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RESUMO

O cancer de mama ¢é classificado mundialmente, como o segundo tipo de cancer mais
frequente e comum entre as mulheres e tem natureza multifatorial. O tratamento sistémico
do cancer € denominado quimioterapia antineopldsica, e o seu efeito terapéutico depende da
concentracdo plasmdtica e tempo de exposicdo a droga. A resposta aos medicamentos
possui variacdo entre os pacientes, podendo decorrer de fatores como: outras patologias,
farmacocinética e farmacodinamica diferenciadas, fatores ambientais e genéticos, sendo
este ultimo, estudado na farmacogenética e farmacogendmica, onde se verifica a resposta
ao tratamento pela variacdo herdada de cada individuo. Em determinadas populagdes,
polimorfismos genéticos podem levar a respostas diferenciadas de um medicamento por
induzir peculiaridades na farmacocinética ou farmacodindmica. Em muitos medicamentos
em uso, os transportadores de drogas sdo importantes na questdo de absor¢ao, acumulagdo
no tecido e eliminac¢do do organismo.

O gene ABCBI, codifica a glicoproteina-P que € uma transportadora de membrana,
responsdvel pelo efluxo celular de uma variedade de drogas, xenobidticos, metabdlitos
celulares e agentes anticancerigenos, estruturalmente independentes. Assim, o objetivo do
presente estudo foi verificar se os polimorfismos C1236T e G2677T/A do gene ABCBI,
possuem associacdo com a resposta ao tratamento quimioterapico.

Foi realizado estudo com 146 pacientes do sexo feminino, que usaram os quimioterapicos
doxorrubicina e ciclofosfamida de forma adjuvante, independente se fizeram quimioterapia
neoadjuvante. A presenca de recidiva foi utilizada como parametro de avaliacdo do
tratamento. A genotipagem dos polimorfismos foi feita por reacdo da polimerase em cadeia
alelo especifica. As andlises de sobrevivéncia livre da doenga e global foram realizadas
pelo software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) vs20.0 e as demais
avaliacoes no SAS (Statistical Analysis Software) vs9.3. Os gendtipos para o0s
polimorfismos C1236T e G2677T/A estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e suas
distribuicdes genotipicas foram respectivamente CC= 57 (39,04%), CT= 64 (43,84%), TT=
25 (17,12) [sendo, x*: 0,91 e P-value> 0,05] e GG= 69 (47,26%), GA= 63 (43,15%), AA=
10 (6,85%), GT= 2 (1,37%), AT= 2 (1,37%) [XZ: 1,081 e P-value>0,05]. As freqii€ncias
alélicas foram de C= 0,61 e T= 0,39 (polimorfismo C1236T) e G= 0,70, A= 0,29 ¢ T= 0,01
(polimorfismo G2677T/A).

No presente estudo ndo foi encontrado relagdo dos genétipos dos polimorfismos C1236T e
G2677T/A com a recidiva, ndo podendo inferir se o tratamento das pacientes foi
influenciado por polimorfismos presentes na expressao da glicoproteina-P.

Concluimos que os polimorfismos avaliados no gene ABCB/ nesta amostra da populacio
brasileira, ndo atuam no tratamento das pacientes com cancer de mama.

Palavras-chave: neoplasias da mama, glicoproteina-P, polimorfismo genético, recidiva.
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ABSTRACT

Breast cancer is classified worldwide as the second most frequent and common cancer
among women and has a multifactorial nature. The systemic treatment of the cancer is
called chemotherapy, and its therapeutic effect depends on the plasma concentration and
length of exposure to the drug. The drug response varies among patients and may be the
result of many things, such as: other diseases, different pharmacokinetics and
pharmacodynamics, environmental and genetic factors. Genetic factors are studied in
pharmacogenetics and pharmacogenomics, which verify the response to the treatment
through the inherited variation of each individual. In some populations, genetics
polymorphisms can lead to different responses to a drug by inducing peculiarities on the
pharmacokinetics or pharmacodynamics. In many drugs in use, the drug carriers are
important in terms of absorption, accumulation in tissue and elimination from the body.
The ABCBI gene, which encodes the P-glycoprotein that is a membrane transporter,
responsible for the cellular efflux of a variety of drugs, xenobiotics, cellular metabolites
and anticancer agents, structurally independent. Thus, the objective of this study was to
determine whether the C1236T and G2677T/A polymorphisms of the ABCBI genes could
be associated with the response to chemotherapy.

The study featured 146 female patients who used doxorubicin and cyclophosphamide
adjuvantly, independent of the neoadjuvant chemotherapy. The relapse was used as a
parameter of association to the treatment. Genotyping of polymorphisms was performed by
polymerase in specific allele chain reaction. The free and global survival analysis, was
performed by the SPSS (Statistical Package for Social Sciences) software vs20.0. Other
statistical tests were performed by SAS (Statistical Analysis Software) vs9.3. The
genotypes for the polymorphisms were in Hardy-Weinberg and their genotype distributions
were respectively CC= 57 (39,04%), CT= 64 (43,84%), TT= 25 (17,12) [sendo, x*: 0,91 e
P-value> 0,05] e GG= 69 (47,26%), GA= 63 (43,15%), AA= 10 (6,85%), GT=2 (1,37%),
AT=2 (1,37%) [x2: 1,081 e P-value>0,05]. Allele frequencies were C= 0,61 and T= 0,39
(C1236T polymorphism) and G= 0,70, A= 0,29 e T= 0,01 (G2677T/A polymorphism).

In the present study, no relationship between the relapse and the genotypes of the C1236T
and G2677T/A polymorphisms was found. In this case, we cannot infer that the treatment
of patients was influenced by polymorphisms that act in the glycoprotein-P expression.

We conclude that the polymorphisms in the ABCBI gene evaluated in this sample of the
brazilian population do not act in the treatment of patients with breast cancer.

Keywords: breast neoplasms, P-glicoprotein, genetic polymorphism, recurrence.
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1. Introducao

1.1 Aspectos gerais do cancer

O cancer é uma neoplasia que consiste na proliferacdo celular exacerbada, formando
um tumor com presenca de malignidade, ou seja,com crescimento descontrolado, capaz de
invadir tecidos vizinhos ou sitios distantes (metéstase), ou ambos [1]. As células que
apresentam crescimento anormal formam um tumor denominado neoplasma. Se este for
benigno, ndo invadird os demais tecidos; caso torne-se invasivo, ¢ denominado tumor
maligno [2].

Duas caracteristicas genéticas s@o definidas em relagdo as células cancerigenas: (i)
elas se dividem de forma anormal, ndo obedecendo aos limites da divisdo celular, e (ii)
colonizam e invadem os tecidos vizinhos. As duas caracteristicas juntas apresentam fator de
gravidade para a doenga [2]. A caracteristica das células cancerigenas de se desprenderem
do tecido de origem, entrarem na circulacio sanguinea ou linfética, e se alojarem em outros
locais do corpo, formando assim tumores secundarios, mostra que, quanto mais elas se
dispersarem, mais dificil sera para erradicé-las [2].

