 2012 of 1.67 million new cases worldwide, which corresponds to 25% of all
cancers.

The objective of this study was to evaluate the influence of KEAP1 rs1048290 and
Nrf2 rs2886162 polymorphisms in breast cancer patients and understanding the role of
these polymorphisms in tumor progression and clinical outcome.

In this study were analyzed samples of 1071 women with European descent and
histopathological diagnosis of breast cancer. All patients were genotyped by RT-PCR, for
the polymorphisms in the study. Statistical analysis was performed using the SPSS
statistical program.

Regarding the Nrf2 rs2886162 polymorphism, there were no statistically significant
associations with overall survival and survival to 15 years, the risk of early death at 15
years and time to progression.

Regarding KEAP1 rs1048290 polymorphism, the results indicate the existence of an
association between this polymorphism, and overall survival (p=0,037) and survival at 15
years (p=0,047) in patients with negative estrogen receptors, and the carriers of the G
allele exhibit a higher survival compared with the CC genotype carriers. Multivariate
analysis indicated a statistically significant association between this polymorphism and the
risk of early death at 15 years, which indicates that carriers of the CC genotype have a
risk of early death about 3 times higher when compared with the carriers of G allele
(HR=3,007, 95%CIl=1,145 - 7,900; p=0,025). For time to progression there was a
statistically significant association in patients with negative Her2 receptor (p=0,043) and in
patients with low histologic grade (p=0,014). It appears that patients carrying the C allele

have a shorter time to progression compared with patients carriers of the GG genotype.
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Abstract

The results indicate that there is no statistically significant association between
polymorphisms KEAP71 rs1048290 and Nrf2 rs2886162 and overall survival, when
considering the type of treatment (RT vs. RT / QT).

Future studies will include replication of these results in other types of cancers, since

oxidative stress and its pathways might influence the progression and clinical outcome of

other malignancies.

Keywords: Breast Cancer, Polymorphisms, KEAP1, Nrf2, Oxidative Stress
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1. Introducgao

1.1. O cancro: conceitos gerais

O cancro é uma doenga do genoma, o qual resulta de alteragbes na sequéncia de
ADN (Acido Desoxirribonucleico) nas células normais transformando-se estas em células
tumorais. Apesar de a maioria destas alteragbes conseguir ser reparada, uma pequena
percentagem destas alteracdes torna-se permanente. Desta forma, o cancro surge da
acumulagédo, ao longo do tempo, de alteragdes genéticas e epigenéticas e caracteriza-se
pela proliferagao descontrolada das células, as quais tém a capacidade de invadir os
tecidos normais adjacentes ou érgaos a distancia, isto é, capacidade de metastizagao [1-
4].

A proliferagao celular é regulada por varios tipos de genes, podendo estes agir de
uma forma direta, como os proto-oncogenes e 0s genes supressores tumorais, ou de
forma indireta, como os genes de reparagdo do ADN [5, 6]. Os proto-oncogenes séo
genes que participam na regulagdo da proliferagao celular, quando estes genes sofrem
mutacdes que implicam alteragbes nos produtos que estes codificam, pode ocorrer a
transformacgédo celular [5-8]. Nestas condigbes, os proto-oncogenes passam a ser
denominados de oncogenes, 0s quais provocam um aumento inadequado da proliferagao
celular e a transformacdo de uma célula normal numa célula neoplasica [5-8]. Pelo
contrario, 0s genes supressores tumorais sdo genes que possuem uma agao inibitoria, de
forma a equilibrar o estimulo proliferativo dos proto-oncogenes. Quando ocorrem
alteragdes genéticas nestes genes verifica-se a perda de fungdo e uma desregulacéo da
proliferagédo celular. Se a estrutura ou a expresséo dos genes envolvidos na proliferagéao
celular se encontrar alterada, pode iniciar-se o processo de carcinogénese [5, 6, 8].

O processo de carcinogénese envolve varias fases, desde a indugdo de mutacdes
numa célula normal até ao culminar numa célula neoplasica. As primeiras fases deste
processo sdo a iniciagdo e a promogéo [7, 9]. A iniciagdo corresponde ao aparecimento
de uma ou mais mutagcdes no ADN da célula normal. Apds varias divisdes celulares,
estas mutagdes tornam-se permanentes e ddo origem a primeira célula pré-neoplasica [7,
9]. Apds a divisdo desta célula, varios agentes quimicos e fisioldgicos podem influenciar o
crescimento de um clone celular, fase esta designado por promog¢ao tumoral. Com a
constante exposi¢cao a varios agentes quimicos e através de varias divisdes celulares e
da aquisigdo de mais alteragdes no ADN, ocorre a fase de progressao [9]. E nesta fase
que a célula pré-neoplasica se pode transformar numa célula neoplasica [7, 9].

Tal como as restantes células que constituem o corpo humano, as células tumorais
resultam de varias divisdes mitdticas do évulo que deu origem ao individuo, o que
significa que estas também possuem uma cdépia do seu genoma. Contudo, as células

tumorais adquiriram varias alteragdes no ADN inicial, denominadas mutagdes somaticas
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(Figura 1). As mutagbes podem dividir-se em varios grupos consoante a alteragao que
ocorreu e incluem a substituicdo de um nucleotido por outro, a insergdo ou delecédo de
nucleodtidos, rearranjos de ADN e/ou alteracdo do numero de cépias [3]. Estas alteracdes
sdo adquiridas enquanto a linhagem celular € fenotipicamente normal. Assim, estas
mutagdes vao ser a consequéncia tanto de erros na divisdo celular como do efeito de

mutagéneos exdgenos [3, 8].

Expansdo Tumor Cancro Cancro invasor Recurréncia
clonal precoce  benigno invasor inicial avangado quimio-resistente

Processo

Ovulo fertilizado  Gestagdo Infancia Adolescéncia Idade Adulta

mutacional intrinseco Exposicao
ambiental e quotidiana

Fendtipo

©  Mutagdo passenger . )
mutado Quimioterapia p—
Y¥ Mutagdo driver
A Mutagdo resistente 1-10 ou mais
a quimioterapia > mutagdes driver
10s - 1,000s mitoses 10s — 100s mitoses 10s — 100,000 ou mais
dependendo do 6rgdo dependendo do cancro mutagdes passenger

Figura 1: Divisdes mitéticas desde o 6vulo fertilizado até a célula tumoral (adaptado de Stratton et al., 2009)

O desenvolvimento e o crescimento tumoral implicam que o tumor possua novas
caracteristicas como o crescimento autbnomo, a evasido a apoptose, a diminuicdo da
sensibilidade a fatores anti-crescimento, a invasdo dos tecidos normais, a replicagcao
ilimitada e o desenvolvimento de neovascularizagao [1, 4, 8, 10].

Devido a grande heterogeneidade e instabilidade tumoral, um dos principais desafios
€ distinguir as mutagdes “driver’ das mutagbes “passenger’, uma vez que nem todas as
mutacdes somaticas estdo relacionadas com o desenvolvimento de cancro. As mutacdes
“driver’ estdo diretamente relacionadas com o comportamento tumoral, conferindo uma
vantagem no crescimento tumoral, e representam possiveis biomarcadores [3]. Pelo
contrario, as mutagbes “passenger’, nao influenciam o comportamento tumoral e por
consequéncia ndo sao alvos efetivos da terapia, contudo ja estavam presentes na célula
tumoral quando esta adquiriu uma das suas mutagbes “driver’ [2, 3]. O grupo de
mutacdes “driver’ mais importante € aquele que vai conferir resisténcia a terapia, estas
sao frequentemente encontradas em situagcées de recidiva de tumores que inicialmente
responderam a terapia, mas que com a passagem do tempo adquirem resisténcia. Uma
vez que o microambiente tumoral também é alterado apds o inicio da terapia, as
mutacdes “passenger’ podem evoluir e tornar-se mutagdes “driver’ levando a situagdes

de recidiva [3].
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Tanto a heterogeneidade intratumoral como a intertumoral v&o contribuir para o
prognostico do doente e a sua resposta a terapia [2]. A compreenséao da relagdo entre os
marcadores moleculares e as terapias dirigidas, permitem a definicido de grupos de
doentes que vao beneficiar mais ou menos de uma determinada terapia. Da mesma
maneira, vai ainda ser possivel identificar quais as combinagbes de terapias mais
eficazes ou que irdo permitir ultrapassar o desenvolvimento de resisténcia a terapia, uma
vez que esta é a maior causa de falha do tratamento [2, 11].

E importante considerar ainda que os processos celulares que estdo alterados no
cancro sao também os processos usados pelas células normais para percecionar e
responder a estimulos externos [2, 4]. As pequenas alteragcdes moleculares em conjunto
com as perturbagdes em diversos processos celulares, vdo permitir estabelecer
subgrupos de tumores com determinados padrdes de alteragbes. Considerando que ao
longo do tempo, a classificagdo dos tumores tem variado, deixando apenas de ter em
conta as alteragcbes morfolégicas e passando a considerar também as alteragbes
moleculares, as opc¢des terapéuticas vao passar, também, a ser direcionadas atendendo

a este tipo de alteragdes (Figura 2) [1, 2, 12, 13].

Avaliagao de caracteristicas biologicas

Subtipo Histoldgico Perfil Molecular
E Novos tratamentos
’ personalizados recomendados
Mama .
o @@@ —_’ @@@ %@@ -
Colon q i“? fq i} E ‘? ?ﬁ ?q ’?
Ovario
Screening pré-clinico dos farmacos
Tratamento Aberragdes Perfis de
farmacologico moleculares tratamento
o~ <5
—r - Colon
04% IS
s <3

Figura 2: Definigdo de terapias personalizadas com base nos perfis moleculares (adaptado de Werner et al.,
2014)
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Até a data, nenhum cancro humano esta completamente descrito em termos de
alteracbes genéticas, assim como também o numero exato de altera¢cdes necessarias
para o seu desenvolvimento ainda ndo € conhecido. Posto isto, o principal objetivo dos
estudos na area da oncologia é a identificacdo destas alteragdes, de modo a definir
regimes de tratamento e terapias mais efetivas com a menor toxicidade possivel [1, 2, 13,
14].

1.2. Variabilidade genética interindividual

A diversidade humana deve-se a varios fatores, mas aqueles que parecem ser mais
significativos sdo os polimorfismos genéticos, estes sdo uma fonte de grande diversidade
interindividual e podem ser de varios tipos, sendo o mais comum os SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism), nos quais existe apenas a alteragdo de um nucleétido.
Estima-se que no genoma humano existam cerca de 12 a 16 milhdes de SNPs [5, 15].