O cancer € caracterizado como uma doenga genética que envolve mutagdes em
diferentes genes, que podem ser mutacdes em proto-oncogenes, com ganho de fungdo de
um alelo, ou mutagdes inativadoras em gene supressor tumoral; ou ainda translocagdes
cromossOmicas que geram genes quiméricos que codificam proteinas com novas fungdes,
ou causam alteracOes na expressdo génica. As mutacdes podem ocorrer tanto em células

germinativas quanto em células sométicas, sendo o tltimo caso o mais freqiiente [1].



Conforme Onuchi e Chammas (2010) [3], para que haja a forma¢dao de um tumor é
necessdrio duas a seis variacdes genéticas, que irdo atuar na proliferacdo, diferenciacdo e
morte celular. Assim, uma mutacio nao é suficiente para gerar a carcinogénese. Da mesma
forma, Bruce e colaboradores (2008) [2] explicaram que se uma mutacdo fosse capaz de
converter uma célula normal em célula cancerigena, ndo haveria seres humanos vidveis.
Mesmo em um ambiente sem fatores mutagénicos, estima-se que ocorram 10°mutacdes
espontaneas por gene a cada divisao celular, por limitagdes na replicacdo e reparo do DNA.

Um tumor maligno é detectdvel pelos métodos de imagem ao alcancar em torno de
Icm de didmetro. A aplicacdo precoce da quimioterapia ou radioterapia pds cirurgia
objetiva tratar a doenga chamada micrometastética, na qual o volume de doenca é menor;

portanto, neste estidgio, a quimioterapia € mais efetiva em prevenir a metdstase [4].

1.2 Cancer de mama

O cancer de mama € classificado mundialmente como o segundo tipo de cancer de
maior prevaléncia, sendo o mais comum entre as mulheres. Atualmente ¢ um problema de
saude publica devido a elevada incidéncia e mortalidade [5,6]. A estimativa de novos casos
no Brasil € de aproximadamente 57.120 (dados atualizados em 2014), com taxa de 6bitos
em torno de 14.388 (dados de 2013), sendo que destes, 14.207 sdo mulheres e 181 homens

[S].



O cancer de mama, assim como os demais tipos de cancer, compreende um grupo
de patologias com causas multifatoriais. Assim, a influéncia e consequente interacdo de
fatores genéticos e ambientais que ndo estdo totalmente elucidados contribuem para a
ativacdo da doenca. Em relacdo a carcinogénese mamadria, o principal fator na genética sdo
alteracdes de genes supressores tumorais, como o0 BRCAI, BRCA2 e p53 [7].

Segundo Amendola e Vieira (2005) [8], em relacdo aos fatores de risco no
carcinoma de mama temos importantes fatores internos, como dependéncia da constituicdo
hormonal e predisposicdo hereditéria e fatores externos, relacionados com o ambiente, que
causam danos ao genoma. Dos fatores externos, podemos citar agentes quimicos, fisicos e
biolégicos que podem levar ao desenvolvimento da patologia.

De acordo com Videira e colaboradores (2014) [9], as células tumorais adquirem
graves caracteristicas fisiopatolégicas que conferem a este “novo” tecido capacidade
migratdria, proliferativa e uma sobrevida. Alteragdes chave vao sendo desencadeada ao

longo do processo do carcinoma mamario (Figura 1).
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Figura 1.Alteracdes no tecido mamadrio na presenca de cancer.Al: mama normal onde as células
epiteliais polarizadas revestem o ducto. A2: juncdes celulares que garantem estabilidade entre as
células vizinhas e liga¢do das integrinas na membrana basal, restringindo a proliferacdo e mantendo
a polaridade normal. B1: células no ducto perdendo sua polaridade, migrando e proliferando,
gerando densa matriz de coldgeno. B2: microambiente do tumor, apresentando complexidade e com
envolvimento de células imunes, fibroblastos com sinais de crescimento e autossuficiéncia. Surge
um ambiente inflamatério e oxidante e a formagdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese).Adaptado de: Videira e colaboradores (2014) [9].

Por sua heterogeneidade, o cincer de mama possui em sua classificacdo vdrios
subgrupos associados a caracteristicas bioldgicos e histoldgicos, com diferentes
apresentacOes clinicas e padroes terapéuticos de resposta [10].

Com o intuito de melhor dividir a evolugdo das neoplasias malignas e com o
entendimento da biologia tumoral, houve por parte da Unido Internacional Contra o Cancer
(UICC) a busca de desenvolver um sistema de classificagdo para aprimorar o tratamento e

dar sobrevida aos pacientes. Esta € conhecida como estadiamento e possui varios critérios
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de avaliacdo representados por letras — sistema TNM, que significam: dimensdao do tumor
primdrio (T), extensdo da propagagdo do tumor em linfonodos regionais (N), e auséncia, ou
ndo, de metdstase a distancia (M). Para cada classificacdo existem subcategorias
representadas por nimeros. Para o T temos subcategorias de 1 a 4; N, 0 a3 e M, 0 al.
Estas combinagdes possibilitam a classificacdo do estadio do tumor [11].

E de suma importincia conhecer a evolu¢io da patologia e a identificacio dos
6rgdos acometidos. Essas informagdes sdo de fundamental relevincia para averiguar o
comportamento biolégico do tumor, escolha da terapéutica, predicio de complicacdes,
prognéstico da doenga, verificacdo dos resultados e posterior andlise oncoldgica na
pesquisa clinica e bésica [11].

De acordo com Cirqueira e colaboradores (2011) [12], existem no cancer de mama
diversos subtipos moleculares, que direcionam a especificidade terapéutica e que justificam
as diferencas entre os tumores, podendo influenciar no tratamento.

Em publicagdo recente, feita pela Organizacio Mundial da Saide (OMS), foi
lancada a nova classificagao dos tipos de tumores na mama. De acordo com esta instituicao,
a classificagao atual para o Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) - que na pratica médica é
mais conhecido - ficou denominada como carcinoma mamadrio de tipo ndo especial, e
representa 70% dos casos. Ja o Carcinoma Lobular Invasivo (CLI), ficou alocado na
classificacdo dos tumores histologicamente especiais, por critérios morfologicos [10].

A classificagdo histologica do cancer de mama possui limitacdes e sua subjetividade
acaba por enquadra-las nos grupos CDI ou CLI em aproximadamente 85% dos casos. Com

i1sso, o sistema classifica tumores de amplo espectro clinico e biologico em uma mesma



categoria, onde pode haver influéncia discriminatéria da graduacdo histoldgica e presenca

de receptores hormonais (RE: receptor de estrégeno e RP: receptor de progesterona) [10].

1.2.1 Recidiva (metastase)

A capacidade de metdstase de um tumor maligno aparece quando este adquire
habilidades de motilidade e invasividade. As caracteristicas metastéticas surgem quando as
células malignas se separam do tumor primdrio e migram pela circulacdo linfitica ou
sanguinea, tendo que lidar com o sistema imunoldgico e escapar da apoptose. Estudos
experimentais indicam que sdo poucas as células que chegam ao tecido distante e
sobrevivem em estado latente, enganando o sistema imune e a terapia sistémica [13].

Para que uma unica célula a distancia possa gerar proliferacdo detectdvel
clinicamente, € necessario que tenha ou adquira plasticidade. Apds a disseminacdo, estas
células malignas podem parar a divisao celular e aguardar as condi¢des (no novo ambiente)
necessdrias para dar inicio a proliferacio. O estado de dorméncia (laténcia) € pouco
conhecido e pode durar mais de dez anos. No cancer de mama, apds a cirurgia do tumor
primario, pode levar anos ou até décadas para se evidenciarem as metdstases [13].

Os ossos sdo metastases preferenciais no cancer de mama. As células de
disseminagcdo do tumor que se alojam preferencialmente na medula 6ssea podem causar
recidivas (re-disseminacdo) em outros Orgdos também. Entretanto, as células de
dissemina¢@o do tumor podem se alojar em diversos outros 6rgdos, como pulmoes e figado

podendo dificultar sua detecgdo [13].



Acredita-se que as caracteristicas do tumor primdrio sdo conservadas na metastase.
Algumas associacdes foram observadas no cancer de mama, dentre as quais, as assinaturas
genéticas de metdstases (pulmdes e ossos) e expressdo de HER-2 e receptor de estrogeno
(RE), que tém sido ligadas ao aumento de propagacao para locais especificos. Mesmo com
os avancos, acredita-se que de 20% a 30% dos pacientes com cancer de mama com inicio
precoce experimentardo recidivas com doenga metastdtica [14].

Em um estudo realizado entre 2001 a 2004 no Hospital do Cancer I — Instituto
Nacional do Cancer (HC I-INCA), que incluiu 36 pacientes com carcinoma invasivo,
estadio II e III e que fizeram tratamento para o cancer de mama, houve 12 pacientes com
progressdo local, intervalo de um ano para a recidiva mais breve e oito anos para a mais

tardia [15].

1.2.2 Tratamento

De acordo com o INCA, o tratamento do cancer de mama depende de certas
condi¢cdes do paciente, tais como: idade, menopausa, comorbidades e gostos pessoais, além
do estadiamento da doenca (associado ao progndstico da doenga) e de suas caracteristicas
biolégicas. O tratamento tem maior potencial curativo se a doenga for diagnosticada logo
no inicio. Em caso de evidéncia de metastases, o tratamento busca melhorar a qualidade de
vida e prolongar a sobrevida do paciente [16].

O tratamento atual do cancer de mama pode ser local por cirurgia e radioterapia, ou
tratamento sistémico, pela quimioterapia citotoxica, terapia hormonal e terapia bioldgica

[16,17].



1.2.2.1 Quimioterapia e cancer de mama

A utilizacdo de compostos quimicos, com a finalidade de combater a reproducio
celular, ¢ denominada quimioterapia [18] e pode ser nomeada como quimioterapia
antineopldsica ou antiblastica [19]. Esta estratégia quimica de tratamento tornou-se uma
ferramenta de grande for¢a contra o cancer por volta da década de 1950. Através de estudos
americanos na primeira década do século XX, foi descrita a capacidade de certas
substancias quimicas de destruirem células leucocitarias. Na Primeira Guerra Mundial foi
observado que o composto quimico conhecido como gias mostarda, altamente téxico e
utilizado em combate, levava a diminui¢do na contagem de leucdcitos no sangue, o que
abriu a possibilidade de estudos futuros de seu uso para tratamento de leucemias [18].

Em 1941, em pesquisas conduzidas pelos farmacologistas Alfred Gilman e Louis
Goodman na Universidade de Yale, observou-se que o gds mostarda causou remissao de
alguns linfomas em cobaias. No ano posterior, eles mostraram que esta substancia fazia
desaparecer tumores em pessoas doentes. Ao longo dos anos, a industria farmacéutica
produziu vérios quimioterdpicos, € muitos deles, foram e ainda sdo utilizados em
associagdo para melhor efetividade terapéutica [18].

E de notério conhecimento que os agentes quimioterdpicos afetam tanto as células
neopldsicas quanto as normais. Entretanto, seu maior dano € causado nas células malignas
devido a diferencas quantitativas entre estas duas populacdes de células frente aos
processos metabdlicos. As diferencas entre populacdes celulares, tanto de natureza
bioquimica quanto em relagdo ao crescimento de células malignas e normais,

provavelmente produzem os efeitos especificos [19].



O diagnéstico precoce do tumor (que por base possui aproximadamente o
equivalente a 10° e 10" células, ou seja, inferior a 1 cm de tamanho) € de suma relevancia
para se obter €xito na quimioterapia. Considerando que a cada ciclo do tratamento elimina-
se aproximadamente 99% das células e que, por conseguinte, deve-se repetir os ciclos para
se efetivar a morte em todas as células do tumor, quanto maior o tumor, mais células
malignas para se destruir, diminuindo a eficiéncia do tratamento [20].

Os agentes quimioterdpicos se classificam de acordo com sua atuac@o no ciclo
celular, podendo ser: ciclo-inespecificos atuantes nas células que estdo ou ndo no ciclo de
proliferacdo; ciclo-especificos atuantes nas células que estdo em proliferacdo e os fase-
especificos, que possuem ac¢do em determinada fase do ciclo celular [19].

A dose bésica de um quimioterdpico € ajustada de acordo com a superficie corporal
do paciente (m?), levando em consideracio o seu peso e altura. Com a obtencdo deste
indice, multiplica-se a dose bdsica do agente antineoplasico, resultando na dose do
paciente. Vale destacar que alguns medicamentos sdo aplicados em dose tnica, ndo levando
em conta a superficie corporal, e que outros quimioterdpicos sdo prescritos por Kg do peso
corporal [11].

Segundo o INCA, o efeito terapéutico e téxico dos quimioterdpicos depende da
concentracdo plasmdtica da droga e do tempo de sua exposi¢do. Sua toxicidade € varidvel
para os diversos tecidos e depende da droga que € utilizada, pois nem todos os geram
efeitos indesejaveis [19].

De acordo com Westbrooke e colaboradores (2013) [21], sabe-se que a janela
terapéutica da maioria dos pacientes € estreita e pode reagir diferentemente a administragao

de doses iguais. Como ocorre com o uso de agentes hormonais € outras terapias especificas,



ndo unicamente as caracteristicas histopatologicas e clinicas, mas também a
farmacogenética, pode esclarecer as diferencas individuais na potencialidade de agentes
citotéxicos e na seguranca dos mesmos.

Como anteriormente descrito, a quimioterapia pode ser efetuada com a
administracdo de um ou mais agentes quimioterdpicos. Levando em conta a sua finalidade,
ela pode ser classificada em: (i) curativa: onde o objetivo € conseguir o controle por
completo do tumor; (ii) adjuvante: tem por meta eliminar células residuais locais ou
circulantes, sendo que essa modalidade se segue apds a cirurgia curativa; (iii) neoadjuvante:
tem por objetivo reduzir parcialmente o tumor, para posterior complementacio com a
cirurgia ou radioterapia; e (iv) paliativa: tem por finalidade a melhora da qualidade de vida,
e ndo visa a cura [19].