A recombinagdo genética, através da adigdo de alelos, é também uma causa de
diversidade. Assim, a variabilidade genética resulta da combinagéo entre o efeito aditivo
de genes e mutagdes, a interagdo entre as alteragdes genéticas e a adaptagdo ao meio e
da selegdo decorrente de doengas [5].

O polialelismo é também outra causa de variabilidade genética, onde para cada locus
de um individuo existem dois alelos alternativos. Se as formas alternativas de um gene ou
de uma sequéncia intergénica tem uma frequéncia igual ou superior a 1% numa
populagdo, sao designados de polimorfismos. Os polimorfismos sido consideradas

variantes com baixa penetrancia na populagao [5, 9].

1.3. Radiogenomica

A Radiogenémica é uma area de estudo paralela a Farmacogendmica. Os seus
principais objetivos s&o: desenvolver ensaios capazes de predizer quais os doentes com
cancro que tem uma maior predisposigcdo para desenvolver efeitos adversos apoés
tratamentos de radioterapia com protocolos standard e entender as vias moleculares
responsaveis pelo desenvolvimento de toxicidade, nos tecidos normais, induzida pela
radiacdo [16, 17]. A toxicidade da RT (Radioterapia) € um fenétipo complexo que envolve
diversos mecanismos patoldgicos, os quais vao originar diferentes resultados clinicos. Ao
longo dos ultimos anos, alguns estudos tém reportado uma associagéo entre o risco para
o desenvolvimento de efeitos adversos a RT e a presenga de algumas variantes
genéticas em genes chave, nomeadamente genes de reparagédo do ADN [17-21].

Através de estudos recentes, tem-se verificado que a existéncia de SNPs em genes
envolvidos nas diversas vias de reparagdo de ADN, pode influenciar a resposta aos

tratamentos de RT. O objetivo major deste tipo de estudos € a personalizagdo e
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otimizagao da terapia, com base nas variagbes genéticas de cada doente, uma vez que
em alguns casos esta personalizagdo aumenta o controlo local e a sobrevivéncia (Figura
3) [13, 16, 20-23].

A dose N

limitada pela .
sensibilidade n‘

o

Radiogendmica = estudo para predizer a
radiossensibilidade individual com base nos SNPs

!

Alto risco genético de Baixo risco genético de
desenvolver efeitos adversos desenvolver efeitos adversos
®e © o
N3o irradiar; p Escalada de

modificar os

parametros de lnl ln- [ -"l lnfw
dose 'I

Melhoria do indice terapéutico

Figura 3: Objetivo major da Radiogendmica (adaptado de Kerns et al., 2014)

Devido a natureza complexa dos varios efeitos adversos, os estudos radiogenémicos
apresentam diversos desafios, nomeadamente, a necessidade de ter em conta os
sintomas antes do tratamento, o possivel efeito modificador provocado pelas variaveis
dosimétricas, as possiveis variaveis de confusdo, como a histéria genética familiar, a
uniformizagéo dos sistemas de avaliagdo dos efeitos adversos e a necessidade de longos
periodos de follow-up. Considerando todos estes aspetos, a radiogenémica pretende
alcancar o melhor equilibrio possivel entre a eficacia da terapia e a minimizagado dos

efeitos adversos [16].

1.4. Genes KEAP1 e Nrf2

O gene KEAP1 (Kelch-Like ECH-Associated Protein 1) localiza-se no brago curto do
cromossoma 19 (19p13.2) (Figura 4A) e a proteina KEAP1 é constituida por trés
dominios funcionais: o dominio BTB (Broad complex/ Tramtrackl/Bric-a-brac), a regiao IVR
(Intervening Region) e o dominio Kelch, também designado de dominio DGR (Double
Glycine Repeat), que atua como um substrato para a proteina adaptadora do complexo
ubiquitina-ligase E3 (Figura 4B)[24, 25]. O dominio BTB desempenha um papel essencial

na dimerizagcdo do KEAP1 e o dominio DGR ¢é importante para a manutengao da
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interacado entre o KEAP1 e o Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2). Os trés
dominios apresentam um papel unico na mediagdo da ubiquitinacdo e repressao
citoplasmatica do Nrf2 [24-30]. Desta forma, o KEAP1 foi identificado como uma proteina
citoplasmatica que interage com o Nrf2, regulando negativamente a sua atividade [10, 26,
29, 31]. Sendo a principal fungdo deste gene a detegdo de substancias eletrofilicas e
também de stress enddgeno, vai ser possivel ao complexo KEAP1-Nrf2 desempenhar

uma papel protetor para a célula [10, 27, 32].

A
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Figura 4: A: Localizagdo cromossomica do gene KEAP1 (adaptado de http://www.genecards.org/); B:
Dominios funcionais do gene KEAP1 (adaptado de Jaramillo & Zhang, 2013)

O gene Nrf2, também conhecido como NFE2L2, esta localizado no cromossoma 2
(2931) (Figura 5A) e codifica um fator de transcricao pertencente a familia cap ‘n’ collar
(CnC) das proteinas basic leucine zipper (bZIP), importante para a regulagdo da resposta
antioxidante [9, 10, 28, 33-40]. Este gene possui sete dominios funcionais conhecidos
como Neh1-Neh7, sendo o maior regulador o dominio Neh2 localizado na terminagcéo N
do Nrf2 (Figura 5B). O dominio Neh2 possui sete residuos de lisina, responsaveis pela
sua ubiquitinagdo, e ainda dois locais de ligagdo, denominados ETGE e DLG, que
auxiliam a manutencdo da estabilidade do Nrf2 [24, 27]. O Nrf2 interage com o KEAP1
através do ETGE e DLG, correspondendo a locais de ligacdo de alta afinidade e baixa
afinidade, respetivamente [10, 24, 25, 27, 32, 41]. A funcéo principal do Nrf2 é a ativagao
da resposta celular antioxidante através da indugédo da transcricdo de uma variedade de
genes que tem a capacidade de combater os efeitos negativos de insultos intrinsecos e
extrinsecos, como os xenobidticos e o stress oxidativo [9-11, 24, 26, 27, 30, 31, 33, 34,
39-41]. Estudos recentes demonstraram que a transcricdo mediada pelo Nrf2 tem a

capacidade de proteger as células e tecidos das consequéncias patoldgicas da formacao
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de ROS (Espécies Reativas de Oxigénio) apds a exposigéo a radiagao ionizante, como a
RT [33]. Este efeito protetor deve-se ao aumento de expressdo de varios genes
citoprotetores pelo Nrf2 [24, 29, 33, 41].
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Figura 5: A: Localizagdo cromossémica do gene Nrf2 (adaptado de http://www.genecards.org/); B: Dominios
funcionais do gene Nrf2 (adaptado de Jaramillo & Zhang, 2013)

Vérios estudos tém demonstrado também que o Nrf2 contribui para uma melhor
sobrevivéncia devido ao seu efeito destoxificante e a promoc¢éo da reparacdo do ADN
[33]. Apesar disto, a sobrexpressédo do Nrf2 em células tumorais humanas pode produzir
um fendtipo de radioresisténcia e de pior progndstico [10, 11, 24, 27, 33, 34, 36-38]. Uma
menor eficacia desta via pode por um lado aumentar a suscetibilidade para o
desenvolvimento de cancro como por outro diminuir a sobrevivéncia [13, 34, 38]. Porém,
a acumulagao de Nrf2 ndo é suficiente para o desenvolvimento espontaneo de cancro,
apesar de um grande numero de cancros depender da atividade deste gene [26]. Desta
forma, o aumento da atividade do Nrf2 ndo leva ao desenvolvimento de cancro, contudo,
confere vantagens em termos de proliferagdo e resisténcia ao stress, aumentado a
sobrevida das células tumorais [11, 26, 27, 29, 37, 42].

1.5. Polimorfismos genéticos nos genes KEAP1 e Nrf2

Considerando que a expressdo de um gene pode ser alterada pela presenga de
SNP’s, varios estudos tém sido conduzidos para avaliar o seu impacto, nomeadamente
nos genes KEAP1 e Nrf2. Relativamente ao gene KEAP1 é de salientar o SNP rs1048290
(Tabela 1) caracterizado pela substituicdo de uma Citosina (C) por uma Guanina (G).

Uma vez que esta troca ndo envolve uma alteragdo na sequéncia aminoacidica (L471L),
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trata-se assim de um polimorfismo sinénimo [28, 43, 44]. No entanto, existem ainda
poucos estudos ao nivel da epidemiologia molecular, porém ja foi avaliada a relagéo
entre a existéncia deste polimorfismo e o risco para o desenvolvimento de cancro da
mama [28]. Contudo, outros estudos tém revelado uma associagao entre doentes com
casos invasivos tratados com RT e a sobrevida livre de recorréncia, assim como entre
doentes com recetores de estrogénio positivos e tratados com tamoxifeno e o parametro
anterior. Apesar destes resultados, ainda ndo se estabeleceu uma relacédo entre o risco
para desenvolvimento de cancro ou a sobrevivéncia em cancro da mama, embora ja
tenha sido estabelecida com a sobrevida livre de progressdo em doentes com Carcinoma
endometridide do endométrio [13, 28]. Comparativamente, no gene Nrf2 destaca-se o
SNP rs2886162 (Tabela 1) caracterizado pela substituigdo de uma Adenina (A) por uma
Guanina (G) na regiado intronica do gene. De acordo com alguns estudos, pode ser
postulado que individuos portadores de polimorfismos funcionais que alterem a
expressao basal do Nrf2 ou a sua capacidade de se translocar do citoplasma para o
nucleo, apresentam um risco aumentado para a ocorréncia de stress oxidativo. Por outro
lado, ja se tem verificado que o alelo A esta relacionado com uma menor expressédo do
Nrf2 e que consequentemente, o genodtipo AA associado a uma pior sobrevivéncia

especifica de doenga em doentes com cancro da mama [34, 41].

Tabela 1: Frequéncia alélica dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162 a nivel global e a nivel
europeu (adaptado de http://www.ensembl.org/)

KEAP1 rs1048290 Nrf2 rs2886162
Alelo Cc G A G
Mundial 51% 49% 40% 60%
Europeia 35% 65% 51% 49%

1.6. Via KEAP1-Nrf2

A estabilidade do genoma é assegurada pela regulagéo do ciclo celular, a qual induz
a reparagao de danos do ADN através de pontos de restricdo. Este processo implica a
existéncia de proteinas capazes de detetar e reparar esses mesmos danos [5, 45].
Existem varios mecanismos que induzem a reparagao dos danos, desde a discriminagéo
pela ADN polimerase, a reparagao direta, a reparagao por excisdo (BER, NER e MMR) e
por recombinagdo homologa [5, 20].

A exposigao a radiagao, a inflamagao e a diversos agentes quimicos pode levar ao
stress oxidativo das células [28]. Varios estudos tém demonstrado que as ROS

desempenham um papel importante na carcinogénese (Figura 6). As células humanas
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estdo continuamente sujeitas a agao das ROS, podendo estas ser produzidas a partir de
fontes enddgenas ou exogenas [9, 40]. Como consequéncia, o stress oxidativo vai levar a
instabilidade genética, ao aparecimento de mutagdes e/ou a desregulagao da proliferagéo

celular, o que pode resultar no desenvolvimento de cancro [9, 10, 28, 32, 36, 41].

Fontes enddgenas ) . Fontes exogenas
Mitocéndria ) Luz UV
Peroxissomas r 1T 1 Citoquinas inflamatadrias
Citocromo P450 ) ! Patogénios

Antioxidantes \
Vitamina E ROS SNPs

Selénio _l . . <——— Reparacgdo do DNA
Licopeno Stress Oxidativo Enzimas oxidativas
Cha verde /
Danos no DNA, RNA, Instabilidade cromossomica, Expressio de genes
proteinas e lipidos mutagdes genéticas alterada
Carcinogénese

Figura 6: ROS e o seu papel na carcinogénese (adaptado de Klauning et al., 2010)

A via KEAP1-Nrf2 (Figura 7) é considerada uma das principais vias de defesa celular
[10, 24, 26, 27, 31, 35, 42]. Esta via € um dos mecanismos celulares centrais envolvidos
na reparacdo dos danos provocados pelo stress oxidativo, o que inclui a resposta a
radiacao, sendo responsavel pela destoxificacdo celular [13, 20, 25, 26, 28, 29, 31, 32,
35]. O KEAP1 é uma proteina muito rica em residuos de cisteinas, totalizando em
humanos 27 residuos. Trés destes residuos, C151, C273 e C288, tém um papel muito
importante na alteracdo da conformacdo do KEAP1 e, consequentemente, na
translocagao para o nucleo de Nrf2. Os mecanismos pelos quais modificagdes no KEAP1
levam a ativagdo do Nrf2 ainda nao estdo completamente estabelecidos, mas sao
propostos dois modelos diferentes: o modelo “hinge and latch”, que estabelece que
alteragdes nos residuos da regiao IVR do KEAP1 impedem a interagdo com o Nrf2, o
qual deixa de poder ser ubiquitinado, e o modelo em que indica que alteragdes no tiol
levam a dissociacdo do Cul3 do KEAP1 [27, 42]. Para além destes dois modelos
propostos, algumas proteinas como o p21 e o p62 podem ligar-se ao Nrf2 e ao KEAP1

impedindo a interagdo destes dois genes [10, 26, 27, 42].
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Figura 7: Via reparagdo KEAP1-Nrf2 (adaptado de Jaramillo & Zhang, 2013)

Sob condigbes normais, o Nrf2 esta constantemente ubiquitinado pelo KEAP1 no
citoplasma e é consequentemente degradado por proteossomas [9, 11, 13, 24-29, 35, 36,
42, 46]. Quando existe a exposicao a ROS, o KEAP1 é inativado e o Nrf2 estabilizado.
Consequentemente, o Nrf2 é translocado para o nucleo e a sua acumulagdo ativa a
transcricdo de genes citoprotetores, tais como o NQO1, o HMOX1, o GCL e 0 GSTs. Esta
ativagdo permite a protegcao das células contra agentes xenobiéticos e o stress oxidativo
[9, 11, 13, 24-28, 32, 35, 36, 38, 40, 42, 46]. A grande atividade destes genes, ligados
com a destoxificagdo celular e resposta antioxidante, confere uma grande vantagem para
as células tumorais, aumentando a sua resisténcia as terapias, nomeadamente a
irradiagdo. As células tumorais beneficiam da via KEAP1-Nrf2, adquirindo propriedades
malignas, sobrevivendo aos danos provocados pelas diversas terapias, o que vai conferir
pior prognostico [13, 24, 26, 28, 29, 31, 34-37, 42, 46].

1.7. Cancro da Mama

1.7.1. Epidemiologia

Atualmente, o cancro da mama constitui a segunda neoplasia mais frequente em todo
mundo na mulher, tendo sido registada, em 2012, uma incidéncia de 1,67 milhdes de

novos casos em todo o mundo, o que equivale a 25% de todas as neoplasias (figura 8).
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Relativamente a Portugal, o cancro da mama apresentou em 2012 uma incidéncia de
6088/100000, correspondendo a 12,4% de todas as neoplasias diagnosticadas [45, 47-
50]. Na regido norte de Portugal, a taxa de incidéncia desta neoplasia foi de
114,9/100000, correspondendo a 29,2% de todas as neoplasias diagnosticadas na

mulher nesta regiao (figura 9) [51].
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Figura 8: Incidéncia global estimada de cancro da mama em 2012 (Globocan, 2015)
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Figura 9: Tumores mais frequentes no sexo masculino e feminino em 2010 (RORENO, 2015)

Em termos de mortalidade global, o cancro da mama é considerada a quinta causa de
morte por cancro em todo o mundo (522000 mortes), sendo a segunda causa de morte

por cancro em paises desenvolvidos (15,4%) [47, 52].
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1.7.2. Apresentacgao e Fatores de Risco

O desenvolvimento da glandula mamaria € um processo complexo, cujas fases e
fungdes sao dirigidas por um vasto numero de hormonas e fatores de crescimento, sendo
os estrogénios e as progesteronas responsaveis pela maioria das alteragdes fisiologicas
[53]. Tal como noutros tecidos, a homeostasia do tecido mamario € mantida através de
um equilibrio entre a proliferacao, diferenciacéo e apoptose [53].

A apresentacédo clinica do cancro da mama varia consoante o momento de evolugao
em que este é diagnosticado. Em geral, os sinais e sintomas podem variar entre massa
palpavel, escorréncia e/ou retragdo mamilar e edema, eritema e/ou ulceragéo da pele [7].
A grande maioria das doentes n&o apresenta dor, sendo que este sintoma se verifica em
fases mais avancadas da doencga [7, 8]. No caso particular do carcinoma inflamatério, as
apresentacgdes clinicas sao o edema da pele, o eritema, o endurecimento, a sensibilidade
e a aparéncia de “pele casca de laranja” [7, 8].

No que respeita ao risco para o desenvolvimento de cancro da mama, numerosos
fatores foram ja identificados, como idade, a histéria familiar de cancro da mama, a
menarca precoce, a menopausa tardia, a histéria reprodutiva (nuliparidade ou gravidez
tardia), as terapias hormonais de substituicdo (quer pré quer pés-menopausa), o estilo de
vida, entre outros [8, 50, 54]. Em termos de risco genético para cancro da mama, os
genes BRCA1 e BRCA2 sao os maiores fatores de predisposigdo para o cancro da
mama, contudo estas mutagdes sao raras, estando presentes em menos de 2% de todos
os casos de cancro da mama [45, 55]. Todavia, cerca de 20-30% de todos os cancros da
mama parecem ter uma base familiar, uma vez que além de alteragbes nos genes de
reparacdo BRCA, muitos outros estdo envolvidos nas diversas vias de reparacdo do ADN
podendo também estar envolvidos no processo de carcinogénese [52]. Estas deficiéncias
na reparagao dos danos no ADN vao contribuir para o desenvolvimento de instabilidade
gendmica e, consequentemente, para o desenvolvimento de cancro da mama [56-58].
Também varios polimorfismos em genes de reparagdo parecem estar associados com
alteracdes na capacidade de reparacdo do ADN e com o desenvolvimento de cancro da

mama, apesar de ainda existir pouca associagcdo demonstrada [8, 52, 55].

1.7.3. Fatores de Prognostico

O fatores de prognodstico do cancro da mama sao varios e incluem o tamanho do
tumor, o status de invasdo ganglionar, o tipo e grau histolégico e a avaliagdo das
margens cirurgicas [8, 49, 59]. Em termos moleculares, o status dos recetores de
estrogénio (RE) e dos recetores de progesterona (RP) e do Her2 (erc b2 receptor tyrosine
kinase 2) e o indice de proliferagédo e o indice mitdtico sdo também de grande importancia

[8, 49, 59]. Além destes, a obesidade e o IMC (indice de Massa Corporal) parece também
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ter relevancia clinica [8, 60]. Em termos genéticos, a expressao de determinados genes
pode ser usada como possivel biomarcador de prognédstico no cancro da mama [8, 12,
61].

Até a data, os unicos biomarcadores tumorais aceites para a rotina em cancro da
mama s&o os receptores hormonais e o Her2 e, aparentemente, os casos com receptores
hormonais positivos e Her2 negativo parecem ter um progndstico mais favoravel [62].
Contudo, os perfis moleculares e de expressdo de genes tém o potencial de definir
prognostico em cancro, melhor do que as caracteristicas clinicas e patologicas. Isto
verifica-se, uma vez que, contrariamente as caracteristicas clinicas e patolégicas, os
perfis moleculares mantém-se estaveis a medida que o tumor progride de doenga

primaria para metastatica [62, 63].

1.7.4. Histopatologia

Considerando o cancro da mama como uma doenga heterogénea, a sua divisao
histopatolégica pode ser feita em dois grandes grupos: os Carcinomas in situ, definidos
como nao invasivos, € os Carcinomas Invasivos (Tabela 2) [7]. Desta forma, os
Carcinomas in situ estao limitados a membrana basal, contrariamente ao que se verifica
nos Carcinomas Invasivos [7]. Estes ultimos invadem a camada basal e o estroma,
podendo ainda invadir os espagos linfovasculares e metastizar, tanto regionalmente como
a distancia [7, 54].