Para o tratamento do cancer de mama, existem diferentes drogas quimioterdpicas
que sdo utilizadas: paclitaxel e docetaxel (agem nos microtibulos); doxorrubicina e
epirrubicina  (antraciclinas);  5-fluorouracil [5-FU], capecitabina e gemcitabina
(antimetabdlitos); ciclofosfamida (agentes alquilantes), cisplatina e carboplatina (platinas).
Muitas vezes a combinagdo de drogas € utilizada, demonstrando maior eficicia, sendo elas:
“docetaxel, doxorrubicina e ciclofosfamida (TAC); ciclofosfamida, metotrexato e 5-
fluorouracil (CMF); doxorrubicina e ciclofosfamida (AC); doxorrubicina e ciclofosfamida,
seguido de paclitaxel ou docetaxel (ACT)” [6].

As drogas doxorrubicina e epirrubicina sdo antraciclinas amplamente usadas no
tratamento do cancer de mama. Foram observadas muitas variacOes farmacogenéticas em

genes que codificam enzimas metabolizadoras de antraciclinas, transportadores de drogas e
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enzimas associadas ao estresse oxidativo e apoptose. Aproximadamente 50% da infusdo de
doxorrubicina é eliminada em sua forma intacta [21].

A combinacdo AC é amplamente utilizada em pacientes com indicacdo para o
tratamento quimioterdpico, mas para aqueles que apresentam risco baixo a moderado de
recidiva. Primeiramente, esta combinacdo foi testada pela National Surgical Adjuvante
Breast and Bowel Project, com o intuito de substituir o esquema CMF, que era o
tratamento adjuvante eficaz estabelecido. Em 1998, a Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative Group publicou uma meta-andlise com 11 testes clinicos randomizados que
abordou a poliquimioterapia, observando que o uso de combinagdes com antraciclinas
conferia melhora na sobrevida e recorréncia, quando comparadas com a combinacdo CMF
[22].

A acgdo antiblastica e citotoxica da doxorrubicina parece estar relacionada a
capacidade de se intercalar nas bases nucleotidicas, inibindo a replicacio e acdo das DNA e
RNA-polimerases, e a sua capacidade de ligar-se a membrana celular pode afetar fun¢des
celulares. A formacdo de complexos de DNA passiveis de clivagem por conta da interacio
do farmaco com a topoisomerase-II parece ser um mecanismo citocida relevante [23].

O quimioterdpico ciclofosfamida € agente alquilante que age de modo inespecifico,
atuando em todas as fases do ciclo celular. E um medicamento que tem a capacidade de
substituir em outra molécula um 4dtomo de hidrogénio por um radical alquil, ligando-se
assim ao DNA e impedindo a separacdo dos filamentos da dupla hélice, prejudicando a

replicagdo celular [19].
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1.3 Farmacodinamica e farmacocinética

N

A terapéutica medicamentosa tem por objetivo chegar a resolucdo desejada,
produzindo o minimo de efeitos colaterais e alcancando o beneficio esperado [24].

Existem certas consideracdes acerca dos medicamentos que precisam ser
observadas, pois estes devem satisfazer exigéncias minimas para serem efetivos na clinica,
sendo capazes de passar pelas barreiras fisiol6gicas limitantes existentes no corpo humano
[25].

Os efeitos que um farmaco gera no corpo (ligacdo farmaco-receptor) sao
esclarecidos pela farmacodindmica [25], que envolve a parte da concentracdo-efeito da
interacdo; ja a questao de dose-concentracio € explicada pela farmacocinética, que abrange
alguns processos como: absor¢ao, distribuicao e eliminacdo do farmaco [24].

Conhecer os fatores que podem interferir no mecanismo de acdo do firmaco e
também entender sua natureza dindmica € de relevdncia para a prética clinica. Se um
farmaco for incapaz de chegar ao seu alvo, em uma concentragdo desejavel, para a obtencao

do seu efeito esperado, levard ao fracasso até a mais prospera terapia medicamentosa [25].

1.4 Farmacogenética e farmacogenomica

Sabe-se que a resposta aos medicamentos sofre variagdes em determinados
pacientes, tanto na sua resposta terapéutica, quanto na toxicidade gerada. Estas variagcdes
podem decorrer de alguns fatores como: doencas, farmacocinética e farmacodinidmica

diferenciadas, fatores ambientais e genéticos. Considerando que fatores genéticos podem
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influenciar na eficicia e seguranca de um medicamento, a farmacogenética e a
farmacogenomica vem sendo estimuladas recentemente [26].

Nao se deve esquecer os fatos histéricos que acabaram por moldar o percurso da
farmacogenética, pois por volta de 510 a.c, Pitdgoras ja havia percebido que a ingestdo de
favas feita por alguns individuos resultou em reagdo fatal para alguns, ndo todos, e foi em
1957 que Vogel criou o termo Farmacogenética [27].

A farmacogenética e a farmacogendmica envolvem o estudo do desempenho gerado
pela variacdo herdada de cada individuo frente a resposta fenotipica de drogas, tais como
sua toxicidade [28].

Ao se fazer referéncia a farmacogenética, verifica-se que seu estudo tipicamente
refere-se ao efeito de um niimero limitado de genes; ja quando o foco se estende a um
padrao multigénico dentro do genoma e suas interagdes, temos o conceito de

farmacogenomica [26,28].

1.5 Polimorfismos em genes

Em determinadas populacdes, polimorfismos genéticos podem levar a respostas
diferenciadas de um medicamento por induzirem peculiaridades na farmacocinética ou
farmacodindmica. Uma das maiores fontes de variacdo farmacocinética, gerada por
polimorfismos, sdo as que afetam as enzimas que atuam no metabolismo dos farmacos [29].

Os polimorfismos sdo variantes individuais no genoma e ocorrem na populacdo
geral de forma estavel, onde sua frequéncia € de 1% ou superior [26,28]. Na sequéncia de

DNA, os polimorfismos podem reduzir ou aumentar a atividade do gene codificado, sendo
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que estes podem ser: polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), microssatélites,
minissatélites [30], delecdes e insercdes [26].

Aproximadamente 1,4 milhdes de SNPs estdo identificados no genoma humano e
acredita-se que muitos estejam envolvidos na variabilidade da farmacocinética e
farmacodinamica das drogas [28].

Em muitos medicamentos em uso, os transportadores de drogas, sdo importantes na
absorcdo, acumulacdo no tecido e eliminacdo do organismo, podendo influenciar na
eficacia/toxicidade da droga. A alta concentracdo de drogas pode resultar em toxicidade
causando reagdes adversas. Por outro lado, a falta de eficicia da droga pode resultar em
reducdo da terapéutica, por conta da exposicdo e/ou mutagdes de alvos de drogas. Os
transportadores de membrana tem sido reconhecidos por sua contribuicdo na variabilidade

frente a exposi¢cao da droga e sua resposta [31].

1.6 Gene ABCBI e glicoproteina —P

O gene ABCBI, também conhecido como gene de resisténcia a multidrogas 1
(Multidrug Resistance gene - MDRI), é responsavel pela codificacdo da glicoproteina-P da
membrana celular. Esta proteina transportadora € responsdvel pelo efluxo celular
dependente de ATP (Adenosina Trifosfato) de uma variedade de drogas, xenobidticos,
metabdlitos celulares [32] e agentes anticancerigenos estruturalmente independentes [33],

reduzindo a exposi¢do do ambiente intracelular a compostos com potencial toxico. Este
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gene (Figura 2) estd localizado na regido 7q21.12 [32] e possui 28 exons, tendo tamanho de

209 Kb [34].

ABCB1 <«

87150kb 87200kb 87250kb 87300kb 87350kb

|

"7q21.12

Figura 2. Localizacdo cromossdmica e tamanho do gene ABCBI.

A glicoproteina-P € expressa em vdrios tecidos nido tumorais, como intestino,
figado, rim, e em diversos tumores apresenta baixa expressdo, que aumenta apos
administracdo de medicamentos que sejam seus substratos. O aumento estd relacionado
com a resisténcia a quimioterdpicos como cisplatina, antraciclinas e vincristina, ao passo
que, clinicamente, a expressdo elevada se associa com a diminui¢do da taxa de remissdo e
sobrevida [35].

A glicoproteina-P possui duas subunidades, sendo que cada uma tem 12 segmentos
transmembrana, 1280 aminoacidos e peso molecular aproximado de 170 kDa [36].

Muitos modelos para a glicoproteina-P foram propostos com a intencdo de
desvendar seu mecanismo de efluxo. O modelo mais reconhecido considera a atividade

protéica como um “aspirador hidrofébico” onde as subunidades formam um canal tnico,
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por onde o farmaco € expelido, seja na sua forma carregada ou neutra. Em contrapartida,
Stein, em sua proposta, adapta o modelo anterior, e considera que hd mudancgas na
conformacgdo da glicoproteina-P por hidrélise do ATP, abrindo assim um canal para a
“expulsdo” do farmaco. Ja para Higgins, esta proteina tem a acdo semelhante a um flipase,

seu modelo mesclado com o de Stein (Figura 3) € o mais aceito atualmente [36].

) meio b
.]1 extracelular ﬂ

& ATP <z sitio ligante @ substrato

Legenda: P-gp: glicoproteina-P, ATP: adenosina trifosfato

Figura 3. Modelo de Higgins —Flipase. O substrato (que chega do meio extracelular) retido na
bicamada lipidica se liga ao sitio ligante da glicoproteina-P, em cujo interior celular haverd a
ligagdo do ATP nas extremidades internas da glicoproteina-P (conforme indicado) e conseguinte
conversdao de energia, abrindo assim as extremidades da glicoproteina-P que estdi no meio
extracelular e expelindo o substrato. Adaptado de: Ruber e colaboradores (2010) [36].

E importante ressaltar que a glicoproteina-P realiza sua atividade de efluxo celular
tanto do compartimento intracelular como interagindo com moléculas presentes na

bicamada lipidica (Figura 4), como mostrado anteriormente [37].
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Legenda: P-gp: glicoproteina-P, ATP: adenosina trifosfato,
ADP: adenosina difosfato. Pi: fosfato inoreénico.

Figura 4. Modelo de efluxo da glicoproteina-P. 1A: Xenobidtico extracelular fica retido na
membrana plasmatica e a P-gp faz o seu efluxo.1B: Xenobiético extracelular atravessa a membrana
plasmatica e fica no meio intracelular , sofrendo efluxo posteriormente. Adaptado de: Marzolini e
colaboradores (2004) [37].

1.7 Polimorfismos no gene ABCB1

Conforme Sheng e colaboradores (2012) [32], estudos anteriores mostram que o
SNP localizado no exon 26 [38], conhecido como C3435T (rs1045642), gerou diminui¢do
dos niveis de RNAm, expressdo e atividade da glicoproteina-P. De acordo com Wang e
colaboradores (2012) [33], este SNP € considerado o mais importante neste gene. A
expressdo elevada da glicoporteina-P em células tumorais, mostrou associacio com ma
resposta a quimioterapia € mau progndstico. Assim, o efeito deste polimorfismo, o
desenvolvimento da resisténcia as drogas e a recaida apds a quimioterapia tém sido
extensivamente estudados. Os estudos visam entender a acdo da glicoproteina-P que pode

proteger o organismo de xenobidticos, agentes ambientais e cancerigenos.
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Tem sido demonstrado que o polimorfismo C3435T, apesar de ser uma alteracdo
silenciosa que codifica o aminodcido isoleucina, afeta a expressio e atividade da
glicoproteina-P em muitos aspectos. Estudo funcional demonstrou que o genétipo TT esta
associado com expressao inferior da glicoproteina-P quando comparado com o gendtipo
CC, sendo que esta correlagdo do polimorfismo C3435T com expressdo da proteina e
RNAm nem sempre é encontrada. Estudos recentes evidenciaram significancia funcional do
SNP (C3435T e mostraram que o mecanismo molecular se relaciona com menor
estabilidade do RNAm nos individuos com variante alélica 3435T [33].

No estudo de Kafka e colaboradores (2003) [39] com 68 mulheres, foi observada a
associacdo da variante 3435T e uma melhor resposta a quimioterapia frente as antraciclinas,
no tratamento de cancer de mama, localmente avangado, com ou sem taxanos [21,40].

Segundo Rubis e colaboradores (2012) [41], estudos clinicos foram realizados por
causa da elevada frequéncia do polimorfismo C3435T do gene ABCBI e diferengas étnicas,
com o intuito de clarear o impacto clinico deste polimorfismo na farmacodinamica e
farmacocinética de vérias drogas. Porém, existem algumas discrepincias com relacdo a
farmacocinética clinica ao se fazer o uso dos mesmos medicamentos.

Ja os polimorfismos C1236T, no exon 12 (rs1128503) e G2677T/A, no exon 21
(rs2032582) [38] no mesmo gene, de acordo com Chen e colaboradores (2009) [42], sdao
frequentemente analisados em conjunto com o C3435T. O polimorfismo C1236T € uma
alteracdo sindnima; ja o G2677T/A acarreta mudanca de aminodcido conforme o alelo
(troca de Alanina para Serina/Treonina) [43].

Na Figura 5 estd apresentada a localizagdo destes SNPs em correspondéncia com o

aminodcido na glicoproteina-P.
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Figura 5. Posicio dos SNPs na Glicoproteina-P. As localizagdes 412, 893 e 1145 representam os
aminodcidos onde estdo localizados os SNPs C1236T, G2677T e 3435 C>T, respectivamente.
Adaptado de: Fung e Gottesman (2009) [44]

De acordo com Rubis e colaboradores (2012) [41], o polimorfismo C1236T que

codifica uma glicina também € alvo de estudo, por ndo estar clara a sua contribui¢do no

metabolismo de xenobidticos e drogas.