Tabela 2: Classificagdo do cancro da mama segundo a OMS (adaptado de Beyzadeoglu, 2010)

Carcinoma in situ Carcinoma Invasivo
Carcinoma ductal in situ Carcinoma ductal invasivo
Carcinoma lobular in situ Carcinoma lobular invasivo

Carcinoma tubular

Carcinoma cibriforme invasivo
Carcinoma medular
Carcinoma mucinoso
Carcinoma papilar invasivo
Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma apocrino
Carcinoma secretor
Carcinoma cistico adenoide
Carcinoma metaplasico
Carcinoma neuroenddrcrino
Carcinoma inflamatério

Doenca de Paget
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O DCIS (Carcinoma ductal in situ) corresponde a uma proliferagdo epitelial maligna
nao invasiva limitada aos ductos da glandula mamaria. Apesar de nao invadir a
membrana basal, o DCIS pode limitar-se apenas a alguns ductos terminais ou estender-
se a varios lobulos ou segmentos de forma extensiva [7, 8]. A incidéncia deste subtipo
histolégico aumentou com a implementagdo da mamografia como método de rastreio [7].
O DCIS tem um risco de metastizagao axilar de apenas 1-2%, contudo em 2-46% das
vezes surge de forma sincrona com um cancro invasivo [7]. Por outro lado, o LCIS
(Carcinoma lobular in situ) € uma lesdo muito rara, presente em apenas 1% de todas as
bidpisas mamarias. Geralmente, o seu diagndstico é acidental e ndo existe risco de
metastizagao [7, 8].

A Doenca de Paget € uma doenga do mamilo e caracteriza-se pela presenga de
células de Paget localizadas na epiderme [8]. Este é um tipo histolégico raro,
representando menos de 5% de todos os casos de cancro da mama. Habitualmente, a
Doenca de Paget é diagnosticada entre os 50 e os 60 anos e pode surgir tanto em
homens como mulheres [8].

O Carcinoma ductal invasivo é o cancro invasivo mais comum e uma grande maioria
dos casos apresenta recetores de estrogénio (70-80% dos casos) e progesterona (60-
70% dos casos) positivos. Cerca de 15-30% dos casos apresentam ainda uma expressao
positiva de Her2 [7]. O Carcinoma ductal invasivo pode ainda ser acompanhado por uma
componente in situ extensa. Esta situacéo € particularmente importante em situagdes de
recidiva local em doentes com cirurgia conservadora [7, 8].

O Carcinoma lobular invasivo representa 5-15% de todos os Cancros da Mama e é
mais comum em mulheres que receberam terapia hormonal de substituicdo [7]. Este tem
um padrdo de metastizacdo diferente, sendo mais comum a metastizagdo peritoneal,
gastrointestinal, ovaria e uterina, entre outras, do que a metastizagdo pulmonar e pleural.
Os recetores hormonais sdo positivos na globalidade dos casos, mas a expressao de
Her2 tende a ser negativa [7, 8].

O carcinoma inflamatério € um tipo particular de cancro da mama invasivo. Neste

caso, a drenagem linfatica esta danificada devido a extensa invaséo linfatica [7, 8].

1.7.5. Estadiamento

O estadiamento do cancro da mama pode ser clinico ou patolégico, consoante o
momento em que é realizado. O estadiamento clinico é realizado antes de qualquer
terapia e baseia-se no exame fisico da doente, na realizagdo de exames imagioldgicos e
patolégicos até se estabelecer o diagndstico de cancro da mama [12]. O estadiamento

patolégico € estabelecido com recurso a todos os dados do estadiamento clinico,
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juntamente com as informagdes obtidas a partir da ressegao cirurgica e da analise do
tumor primario, linfonodos regionais e locais metastizados (se aplicavel) [12].
Considerando a analise feita para a definicdo do estadiamento, é utlizado o sistema
TNM, de acordo com as normas definidas pela AJCC (American Joint Committe on
Cancer), que se baseia no tamanho do tumor (T), na invasao dos ganglios linfaticos (N) e
na metastizagcado de 6rgaos a distancia (M). O estadiamento vai permitir definir também

grupos de prognostico clinico (Tabela 3) [7, 12].

Tabela 3: Estadiamento anatémico (adaptado de Edge et al., 2010)

Estadio T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO

. T0 N1 MO
Estadio IB T1 N1 MO
TO N1 MO

Estadio IIA T1 N1 MO
T2 NO MO

. T2 N1 MO
Estadio 1IB T3 NO MO
TO N2 MO

T1 N2 MO

Estadio IlIA T2 N2 MO
T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

Estadio I1IB T4 N1 MO
T4 N2 MO

Estadio IlIC Qualquer T N3 MO

Estadio V Qualquer T Qualquer N M1

No caso dos tumores invasivos, deve ainda ser avaliado o grau histolégico. Este é
determinado com base em caracteristicas morfolégicas como a formagao de tubulos, o
pleomorfismo nuclear e o numero de mitoses [12]. A avaliacdo de cada caracteristica
anterior varia entre 1 e 3, correspondendo o 1 a favoravel e o 3 a desfavoravel, sendo no
final feita a soma das trés caracteristicas. Uma pontuagdo combinada de 3-5 pontos
corresponde ao grau 1, de 6-7 pontos corresponde ao grau 2 e de 8-9 pontos

corresponde ao grau 3 (Tabela 4) [12].

Tabela 4: Grau histolégico (adaptado de Edge et al., 2010)

GX O grau nao pode ser avaliado

G1 Grau histolégico combinado baixo (favoravel)

G2 Grau histolégico combinado intermédio (moderadamente favoravel)
G3 Grau histolégico combinado alto (desfavoravel)
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1.7.6. Tratamento

As opcbes terapéuticas para esta neoplasia sdo varias e variam desde a CIR
(Cirurgia) e a QT (Quimioterapia) até a RT e a HT (Hormonoterapia). Contudo, umas das
opgdes primarias de tratamento € a CIR conservadora seguida de RT [11, 20, 48, 64]. Em
geral, a CIR seguida de RT sdo as opgoes terapéuticas de eleicdo em estadios inicias. A
QT adjuvante esta indicada quando o tumor tem dimensdes superiores a 1cm e com
metastizagdo ganglionar positiva [7]. Por outro lado, € considerada a QT neoadjuvante
nos casos de cancro da mama localmente avangado ou como terapia inicial nos estadios
HIB-11IC e estadios IIB-IlIA inoperaveis [7, 61, 62, 64, 65].

A definicdo do tratamento de QT seguida de HT em casos de recetores de estrogénio
positivos ndo deve apenas ter em conta a informagao progndstica inicial, mas também o
grau de beneficio da QT, uma vez que esta verificado em termos estatisticos que as
mulheres jovens tém um melhor beneficio neste tipo de terapia. Do mesmo modo,

tumores mais agressivos tendem a responder melhor aos tratamentos de QT [62, 66].

1.7.6.1. Radioterapia

A RT é uma modalidade terapéutica que recorre as radiagdes ionizantes,
eletromagnética ou corpuscular, capazes de produzir ibes de forma direta ou indireta
(Figura 10) na sua passagem através da matéria, para o tratamento de diversos tumores
malignos e benignos [8, 35, 67]. A agado direta da radiagéo, vai ionizar diretamente os
atomos da molécula de ADN. Como consequéncia vai haver a absorgdo de energia
suficiente para que ocorram quebras de cadeia simples ou de cadeia dupla. No que
respeita a acéo indireta da radiacdo, esta vai interagir com as moléculas de agua
existentes no corpo humano, levando a formacgéao de radicais livres e ROS [8, 21, 67]. Por
fim, os radicais livres € ROS formados irdo produzir danos moleculares ao nivel do ADN.
A radiacdo ionizante vai provocar danos no ADN, os quais vao ser reparados através das

varias vias de reparagao [7, 8, 20, 21, 67].

Efeito Direto

Indireto

-

Figura 10: Efeito direto e indireto da radiagédo (adaptado de Beyzadeoglu, 2010)
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Esta modalidade terapéutica surgiu nos finais do século XIX e inicio do século XX
com a descoberta do Radio-226, pelo casal Curie, e posteriormente foi desenvolvida a
sua aplicabilidade a medicina, nomeadamente no controle de tumores. As terapias
consistiam na aplicacdo de placas de Radio no tumor ou perto dele, técnica
posteriormente denominada por braquiterapia (BT) [7, 8].

O objetivo desta modalidade terapéutica é oferecer a cura do tumor e/ou prevenir a
progressao da doenga, sem causar danos substanciais aos tecidos normais e a fungéo
do 6rgédo [17, 20, 68].

A RT €& o segundo tratamento efetivo mais antigo no tratamento do cancro, mas
apenas se tornou clinicamente disponivel, a partir de 1900, apds o trabalho do casal
Curie em Franga e de Rontgen na Alemanha [8]. Os tratamentos dependem da
sensibilidade do ciclo celular a destruigcao provocada pela radiagédo X e gama emitida pela
fonte radioativa [8, 67]. Este tipo de terapia tem a vantagem de evitar intervengdes
cirdrgicas, no entanto, inUmeros casos continuam a necessitar de CIR cinco a oito
semanas apos a RT. Porém, a RT tem a desvantagem de causar alguns danos aos
tecidos normais circundantes a area tumoral [8, 21, 48, 67]. Deste modo, no planeamento
do tratamento deve incluir-se nos campos de tratamento todo o tumor e evitar ao maximo
a exposicao dos tecidos normais. Isto permite uma maior destruigdo das células tumorais
com uma pequena possibilidade de dano aos tecidos normais circundantes [6, 16, 21].
Apesar dos avangos na conformagdo do tratamento, os tecidos normais continuam a
receber alguma dose de radiagcdo durante o tratamento [17, 20, 69]. Esta exposi¢céo pode
resultar em toxicidade que compromete a fungdo do 6rgéo e que afeta a qualidade de
vida do doente. Em casos muito raros, esta toxicidade pode ser fatal [6, 17, 20, 22].

A RT, como terapéutica unica, é efetiva para muitos tumores da pele, tumores de
prostata, tumores de reto, alguns tumores de cabega e pescogo e ainda outros tumores
profundos e inacessiveis a nivel cirurgico [6]. Também pode ser usada como terapia
paliativa para reduzir o tamanho tumoral de algumas lesdes que ndo podem ser tratadas
com CIR ou outras armas terapéuticas [6]. As doses de radiacao utilizadas neste tipo de
terapia sado elevadas para se erradicar toda a lesdo e para se obterem resultados
terapéuticos, contudo a irradiacdo dos tecidos circundantes é sempre inevitavel podendo
induzir efeitos agudos e tardios nesses mesmos 6rgaos [6, 16].