Observou-se em estudo com 92 pacientes em tratamento com docetaxel, que o

polimorfismo sindnimo CI1236T teve associagcdo com déficit na liberagdo renal do
medicamento [6].

Conforme Gonzales-Neira (2012) [6], o polimorfismo C1236T pode ser importante

na farmacocinética do medicamento doxorrubicina. Foi relatado que pacientes com alelo T

tinham picos plasmadticos elevados do medicamento, quando comparado a homozigotos do
alelo C.
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Tém sido mostrado que o genétipo GG para o polimorfismo G2677T/A estd
associado com a quimioresisténcia ao medicamento paclitaxel. Na avaliacdo dos gen6tipos
CC, GG, CC, respectivamente, para os polimorfismos C3435T, G2677A/T e C1236T, se
mostrou que esses genotipos, frente a exposicao a doxorrubicina, possuiam niveis baixos do
quimioterédpico,se comparados com os demais genétipos [6].

Com base nestes estudos, faz-se necessdria também a verificacdo destes dois

polimorfismos C1236T e G2677T/A.
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2. Justificativa

Como observado, o cancer de mama ocupa a segunda posicdo mundial em
prevaléncia, sendo o mais comum em mulheres, com uma taxa anual de 22% de novos
casos. Verifica-se uma incidéncia aumentada desta patologia, em paises desenvolvidos e
nos em desenvolvimento. A sobrevida média na populacdo mundial € de 61% - apds cinco
anos. No Brasil a mortalidade permanece elevada, acreditando ser, pelo fato do diagndstico
tardio. Conforme ja mostrado anteriormente, de acordo com os dados de 2013 do Sistema
de Informacdo sobre Mortalidade (SIM), houve 14.207 mulheres acometidas pelo cancer de
mama no Brasil [5].

Alguns pesquisadores apontam para a relacdo do gene ABCBI na carcinogénese,
porém outros negligenciam esta questdo e demonstram a relacdo da glicoproteina-P no
metabolismo de drogas e conseguinte na eficacia terapéutica [41].

Conforme visto anteriormente, muito tém sido estudado sobre o polimorfismo
C3435T, sendo observada relacdo deste com a resisténcia a tratamentos medicamentosos.
Ao mesmo tempo, outros polimorfismos, como o C1236T e G2677T/A, no mesmo gene
(ABCBI), também estdo em evidente investigacdo (e muitas vezes estudados com base na
interacdo C3435T), e podem indicar relagdo com os tratamentos quimioterapicos.

Levando em conta estes aspectos, o presente analisou em uma amostra brasileira, se
os ultimos polimorfismos mencionados, possuem associagdo com a eficdcia do tratamento
medicamentoso no cancer de mama. De acordo com Chen e colaboradores (2009)
[42],estudos apontaram que estes polimorfismos, parecem ter influéncia na funcdo da

glicoproteina-P.
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3.

Objetivos

O objetivo geral foi avaliar os polimorfismos C1236T e G2677T/A do gene ABCB1

e analisar a associacdo com a recidiva da doenca e, desta forma, esclarecer e contribuir na

pesquisa, e consequentemente na melhoria terapéutica nos tratamentos.

Os objetivos especificos sao:

1)

2)

3)

Genotipar os polimorfismos no gene ABCBI (C1236T e G2677T/A) em
pacientes com diagndstico de cancer de mama que fizeram tratamento
quimioterapico,

Associar os gendtipos para os diferentes polimorfismos avaliados encontrados,
com o resultado da resposta a quimioterdpico adjuvante, utilizando a presenga
ou nao de recidiva (sobrevida livre da doenga) como parametro de avaliacdo do
efeito terapéutico,

Avaliar a sobrevida global frente aos gendtipos encontrados, para verificar em

conjunto com a sobrevida livre da doenca.
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4. Material e métodos

4.1 Casuistica

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas/Unicamp e aprovado conforme pareceres consubstanciados 368.384 e
808.216 (Anexo 1).

A partir do banco de dados (Laboratério Genética do Cancer) com 554 casos, foram
selecionados por critérios de inclusdo, 146 pacientes do sexo feminino com diagndstico de
Carcinoma Ductal Invasivo, em estadio II ou III, no periodo de outubro/2002 a abril/2007 e
que fizeram tratamento quimioterdpico com antraciclina (doxorrubicina) e ciclofosfamida
no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti (Centro de Atengdo Integral a
Saide da Mulher — CAISM/Unicamp) com seguimento até abril/2015. As amostras de
DNA gendmico e sangue periférico das pacientes vieram do Biorrepositério (Laboratério
de Genética do Cancer) que é de responsabilidade da Prof. Dra. Carmen Silvia Passos Lima
e estd de acordo com a resolugao CNS/MS 441/11.

Os dados clinicos foram atualizados em abril de 2015 e obtidos por verificagdo dos
prontudrios. Além das informagdes ja descritas sobre a inclusdo das amostras, foram
coletadas informacdes a respeito do grau histoldégico e nuclear do tumor, data do
diagndstico da patologia, data da cirurgia, data da recidiva (se houve), local da recidiva,
data do 6bito (se houve), se o 6bito foi relacionado ao céancer, data da dltima consulta,
perda de seguimento, presenca ou nio de receptores hormonais (RE, RP e HER-2), uso de

radioterapia adjuvante e uso hormonioterapia (Tamoxifeno).
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4.2 Método para analises moleculares

4.2.1 Extracao de DNA do sangue periférico

A extragdo do DNA genomico de sangue periférico de 118 amostras armazenadas
foi realizada pela técnica de cloreto de litio (modificada de Whoodhead et al., 1986 [45]).
Apbs o descongelamento das amostras do biorrepositério, houve a homogeneizacio e
transferéncia de 500 pL. do sedimento para um tubo de polipropileno de 1,5 mL e foram
adicionados 800 pL de tampao de lise celular (Sacarose 320 mM; Tris-HCI pH 7,5 10 mM;
MgCl, 5 mM; Triton 100X 1%), seguindo com 15 segundos de homogeneizacdo e
centrifugacdo por cinco minutos a 8000 rpm e descarte do sobrenadante. Essa etapa foi
repetida por duas vezes ou até que o precipitado adquirisse cor clara. Posteriormente, foi
adicionado 395 puL de tampao de digestdo (Tris-HCI pH 7,5 10 mM; EDTA 1 mM; NaCl 10
mM; SDS 0,5%) e 10 uL de proteinase K(20 mg/ml). O precipitado foi ressuspendido e os
tubos homogeneizados durante 15segundos. Na sequéncia, as amostras permaneceram em
banho-maria a 55°C por duas horas, sendo agitadas apés uma hora.

Posterior a incubacio de 55°C, foram adicionados 200 uL de cloreto de litio 7,5 N e
as amostras foram resfriadas a -20°C por 15 minutos. Logo apds, os tubos foram
centrifugados a 13000 rpm durante dez minutos para a precipitacdo de contaminantes. O
sobrenadante foi transferido para um segundo tubo onde foram acrescentados 1000 uL de
etanol 100% concentrado gelado. O tubo foi invertido 50 vezes, aproximadamente, ou até
que o DNA precipitasse visivelmente. Apds, houve a centrifugagdo a 13000 rpm durante
dez minutos e descarte do élcool posteriormente, seguido da adi¢cdo de 1000 pL de etanol
70% concentrado. Na sequéncia, os tubos foram agitados e centrifugados novamente, € o
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alcool descartado. O tubo permaneceu a temperatura ambiente para a evaporagdo natural do

alcool. Para finalizar, o DNA extraido foi ressuspendido em 60 pL de 4gua deionizada

estéril, homogeneizados e levados ao banho-maria a 55°C por dez minutos.

As amostras de DNA foram quantificadas no equipamento EPOCH™ (Bio Tek

Instruments Inc, USA) e estocadas em freezer a -20°C.

4.2.2 Deteccao dos polimorfismos

Para se detectar os genétipos dos polimorfismos C1236T e G2677T/A do gene

ABCBI, o método utilizado foi a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - alelo especifico,

de acordo com Chen e colaboradores(2009)[42], porém adaptacdes foram necessarias.

Polimorfismo C1236T

Na tabela 1 estdao apresentados os dados para genotipagem, sendo que os tamanhos

dos fragmentos foram corrigidos em base de dados.

Tabela 1. Primers e fragmentos dos gendtipos para o polimorfismo C1236T no gene
ABCBI(Fonte: Chen et al (2009) com modificacdes[42]).

Nome do Sequéncia do primers5’ > 3’ Tamanho Tamanho do
primer (pb) fragmento (pb)
1236 P1 AATGTTCACTTCAGTTACCCATCTCG 26 512
1236 P2 AATGATTTCCCGTAGAAACCTTAC 24
1236 T TGCACCTTCAGGTTCTGA 18 239
1236 C TGGTAGATCTTGAAGCGC 18 308

Pb: pares de bases
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Para a realizacdo da andlise pela técnica de PCR alelo especifico houve adaptacdes
da técnica publicada, e o polimorfismo foi analisado separando-se os alelos T e C,

conforme protocolo a seguir (tabela 2):

Tabela 2. Protocolo para reagdo de PCR — adaptado.

Alelo T Alelo C
Reagente Xflljme Concentragdo finall ] Reagente ;/”olljtme Concentragdo final| ]
H,0 13,95 N.A H,0 13,45 N.A
Tampao 2,5 KCL Tris Nonidet | Tampao 2,5 KCL Tris Nonidet
HCL P40 HCL P40
pH:8,4 pH:8,4
50mM | 10mM 0,08% 50mM | 10mM 0,08%
(V/IV) V/V)
MgCl, 2,0 2mM MgCl, 2,0 2mM
dNTP’s 2,0 0,1mM dNTP 2,0 0,ImM
Primer P1 1,0 10 picomoles Primer P2 1,0 10 picomoles
Primer P2 0,5 5 picomoles Primer C 1,0 10 picomoles
Primer T 1,0 10 picomoles Primer 0,5 5 picomoles
CI-F
DMSO 1,25 5% Primer 0,5 5 picomoles
CI-R
Taq 0,3 1,50 DMSO 1,25 5%
DNA 0,5 50ng Taq 0,3 1,50
DNA 0,5 50ng

H,0= agua estéril para injecdo, Tampao= produto utilizado para estabilidade da reac¢do (contém: KCl, Tris-HCL e
Nonidet P40), MgCl,= cloreto de magnésio, dNTPs= desoxirribonucleotideos (contém: bases nitrogenadas adenina,
citosina e guanina e timina, agucar desoxirribose e trés grupos fosfatos), Primer= sequéncia nucleotidica, DMSO=
dimetilsulféxido (usado para otimizagdo da reacdo), Taq = enzima DNA polimerase, DNA= 4cido desoxirribonucléico,
N.A: nio aplicavel.

O volume final de cada reacdo foi de 25uL, ressaltando que para este experimento
houve a necessidade de se aplicar a enzima Taq DNA polimerase por método de Hot Start
manualmente, segundos antes, do término da temperatura de desnaturacdo e inicio do
primeiro ciclo, para assim, se evitar produtos inespecificos. A enzima Taq DNA polimerase

utilizada, € de producdo do proprio Laboratorio de Genética Molecular, onde os

experimentos foram realizados.
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A reacdo de PCR foi realizada em termociclador da marca Eppendorf, por programa

touchdown direto (Figura 6) e de acordo com os ciclos e temperaturas preestabelecidos.
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Figura 6. Esquema de ciclagem da PCR para o polimorfismo C1236T no gene ABCBI.

Conforme a figura 7, para o alelo T, o produto final observado em gel de agarose a
1,5% foi de 239pb, juntamente com o controle da reagdo (P1 e P2) de 512pb. J4 o alelo C,
foi observado no mesmo gel com uma banda de 308pb, entretanto neste caso, foi necessario
colocar primers forward (F) e reverse (R) de outro gene, o MTHFR 1298, como controle
interno (CI) da reacdo, formando uma banda de 150pb.

Em todas as corridas analiticas, foi usado controle externo de amplificacdo e

amostra controle em branco, para ambos os alelos.
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Figura 7. Genotipagem do polimorfismo C1236T no gene ABCBI. Para cada duas colunas (Al, A2,
A3, A4, AS) ha um gendtipo estabelecido.
Legenda: Ladder: marcador de peso molecular, T/C: alelos especificos, pb: pares de bases,
A1/2/3/4/5: amostra 1/2/3/4/5.

Polimorfismo G2677T/A

A tabela 2 mostra informa¢des dos primers utilizados para genotipagem, sendo esta,

efetuada em duas etapas (Nested-PCR).

Tabela 3. Primers do polimorfismo G2677T/A no gene ABCBI(Fonte: Chen et al (2009) com

modificagdes[42]).
Nome do Sequéncia Primers5’ > 3’ Tamanho Tamanho do
primer (pb) Fragmento (pb)

2677 P1 TACCCATCATTGCAATAGCAG 21 223

2677 P2 GAAAAAGATTGCTTTGAGGAATGG 24

2677 G GATAAGAAAGAACTAGAAGCTG 22 161

2677 T GATAAGAAAGAACTAGAAGCTA 22 161

2677 A GATAAGAAAGAACTAGAAGCTT 22 161

Pb, pares de base.

De acordo com o protocolo apresentado na tabela 4 foi realizado a reagcdo de PCR.
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Tabela 4. Protocolo para reacdo de PCR do polimorfismo G2677T/A no gene ABCBI— adaptado.