Em especifico no cancro da mama, a RT permite diminuir a taxa de recidivas loco-
regionais, aumentar a sobrevivéncia e paliar sintomas, de acordo com o estadio. A RT
apo6s CIR conservadora da mama, é uma terapia importante no controlo tumoral de
estadios inicias [7]. Em estadios mais avancados, a RT como tratamento adjuvante
aumenta o controlo local e a sobrevivéncia, particularmente quando ha metastizagao

ganglionar axilar [7]. A resposta a RT apresenta uma variagéo inter-individual, tanto em
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termos de eficacia como de suscetibilidade para o desenvolvimento de efeitos adversos.
A principal causa desta variabilidade deve-se a fatores genéticos. A grande maioria dos
doentes ndo apresenta reagbes adversas ou apresenta apenas alteracdes
dermatoldégicas ligeiras [7, 17, 19, 20, 70-72].

1.8. Polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162, Cancro da Mama e

Radioterapia

O ADN esta continuamente sujeito a agentes endégenos e exdgenos, como as ROS,
0s quais provocam diversos danos na cadeia de ADN. Consequentemente, se estas
lesbes nao forem reparadas poderdo existir efeitos graves, como a replicagéo
descontrolada das células, mutagbes, transformagdo neoplasica e ainda morte celular
[57].

Efetivamente, os genes de predisposi¢cdo para o cancro da mama parecem estar
envolvidos na ocorréncia de danos no ADN [57]. Os resultados de diversos estudos
indicam que falhas na reparacao de danos radio-induzidos sao um fator de predisposicao
para o desenvolvimento de cancro da mama familiar e de algumas formas esporadicas
[57, 58]. Anteriormente, a exposi¢cao a radiacao ionizante foi associada a um aumento da
incidéncia de Cancro do Ovario em sobreviventes da bomba atdomica. Contudo, a relacao
com terapias com radiag&o ainda é inconsistente [58].

E certo que os danos no ADN provocados pelas ROS s&o responsaveis por uma
parte significativa das mortes celulares apds RT. Todavia, € aparente que a formagao de
ROS, horas e dias apds a irradiagdo, pode também ter impacto na sensibilidade a
radiacao [33].

Apesar de o stress oxidativo ser considerado uns dos mecanismos envolvidos no
processo de carcinogénese, o seu papel no desenvolvimento do cancro da mama ainda
nao esta bem estabelecido [26, 28, 34]. Porém, a ativacdo da via KEAP1-Nrf2, devido a
deficiente expressao do KEAP1, tem demonstrado diminuir a concentracao intracelular de
ROS provocando radioresisténcia em células epiteliais da mama [24, 31, 33]. Do mesmo
modo, o papel do Nrf2 no cancro da mama tem vindo a ser estudado in vitro e in vivo e
tem sido estabelecido que o Nrf2 consegue suprimir o stress oxidativo induzido pelas
ROS em células de cancro da mama, através da expressdo de genes dependentes do
Nrf2. Estudos sugerem ainda que o estrogénio tem a capacidade de inibir as enzimas
destoxificantes dependentes do Nrf2 e promover o desenvolvimento de cancro da mama

dependente de estrogénios [38].
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2. Objetivos

21. Objetivo Geral

Com este trabalho pretende-se compreender o papel dos polimorfismos KEAP1
rs1048290 e Nrf2 rs2886162 na progressao e na evolugéo clinica de doentes com cancro

da mama.

2.2. Objetivos Especificos

* Avaliar a frequéncia dos polimorfismos descritos em doentes com cancro da

mama;

* Avaliar a influéncia dos polimorfismos descritos na sobrevivéncia de doentes com

cancro da mama;
* Avaliar a influéncia dos polimorfismos descritos na progressao e na resposta a

radioterapia das doentes submetidos a este tipo de tratamento.
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3.1. Caracterizagao da Populagao

A populacdo deste estudo é caracterizada por 1071 mulheres com descendéncia
europeia e com diagnoéstico histopatolégico de cancro da mama que recorreram ao
Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil, E.P.E., entre 1975 e 2011. A idade
média das doentes é de 50,5 anos (desvio padrao de 13,6 anos). Foram avaliados varios
parametros clinico-patologicos, tais como o estadio, grau histoléogico e recetores
hormonais, tal como descrito nas Tabela 5. Todas as mulheres intervenientes no estudo
sdo residentes na regidao Norte de Portugal e assinaram um consentimento informado, de

acordo com a declaragao de Helsinquia.

Tabela 5: Caracteristicas clinico-patolégicas das doentes com cancro da mama

Casos n=1071

Caracteristicas

n %
Idade de diagnoéstico
MédiaxSD 50,5+13,6
Mediana 49,0
Estadio
0 19 1,8
| 334 31,2
| 461 43,0
]| 212 19,8
v 32 3,0
Sem informacgao 13 1,2
Grau histolégico
Baixo 147 13,7
Intermédio 488 45,6
Alto 336 31,4
Sem informagao 100 9,3
Recetores de estrogénio
Positivo 803 75,0
Negativo 181 16,9
Sem informagao 87 8,1
Recetores de progesterona
Positivo 738 68,9
Negativo 246 23,0
Sem informagao 87 8,1
Recetores Her2
Positivo 149 13,9
Negativo 213 19,9
Sem informagao 709 66,2
Status Hormonal
Pré-menopausa 446 41,6
Pés-menopausa 353 33,0
Sem informacgao 272 25,4
Idade da menopausa
MédiatSD 47"?;"%'45
Mediana ’
Cirurgia
Sim 1061 99,1
Nao 6 0,6
Sem informagao 4 0,4
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Tabela 5: Caracteristicas clinico-patoldgicas das doentes com cancro da mama (continuagéo)

Casos n=1071

Caracteristicas

n %
Quimioterapia
Sim 721 67,3
Nao 341 31,8
Sem informagao 9 0,8
Radioterapia
Sim 868 81,0
Nao 198 18,5
Sem informacgao 5 0,5

3.2. Procedimentos Laboratoriais

3.2.1. Extracao do ADN genémico

Foram recolhidos cerca de 8 mL de sangue venoso periférico dos individuos
envolvidos neste estudo, através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa,
para tubos com EDTA. A partir das células nucleadas do sangue periférico, foi isolado o
ADN genoémico através de um Kit de extracgao da GRISP, Genomic DNA kit — Blood and

cultured cells, executando o procedimento laboratorial fornecido pelo fabricante.

3.2.2. Genotipagem dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162

A caracterizagao do polimorfismo KEAP1 rs1048290 C/G na populagédo estudada foi
realizada através de discriminagao alélica, recorrendo a tecnologia TagMan (Applied
Biosystems), utilizando a técnica de Real-Time PCR (Real-Time Polymerase Chain
Reaction). O assay utilizado foi o C__9323035_1_, em que as sondas marcadas com
fluorocromos eram especificas para cada um dos alelos, nomeadamente: VIC — alelo C,
FAM — alelo G (CGTCAAAGCCCCCCACGGCATAAAGIC/G]JAGACGATTGAGGACAGC
CACGCCCA).

A caracterizagdo do polimorfismo Nrf2 rs2886162 A/G na populagcdo estudada foi
efetuada por discriminagéo alélica, através de tecnologia TagMan (Applied Biosystems),
recorrendo a técnica de Real-Time PCR. O assay utilizado foi o C__316023_10, em que
as sondas marcadas com fluorocromos eram especificas para cada um dos alelos alelo
sendo o} VIC - alelo A e o} FAM - alelo G
(TAACATATCTTTGTTGCTACATACA[A/IGJAGTAAAAAACCTCATCACACCATGC).

A reacdo de amplificacdo, que perfez um volume de reacado final de 6 plL/caso,
continha 2,5 pL de 2x Tagman Universal Master Mix, 0,125 uL de 40x Single Nucleotide
Polymorphism Genotyping Assay, 2,375 uL de agua bidestilada estéril (Braun®) e 1 pyL de

ADN (~20 ng). As condi¢cbes de amplificacdo basearam-se na ativacdo da Tag ADN
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Polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 95°C por 15 segundos
para desnaturagdo e de 60°C durante 1 minuto para emparelhamento dos primers e
extenséo.

A amplificacéo foi detetada e analisada com recurso ao aparelho CFX 96™ Rad —
Time System e através do software Bio — Rad CFX Manager IVD Edition 1.6, tal como se

encontra demonstrado na Figura 11.

Discriminagao Alélica
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Figura 11: Resultados de um Real-Time PCR para o polimorfismo Nrf2 rs2886162

Foram efetuados controlos negativos de forma a garantir a auséncia de
contaminacao.

Todos os resultados foram analisados por 2 investigadores independentes e 10% dos

casos foram analisados em duplicado de forma a garantir a reprodutibilidade dos

resultados.

3.3. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa estatistico
SPSS (versao 18.0).
A analise pelo teste Qui-Quadrado (y2) foi utilizada para comparagao das diferentes

variaveis categoéricas. O valor de p foi obtido pelo teste de y2 e considerado
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estatisticamente significativo quando inferior a 0,05.

O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi testado através de um teste goodness of fit
de Pearson, de forma a comparar as frequéncias observadas com as esperadas.

Obtiveram-se as curvas de sobrevivéncia (sobrevivéncia global e sobrevivéncia aos
15 anos) apos tratamento, usando o teste estatistico de Kaplan-Meier e o teste de Log
Rank para comparacéo entre as curvas. A duragcdo da sobrevivéncia global foi definida
como o intervalo de tempo entre o diagndstico e a morte ou ultima avaliagdo clinica da
doente. A duragio da sobrevivéncia aos 15 anos foi definida como o intervalo de tempo
entre o diagndstico e 15 anos depois do diagndstico. A causa de morte foi determinada a
partir dos registos da doente.

Os genodtipos KEAP1 rs1048290 e o Nrf2 rs2886162 foram associados com o estadio
(Estadio 1, Il, Il e IV), com o grau histolégico (Alto grau, grau intermédio e baixo grau),
com a idade da menopausa (£ 48 anos e > 48 anos), IMC (normal (< 24,9) versus
excesso de peso > 24,9)) e idade ao diagnéstico (£ 49 anos e > 49 anos). Foi realizada
uma analise de regressao logistica multivariada para calcular o Hazard Ratio (HR) e o
respetivo intervalo de confianca a 95% (IC95%) para a influéncia das variantes genéticas
do KEAP1 rs2886162 e do Nrf2 rs2886162 no risco de mortalidade precoce aos 15 anos,
ajustado as variaveis acima mencionadas. Numa segunda analise foi realizada uma
analise pela estratégia de Bootstrapping através de uma simulagdo de Monte Carlo (1000
repeticoes).

Obtiveram-se as curvas de probabilidade de risco de recidiva (tempo até a
progressao) apos o tratamento, usando o teste estatistico de Kaplan-Meier e a obtengéo
de curvas Hazard. A comparagdo dos gendtipos foi avaliada pelo teste de Log Rank. O
tempo até a progressdo foi definido como o tempo entre o fim da terapia e o

aparecimento de recidiva.
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A concordancia dos gendtipos com o HWE foi testada usando um teste de qui-
quadrado. Todas as distribuigdes dos gendtipos estavam de acordo com o HWE, tanto
para o KEAP1 (p=0,28) como para o Nrf2 (p=0,19).

De entre a populagdo em estudo, foi possivel genotipar 869 mulheres para o KEAP1
rs1408290 e 957 para o Nrf2 rs2886162. Para o KEAP1 rs1408290, 332 (38,2%)
mulheres sdo portadoras do gendtipo GG, 398 (45,8%) do gendtipo GC e 139 (16%) do
gendtipo CC (Tabela 6). Relativamente ao Nrf2 rs2886161, 275 (28,7%) sao portadoras
do gendtipo AA, 457 (47,8%) do gendtipo GA e 225 (23,5%) do gendtipo GG (Tabela 6).

Tabela 6: Frequéncia genotipica obtida dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162

KEAP1rs1048290 Nrf2 rs2886162
(n=869) (n=957)
Genoétipo GG GC CcC AA GA G
332 398 139 275 457 225

Casos  300)  (458%)  (16%)  (297%)  (47.8%)  (23.5%)

A frequéncia alélica para o KEAP1 rs1048290 e para o Nrf2 rs2886162 observada era
similar a previamente reportada em individuos caucasianos e na populagdo europeia
(Tabela 7).

Tabela 7: Frequéncia alélica dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162 na populagdo em
estudo

KEAP1rs1048290 Nrf2 rs2886162
Alelo C G A G
Casos 39% 61% 53% 47%

Considerando os objetivos do estudo, foi feita uma analise da sobrevivéncia global e
da sobrevivéncia aos 15 anos, foi avaliado o risco de mortalidade precoce aos 15 anos,
foi avaliado o tempo até a progresséao e por fim foi ainda avaliada a influéncia do tipo de

tratamento na sobrevivéncia global.

4.1. Avaliagdo da influéncia dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2
rs2886162 na sobrevivéncia global, considerando os recetores de

estrogénio

Relativamente ao Nrf2 rs2886162, foi avaliada a influéncia deste na sobrevivéncia

global através da analise das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Considerando o
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status dos recetores de estrogénios (negativo vs positivo), ndo se observa qualquer
associagao estatisticamente significativa entre o polimorfismo estudado e a sobrevivéncia
global das doentes em estudo (RE positivos p=0,359; RE negativos p=0,207; resultados
nao apresentados). Se a mesma analise for feita comparando as portadoras do alelo G
em relagao as portadoras do genotipo AA, continua sem se verificar qualquer associagao

estatisticamente significativa (RE positivos p=0,694; RE negativos p=0,728; Figura 12).
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Figura 12: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia global das doentes com cancro da mama,
consoante o status dos recetores de estrogénio e os diferentes genétipos do polimorfismo Nrf2 rs2886162
(AA vs portador G) (A — RE positivos e B — RE negativos)

Relativamente ao KEAP1 rs1048290, a avaliagao da influéncia do polimorfismo na
sobrevivéncia global através das curvas de Kaplan-Meier demonstrou uma associagao
estatisticamente significativa entre os recetores de estrogénio negativos e o KEAP1
rs1048290 (p=0,044; resultado ndo apresentado), apresentando as portadoras do alelo G
uma sobrevivéncia significativamente superior em comparagdo com as portadoras do
gendtipo CC. Ao subdividir-se as doentes com recetores de estrogénio negativos e
portadoras do alelo G, verifica-se uma associagédo estatisticamente significativa entre
estes gendtipos (GG e GC) e a sobrevivéncia global, quando comparadas com as
portadoras do gendtipo CC, sendo que nas portadoras do alelo G a sobrevivéncia é
significativamente superior em comparagado com as portadoras do genétipo CC (p=0,037;
Figura 13).
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Figura 13: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia global das doentes com cancro da mama,
consoante o status dos recetores de estrogénio e os diferentes genétipos do polimorfismo KEAP1 rs1048290
(CC vs portador G) (A — RE positivos e B — RE negativos)

4.2,

Avaliagdo da influéncia dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2

rs2886162 na sobrevivéncia aos 15 anos, considerando os recetores de

estrogénio

Relativamente ao Nrf2 rs2886162 foi avaliada a influéncia deste polimorfismo na

sobrevivéncia aos 15 anos através da analise das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-

Meier. Considerando o status dos recetores de estrogénio (negativo vs positivo), ndo se

observa qualquer associagao estatisticamente significativa entre o polimorfismo estudado

e a sobrevivéncia aos 15 anos dos individuos em estudo, quando comparadas as

portadoras do gendtipo AA, em relacédo as portadoras do alelo G (RE positivos p=0,561;
RE negativos p=0,820; Figura 14).
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Figura 14: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia aos 15 anos das doentes com cancro da mama,
consoante o status dos recetores de estrogénio e os diferentes genétipos do polimorfismo Nrf2 rs2886162
(AA vs portador G) (A — RE positivos e B — RE negativos)

A influéncia do polimorfismo KEAP1 rs1048290 na sobrevivéncia aos 15 anos através
das curvas de Kaplan-Meier continuou a demonstrar uma associagao estatisticamente
significativa entre os recetores de estrogénio negativos e as portadoras do alelo G,
apresentando estes ultimos uma maior sobrevivéncia aos 15 anos comparativamente as

portadoras do genotipo CC (p=0,047; Figura 15).
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Figura 15: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia aos 15 anos das doentes com cancro da mama,
consoante o status dos recetores de estrogénio e os diferentes genétipos do polimorfismo KEAP1 rs1048290
(CC vs portador G) (A — RE positivos e B — RE negativos)
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4.3. Avaliagdao da influéncia dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2
rs2886162 no risco de mortalidade precoce, considerando os recetores

de estrogénio

Dada a relevancia de alguns fatores clinico-patoldgicos, foi realizada uma analise
multivariada ajustada aos seguintes fatores: estadio, grau histolégico, idade de
menopausa > 48 anos, IMC e idade > 49 anos.

Em relacdo ao Nrf2 rs2886162, ndo foi encontrada qualquer associacdo entre as
doentes portadoras do gendtipo AA com os recetores de estrogénio negativos e o risco
de mortalidade precoce (p=0,342; Tabela 8). Ap6s uma analise através da estratégia de

Boostrap, os resultados previamente obtidos foram confirmados (p=0,328; Tabela 8).

Tabela 8: Analise multivariavel para identificar os fatores que podem influenciar o risco de mortalidade
precoce aos 15 anos, de acordo com o polimorfismo Nrf2 rs2886162, nas mulheres com recetores de
estrogénio negativos (n=181)

Analise
Analise Multivariavel
Bootstrap
HR 1C95% p p
Nrf2_AA 1,566 0,625-3,950 0,342 0,328
Estadio 1,349 0,743-2,448 0,325 0,409
Grau histologico 1,052 0,483-2,289 0,898 0,881
Idade menopausa
1,650 0,400-6,801 0,488 0,437
> 48 anos
IMC > 24,9 0,607 0,246-1,499 0,279 0,300
Idade > a 49 anos 0,976 0,976-1,038 0,475 0,777

Apos a realizacdo da mesma analise estatistica, mas em relagdo ao KEAP1
rs1048290, foi encontrada uma associagao estatisticamente significativa entre as doentes
portadoras do genodtipo CC com os recetores de estrogénio negativos e o risco de
mortalidade precoce. O risco de mortalidade precoce aos 15 anos é cerca de 3 vezes
superior nas portadoras do gendtipo CC (HR=3,007; 1C95%=1,145-7,900; p=0,025;
Tabela 9). Ap6s uma anadlise através da estratégia de Boostrap, os resultados

previamente obtidos foram confirmados (p=0,018; Tabela 9).
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Tabela 9: Analise multivariavel para identificar os fatores que podem influenciar o risco de mortalidade
precoce aos 15 anos, de acordo com o polimorfismo KEAP1 rs1048290, nas doentes com recetores de
estrogénio negativos (n=181)

Analise
Analise Multivariavel
Bootstrap
HR 1IC95% P P
KEAP1_CC 3,007 1,145-7,900 0,025 0,018
Estadio 1,740 0,889-3,406 0,106 0,150
Grau histolégico 1,044 0,459-2,375 0,919 0,930
Idade menopausa
1,149 0,240-5,496 0,862 0,886
> 48 anos
IMC > 24,9 0,449 0,166-1,215 0,115 0,138
Idade > a 49 anos 0,989 0,928-1,055 0,746 0,777

4.4. Avaliagcao da influéncia dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2

rs2886162 no tempo até a progressao, considerando os recetores Her2

Em relagdo ao Nrf2 rs2886162 e apos a analise do grafico relativo ao tempo até a
progressao, considerando os recetores Her2, ndo se observa qualquer associagéo
estatisticamente significativa entre o polimorfismo estudado e o tempo até a progressao
dos individuos em estudo (Her2 positivos p=0,987; Her2 negativos p=0,980). Se a analise
for feita considerando os gendtipos, AA vs GA/GG, verifica-se que ndo existe nenhuma
associacao estatisticamente significativa entre o polimorfismo estudado e o tempo até a
progressao dos individuos em estudo, quando comparadas as portadoras do gendétipo
AA, em relacdo as portadoras do alelo G (Her2 positivos p=0,995; Her2 negativos
p=0,842; Figura 16).
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Figura 16: Curvas de risco cumulativo para o tempo até a progressao das doentes com cancro da mama,
consoante o status do Her2 e os diferentes genodtipos do polimorfismo Nrf2 rs2886162 (AA vs portador C) (A
— Her2 positivo e B — Her2 negativo)

Em relacdo ao KEAP1 rs1408290 e apds a analise do grafico relativo ao tempo até a

progressao, verifica-se uma tendéncia sob o ponto de vista estatistico nos individuos com

recetores Her2 negativos (p=0,050). Ao analisarmos as doentes com recetores Her2

negativos e portadoras do genotipo GG, verificamos uma associagéo estatisticamente

significativa entre este gendtipo e o tempo até a progressao, quando comparadas com as

portadoras do alelo C, sendo que nas portadoras do gendtipo GG o tempo até a

progressao € significativamente superior em comparagao com as portadoras do alelo C
(p=0,043; Figura 17).
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Figura 17: Curvas de risco cumulativo para o tempo até a progresséo das doentes com cancro da mama,
consoante o status do Her2 e os diferentes genétipos do polimorfismo KEAP1 rs1048290 (GG vs portador C)
(A — Her2 positivo e B — Her2 negativo)
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4.5,

Avaliagdo da influéncia dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2

rs2886162 no tempo até a progressao, considerando o grau histolégico

Em relacdo ao Nrf2 rs2886162, quando se avalia a influéncia do polimorfismo

relativamente ao tempo até progressdo, tendo em conta o grau histolégico, ndo se

observa qualquer associagdo estatisticamente significativa (Grau histolégico baixo p=

0,412; Grau histoldgico intermédio p=0,990; Grau histolégico alto p=0,497; resultados nao

apresentados). Quando a analise é feita considerando o gendtipo AA vs portadoras G,

verifica-se que ndo existe uma associagdo estatisticamente significativa entre o grau

histoldgico e o tempo até a progresséo (Grau histolégico baixo p=0,997; Grau histoldgico

intermédio p=0,967; Grau histolégico alto p=0,266; Figura 18).
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Figura 18: Curvas de risco cumulativo para o tempo até a progressao das doentes com cancro da mama,
consoante o grau histoldgico e os diferentes genoétipos do polimorfismo Nrf2 rs2886162 (AA vs portador C) (A

— grau histolégico baixo; B — grau histolégico intermédio; C — grau histoldgico alto)
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Para o KEAP1 rs1408290, e considerando o grau histolégico, se a analise for feita
dividida pelos trés gendtipos (CC vs GG vs CG), a associagdo € estatisticamente
significativa para os individuos com baixo grau histolégico (p=0,045). Ao realizarmos a
mesma analise, considerado os gendtipos GG vs CG/CC, o resultado continua a ser
estatisticamente significativo, sendo que as doentes portadoras do gendtipo GG
apresentam um tempo até a progressao superior em relagcado as doentes portadoras do
alelo C (p=0,014; Figura 19).
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Figura 19 Curvas de risco cumulativo para o tempo até a progressado das doentes com cancro da mama,
consoante o grau histoldgico e os diferentes genoétipos do polimorfismo KEAP1 rs1048290 (GG vs portador
C) (A — grau histolégico baixo; B — grau histoldgico intermédio; C — grau histoldgico alto)
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4.6. Avaliagdao da influéncia dos polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2

rs2886162 na sobrevivéncia global, considerando o tipo de tratamento

Atendendo ao tipo de tratamento, RT vs RT/QT, foi avaliada a influéncia do
polimorfismo Nrf2 rs2886162 na sobrevivéncia global através da analise das curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Considerando o tipo de tratamento, ndo se observa
qualquer associagado estatisticamente significativa entre o polimorfismo estudado e a
sobrevivéncia global dos individuos em estudo, quando comparadas as portadoras do
alelo G em relagéo as portadoras do gendétipo AA (RT p=0,679; RT/QT p=0,742; Figura
20).
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Figura 20: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia global das doentes com cancro da mama,
consoante o tipo de tratamento e os diferentes gendétipos do polimorfismo Nrf2 rs2886162 (AA vs portador G)
(A—RT e B-RT/QT)

Relativamente ao KEAP1 rs1048290, a avaliacao da sua influéncia na sobrevivéncia

global, atendendo ao tipo de tratamento, ndo demonstrou uma associagao

estatisticamente significativa quando comparadas as portadoras do alelo G, com as
portadoras do genétipo CC (RT p=0,628; RT/QT p=0,513; Figura 21).
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Figura 21: Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevivéncia global das doentes com cancro da mama,
consoante o tipo de tratamento e os diferentes gendtipos do polimorfismo KEAP1 rs1048290 (CC vs portador
G) (A-RT e B-RT/QT)
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Nos ultimos anos, os avangos cientificos na area da oncologia tém permitido definir o
cancro como uma doenca do genoma, uma vez que a componente genética apresenta
uma grande importancia na sua etiologia. Dado o seu caracter complexo e multifatorial, o
cancro desencadeia a procura de novas estratégias de prevengdo, diagndstico e
tratamento [1, 3].

A carcinogénese é um processo com diversas fases e contribui para a complexidade
e heterogeneidade da doenga oncolédgica através das varias interagbes entre fatores
genéticos e ambientais. Durante o desenvolvimento tumoral, ocorrem alteragdes em
genes importantes nos diversos processos celulares [73-75]. Assim, é plausivel
considerar que variagbes genéticas em genes envolvidos na reparagao celular, como os
genes de resposta ao stress oxidativo, podem alterar a fungdo da proteina e impedir a
correta reparagcao dos danos no ADN. Por vezes, a presengca de SNP’s nestes genes
pode ser a causa da alteragdo da funcéo da proteina e, por consequéncia, da alteracao
na capacidade de reparagdo dos danos induzidos no ADN [19, 20]. Torna-se assim
importante o equilibrio entre as lesbes no ADN e a capacidade do organismo para as
reparar [73, 74]. Os genes KEAP1 e Nrf2 ja foram descritos como genes importantes
tanto na carcinogénese como na reparacdo dos danos induzidos no ADN pelo stress
oxidativo. Desta forma, alteragbes nas suas fungbes podem comprometer a resposta
antioxidante [28, 34].

O gene KEAP1 interage com o Nrf2 e regula negativamente a sua atividade [10, 26,
29, 31]. A fungcao do KEAP1 é detetar o stress oxidativo nas células de forma a permitir
ao complexo KEAP1-Nrf2 o desempenho de um papel protetor [10, 27, 32]. O gene Nrf2
tem como principal fungdo a ativacdo da resposta celular antioxidante que leva a
transcricdo de uma variedade de genes com capacidade para combater os efeitos
negativos do stress oxidativo [9-11, 24, 26, 27, 30, 31, 33, 34, 39-41]. Estudos recentes
demonstraram que a transcricdo mediada pelo Nrf2 tem a capacidade de proteger as
células e tecidos das consequéncias patolégicas da formacado de ROS apds a exposicao
a radiacao ionizante, como a RT [33].

A via KEAP1-Nrf2 é considerada um dos mecanismos celulares mais importantes
envolvido na reparagcdo dos danos provocados pelo stress oxidativo, o que inclui a
resposta a radiacao [13, 20, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 35]. Sob condi¢cdes normais, o Nrf2
estd constantemente ubiquitinado pelo KEAP1 no citoplasma e é consequentemente
degradado por proteossomas [9, 11, 13, 24-29, 35, 36, 42, 46]. Quando existe a
exposicao a ROS, o KEAP1 ¢é inativado e o Nrf2 estabilizado. Como consequéncia, o Nrf2
€ translocado para o nulcleo e a sua acumulagéo ativa a transcrigdo dos referidos genes
citoprotetores [9, 11, 13, 24-28, 32, 35, 36, 38, 40, 42, 46]. A capacidade de protecao

contra o stress oxidativo pela via KEAP1-Nrf2 nas células tumorais & importante, ndo so6
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para perceber o processo de carcinogénese, mas também para entender os mecanismos
inerentes a resisténcia destas células a terapia [31].

O principal objetivo deste trabalho consistiu na avaliagdo genotipica dos
polimorfismos KEAP1 rs1048290 e Nrf2 rs2886162 em doentes com cancro da mama e
na compreensao do papel destes polimorfismos na progressao tumoral e outcome clinico.

Na generalidade dos cancros, uma sobrevivéncia a longo termo é por norma definida
como a sobrevivéncia aos 5 anos ap6és o diagnostico. Contudo, em cancro da mama, aos
5 e aos 10 anos apds o diagnodstico, esta € substancialmente mais elevada do que nos
restantes tipos de cancro [76]. Uma vez que o cancro da mama apresenta maiores
sobrevivéncias e um maior tempo até a recidiva e/ou metastizagao, torna-se relevante a
avaliagdo da sobrevivéncia aos 15 anos [76].

Contrariamente a outros estudos [34], os resultados obtidos ndo demonstraram
qualquer associagao estatisticamente significativa entre a variante genética rs2886162 do
gene Nrf2 e a sobrevivéncia global (RE positivos p=0,694; RE negativos p=0,728) e a
sobrevivéncia aos 15 anos (RE positivos p=0,561; RE negativos p=0,820), nas doentes
com recetores de estrogénio negativos. No que concerne a variante genética rs1048290
do gene KEAP1, os resultados obtidos indicam que, nas doentes com recetores de
estrogénio negativos, existe uma associacao estatisticamente significativa entre as
portadoras do alelo G e a sobrevivéncia global, apresentado este grupo de doentes uma
sobrevivéncia significativamente superior, quando comparadas com as portadoras do
gendtipo CC (p=0,037). Da mesma forma, existe uma associagao entre a sobrevivéncia
aos 15 anos e as portadoras do alelo G, continuando estas a apresentar uma maior
sobrevivéncia aos 15 anos em relagdo as portadoras do genétipo CC (p=0,047). De
acordo com um estudo anterior, o alelo G do KEAP1 rs1048290 esta associado a uma
maior expressado da proteina [28]. Segundo Nioi e Nguyen (2007) e Ohta et al (2008),
uma maior atividade do KEAP1 vai ter como consequéncia uma menor atividade do Nrf2
[29, 77]. Uma vez que nestas condi¢cbes é previsivel que o KEAP1 esteja a controlar
citoplasmaticamente o Nrf2, este ultimo ira diminuir a sua localizagcdo nuclear. Nesta
situagdo podera considerar-se que a capacidade de protegdo contra o efeito das ROS no
ADN é menor [29, 77]. Nas células normais a capacidade de protecao contra o efeito das
ROS é importante para prevenir o desenvolvimento tumoral. No entanto, quando o tumor
ja se encontra numa fase de iniciagao, a eficiente capacidade de reparagdo de danos no
ADN provocados pelos tratamentos, torna-se numa vantagem, uma vez que o tumor tera
uma maior dificuldade em responder aos tratamentos, podendo resultar numa pior
sobrevivéncia [29, 77]. Assim, quando os recetores de estrogénio sdo negativos podera
verificar-se uma maior quantidade de Nrf2 no nucleo, o que podera implicar uma maior

resposta antioxidante. Esta resposta podera diminuir a formacdo de ROS, o que mais
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uma vez nos podera indicar uma menor resposta ao tratamento e por consequéncia uma
pior sobrevivéncia [28].

Apds os resultados anteriores, e de forma a eliminar possiveis variaveis de
confundimento, foi realizada uma analise multivariada para a avaliar o risco de
mortalidade precoce aos 15 anos nas doentes com recetores de estrogénio negativos.
Relativamente ao Nrf2 rs2886162, ndo foi obtido nenhum resultado estatisticamente
significativo (p=0,342). Quanto ao KEAP1 rs1048290, os resultados indicaram que existe
um risco superior de morte antecipada nas doentes portadoras do gendétipo CC e que
apresentem recetores de estrogénio negativos, quando comparadas com as portadoras
do alelo G (HR=3,007; 1C95%=1,145-7,900; p=0,025). Como descrito anteriormente o
alelo G esta associado a uma maior expressdo da proteina [28]. Esta expressao
aumentada pode significar uma menor resposta contra o sfress oxidativo e as ROS
provocadas pelo tratamento. Se se verificar esta diminuicdo na resposta oxidante, podera
ser possivel considerar que as células tumorais irdo responder melhor aos tratamentos,
podendo desta forma ter um menor risco de morte antecipada aos 15 anos [28].

Na avaliagédo da influéncia do Nrf2 rs2886162 no tempo até a progressao nas doentes
com recetores Her2 negativos, e quando comparado as portadoras do gendétipo AA com
as portadoras do alelo G, ndo se verificou qualquer associagdo com significancia
estatistica (Her2 positivos p=0,995; Her2 negativos p=0,842). Do mesmo modo, quando
se avalia a relagao entre o Nrf2 rs2886162 e o tempo até a progressao, atendendo ao
grau histologico, continua a nédo se verificar nenhuma associagao estatisticamente
significativa (Grau histolégico baixo p=0,997; Grau histologico intermédio p=0,967; Grau
histoldgico alto p=0,266).

Em relacdao ao KEAP1 rs1048290, a avaliacdo da sua influéncia no tempo até a
progressao, tendo em conta os recetores Her2, demonstrou um resultado
estatisticamente significativo nas doentes com os recetores negativos (p=0,043). Os
resultados indicam que as portadoras do gendtipo GG e com recetores Her2 negativos,
apresentam um tempo até a progressdo significativamente superior em relagdo as
portadoras do alelo C. Mais uma vez, a associagao entre o alelo G e a expressado da
proteina pode indicar uma diminuicdo na resposta antioxidante, e por consequéncia, uma
melhor resposta aos tratamentos. Uma vez que o tempo até a progressao € superior nas
portadoras do gendtipo GG, possivelmente o efeito da alteragdo da expressdo da
proteina é mais acentuado, verificando-se um melhor progndstico [28, 29, 77]. O estudo
de Victorino et al (2014) indica que o status do Her2 podera estar associado com o stress
oxidativo, contudo a sua influéncia ainda esta a ser estudada [78]. No entanto, sabe-se
que a sobreexpressao de Her2 resulta numa transdugdo de sinal mais prolongada de

varias vias. Por consequéncia, estas vias ativam fatores de transcricdo que levam a uma
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diminuicao da apoptose, um aumento da sobrevivéncia e migragao celular, potenciando
um favorecimento do crescimento e da progressao tumoral, entre outros aspetos [78].
Assim, a sobre-expressdo do Her2 é de forma geral associada a caracteristicas de
malignidade e por consequéncia a um pior prognostico, estando também relacionada com
um aumento do stress oxidativo [78]. Desta forma, a presenga de recetores negativos de
Her2 possivelmente podera indicar uma menor progressdo tumoral e um melhor
prognostico.

Quando se avaliou a influéncia do KEAP1 rs1048290 no tempo até a progresséo, e
considerando o grau histolégico, o resultado obtido para as doentes com baixo grau
histoldgico revelou-se estatisticamente significativo (p=0,014). Verificou-se que as
doentes portadoras do gendétipo GG e com baixo grau histolégico apresentam um tempo
até a progressao superior em relagéo as doentes portadoras do alelo C. Tal como ja foi
referido anteriormente, o alelo G altera a expressao da proteina, diminuindo a resposta
antioxidante e melhorando a resposta ao tratamento. Este resultado é suportado por
outros estudos que concluem também que o gendtipo GG esta associado com um maior
tempo até a progressao [28]. O grau histolégico em cancro da mama, é considerado um
dos principais fatores de progndstico, uma vez que lesdes pouco diferenciadas estao
associadas com um pior progndstico e pior outcome clinico [75, 76]. No estudo de
Qebesy et al (2015) foi avaliada a relagdo entre marcadores celulares de stress oxidativo
com o grau histolégico em cancro da mama e verificou-se que existe uma relagao entre
estes marcadores a o grau histologico [75]. Estes resultados sugerem que as ROS estao
envolvidas na progressao tumoral, e que graus histoldgicos mais baixos estdo associados
com menores niveis de stress oxidativo [75]. Assim, as doentes com baixo grau
histolégico representam um grupo de pior progndéstico uma vez que estas apresentam
menores niveis de stress oxidativo. Atendendo a este aspeto e a que o gendtipo GG esta
associado a uma melhor resposta a terapia, pode concluir-se que as doentes portadoras
do gendtipo GG e com grau histolégico baixo tém um maior tempo até a progressao.

Resultados de estudos anteriores indicam que a capacidade de metastizacdo é uma
propriedade genética inerente ao cancro da mama, presente desde o momento do
diagndstico. Por esta razdo, a determinacéo de variagdes genéticas, tais como o KEAP1
rs1048290, que podem influenciar a progressdo tumoral devem ser tidas em conta no
momento do diagnoéstico, de modo a existir uma melhor definigdo do plano terapéutico
[61].

Foi feita a avaliacdo da influéncia dos dois polimorfismos, Nrf2 rs2886162 e KEAP1
rs1048290, na sobrevivéncia global, considerando o gendtipo AA vs portadoras do alelo
G e CC vs portadoras do alelo G respetivamente, e atendendo ao tipo de tratamento (RT

vs RT/QT). No entanto, para nenhum dos casos foi encontrada qualquer associagao
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estatisticamente significativa.

O presente estudo suporta que a alteragéo da atividade normal dos genes envolvidos
na resposta antioxidante, tal como o KEAP1, confere as células tumorais vantagens
proliferativas e de sobrevivéncia, resistindo aos danos provocados pelas terapias e
conferindo um pior prognéstico [13, 24, 26, 28, 29, 31, 34-37, 42, 46]. Tais resultados
sugerem que a definicao de perfis de risco genético podem melhorar significativamente a
intervencgao terapéutica ndo s6 em cancro da mama, mas possivelmente noutros tipos de
cancro [19]. Um melhor conhecimento da interagdo entre esta via e o tumor através
destes estudos permite prever o comportamento do tumor e de cada individuo,

possibilitando a realizacdo de uma medicina mais personalizada.
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6. Conclusao e Perspetivas Futuras

Ao longo dos ultimos anos, a incidéncia de cancro e a mortalidade tem vindo a
aumentar o que leva a que a investigagcdo nesta area se torne cada vez mais relevante.
Torna-se cada vez mais essencial a delineagdo de novas abordagens de diagndstico com
0 objetivo de melhorar a personalizagdo dos tratamentos. Considerando a variabilidade
genética inter-individual, grande parte destes estudos tem como objetivo a identificagao
de polimorfismos genéticos que, em conjunto com fatores de risco ja conhecidos, possam
ser considerados possiveis fatores de prognéstico. A definigdo deste tipo de marcadores
genéticos podera ser uma ferramenta atil na definicido de estratégias de diagnéstico
precoce e de personalizacao da terapia.

Apesar da importancia do Nrf2 na resposta antioxidante, o polimorfismo Nrf2
rs2886162 ndo parece estar associado com a sobrevivéncia global e aos 15 anos, com o
risco de mortalidade precoce aos 15 anos e com o tempo até a progressdo em cancro da
mama.

O polimorfismo KEAP1 rs1048290 surge na literatura associado com a sobrevivéncia
em cancro da mama. Os resultados obtidos vao de encontro ao previamente reportado,
verificando-se uma associagdo com a sobrevivéncia global e aos 15 anos, com o risco de
mortalidade precoce aos 15 anos e com o tempo até a progressao. O alelo G do KEAP1
rs1048290 parece estar associado a uma melhor sobrevivéncia global e uma
sobrevivéncia aos 15 anos, assim como um menor risco de mortalidade precoce aos 15
anos. O gendtipo CC do KEAP1 rs1048290 relaciona-se com um menor tempo até a
progressao.

Relativamente a associacdo entre o tipo de tratamento adjuvante e as variantes
genéticas dos polimorfismos em estudo, nao se verificou qualquer associagao.

De forma a avaliar a influéncia destes polimorfismos também na suscetibilidade para
o desenvolvimento de cancro seria interessante realizar um estudo caso-controlo. Para
garantir que o polimorfismo altera a expressao da proteina, poderiam ser feitas
quantificacdes da proteina de modo a relacionar a sua expressdo com os diversos
genotipos dos polimorfismos em estudo.

Uma melhor compreensao do papel dos genes KEAP1 e Nrf2 nas células tumorais,
permitira compreender melhor a resposta antioxidante das mesmas a presenca de ROS e
assim definir grupos de prognostico.

A continuacao deste trabalho sera também de grande relevancia para a esclarecer o
papel dos genes KEAP1 e Nrf2 ndo apenas em cancro da mama, mas também noutros
tipos de cancro. A identificagdo e validagdo de biomarcadores para uma terapia mais
personalizada é um dos principais desafios da investigacdo na area oncoldgica. Para a

realizacao pratica de medicina personalizada é ainda necessario o desenvolvimento de
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métodos com uma boa relagao custo-beneficio.
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