1° PCR 2 PCR
Reagente Volume Concentragdo finall ] Reagente Volume Concentragdo final [ ]
(pL) (L)
H,0 12,7 N.A H,0 12,7 N.A
Tampdao 2,5 KCl Tris Nonidet | Tampao 2,5 KCl Tris Nonidet
HCl P40 HCl P40
pH:8,4 pH:8,4
50mM | 10mM 0,08% 50mM | 10mM 0,08%
V/IV) V/V)
MgCl, 1,5 1.5mM MgCl, 1,5 1,5mM
dNTP’s 4,0 0,2mM dNTP 4,0 0,2mM
Primer P1 1,25 12,5 picomoles Primer P2 1,25 12,5picomoles
Primer P2 1,25 12,5 picomoles Primers 1,25 12,5picomoles
T/G/A
DMSO 0.5 5% DMSO 0.5 5%
DNA 1,0 50ng Produto 1* 1,0 N.A
PCR
Taq 0,3 1,50 Taq 0,3 1,5U

H,0= agua estéril para injecdo, Tampao= produto utilizado para estabilidade da reagdo (contém: KCl, Tris-HCL e
Nonidet P40), MgCl,= cloreto de magnésio, dNTPs= desoxirribonucleotideos (contém: bases nitrogenadas adenina,
citosina e guanina e timina, agucar desoxirribose e trés grupos fosfatos), Primer= sequéncia nucleotidica, DMSO=
dimetilsulféxido (usado para otimizagdo da reacdo), Taq = enzima DNA polimerase, DNA= 4cido desoxirribonucléico,

N.A: nio aplicavel.

O volume final da reacao foi de 25uLL em cada tubo e a enzima Taq utilizada para as
amplificacdes foi a mesma do polimorfismo anterior, j4 mencionada. Devemos ressaltar
que na primeira etapa (1* PCR) foi obtido o amplificado de 221pb, servindo este, de
produto para a segunda etapa (2* PCR), que por sua vez foi realizada em trés tubos distintos
para cada alelo especifico (G/T/A), obtendo um fragmento de 161pb.

As reacdes seguiram as temperaturas e tempo de ciclagem, conforme mostrado na
Figura 8 e foram realizadas em termociclador da marca eppendorf. A genotipagem foi

analisada em gel de poliacrilamida a 12% (Figura 9).
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Figura 8. Esquemas de ciclagem polimorfismo G2677T/A no gene ABCBI.
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300bp 223pb /1°PCR

200bp
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100bp

Figura 9. Genotipagem polimorfismo G2677T/A no gene ABCBI.

Para cada trés colunas (amostras X, Y e Z) ha um genétipo estabelecido, sendo neste gel
respectivamente: GT, GG e GA. Legenda: Ladder: marcador de peso molecular, G/T/A: alelos
especificos, pb: pares de bases, PCR: polymerase chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase).
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Em todas as corridas analiticas, tanto na 1* PCR quanto na 2* PCR foi colocado um
controle externo para os alelos G/T/A e uma amostra de branco para cada alelo especifico. A

2* PCR foi apenas realizada apds conferéncia em gel de poliacrilamida a 12% da 1* PCR.

4.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) versao (vs) 20.0 para a andlise da curva de sobrevivéncia (livre da doenca
e global) e SAS (Statistical Analysis Software) versao (vs) 9.3, para os demais testes
empregados (regressdo logistica univariada e multivariada, e regressdo de cox univariada e
multivariada) frente a recidiva e os genotipos.

O tempo de seguimento para a curva de Sobrevida Livre da Doenga nos casos com
recidiva obteve-se a partir da data de diagndstico até a data da recidiva e nos casos onde
nao houve recidiva usou-se a data do diagndstico até a data da dltima consulta. A sobrevida
global também foi estabelecida, sendo que para os casos onde houve 6bito, calculou-se a
andlise usando a data do diagndstico até a data do 6bito, j4 nos casos onde ndo houve 6bito
o tempo estimado foi do diagndstico até a dltima consulta.

Foi empregado o Teste Qui-Quadrado e Teste Exato de Fisher para verificar a
associacdo dos genétipos com o a presenga ou ndo de recidiva.

O calculo do poder amostral foi realizado pelo programa G-Power versdo (vs)

3.1.9.2. e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi efetuado pelo software Oege e manualmente.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacao Geral

Foram analisados 146 casos, sendo que todas as pacientes fizeram cirurgia curativa
e quimioterapia adjuvante com a combinagdo dos quimioterdpicos doxorrubicina
(antraciclina) e ciclofosfamida, seguindo de acordo com protocolos estabelecidos pelo
centro de tratamento, sendo que a média de idade no diagndstico foi de 49,91 com um
desvio padrao de 10,62 anos. Na caracterizacao clinica, foram obtidos os dados descritos na
Tabela 5.

Ambos polimorfismos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg e seus genétipos
se distribuiram da seguinte maneira:

e Genoétipos: Polimorfismo C1236T: CC= 57 (39,04%), CT= 64 (43,84%),

TT= 25 (17,12) [sendo, x*: 0,91 e P-value> 0,05].

e Genoétipos: Polimorfismo G2677T/A:. GG= 69 (47,26%), GA= 63

(43,15%), AA= 10 (6,85%), GT= 2 (1,37%), AT= 2 (1,37%) [sendo,y’:
1,081 e P-value>0,05].

Levando em conta a frequéncia do menor alelo para o polimorfismo C1236T e
G2677T/A, foi obtido respectivamente, um poder amostral de 63 (erro alpha de 0.05) / 90
(erro alpha de 0,01) e 98 (erro alpha de 0,05) / 139 (erro alpha de 0,01).

Em relacdo a frequéncia alélica de cada polimorfismo, a distribuicdo seguiu-se da

seguinte forma: C= 0,61 e T= 0,39 (C1236T); G= 0,70, A= 0,29 e T=0,01 (G2677T/A).
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Tabela 5. Variaveis clinicas.

Variavel Clinica Pacientes (n=146) Frequéncia (%)
Estadio do tumor II 23 15,75
111 123 84,25
Grau histolégico do tumor II 15 10,34
111 130 89,66
Sem dado 1 -
Grau nuclear do tumor 2 39 26,9
3 106 73,1
Sem dado 1 -
Quimioterapia neoadjuvante Sim 74 50,68
Nao 72 49,32
Recidiva Sim 88 60,27
Nao 58 39,73
Obito Sim 80 56,34
Nao 62 43,66
Sem dado 4 -
Obito relacionado 2 doenca Sim 71 88,75
Nao 9 11,25
Perda de seguimento Sim 4 2,74
Nao 142 97,26
Radioterapia adjuvante Sim 140 96,55
Nao 5 3,45
Sem dado 1 -
Receptor de estrégeno Sim 83 57,24
Nao 62 42,76
Sem dado 1 -
Uso de Tamoxifeno (TMX) Sim 88 61,97
Nao 54 38,03
Sem dado 4 -
Receptor Her-2 Sim 10 55,56
Nao 8 44,44
Sem 128 -
dado*

* A andlise de receptor Her-2 (Cerb-2) s6 entrou em vigor no servico a partir de 2006.

Com relag@o ao tropismo metastdtico nos casos positivos para recidiva, os mesmos
se distribuiram nas seguintes regides: figado, pulmdo, pleura, ossos, pele, linfonodos e

outras partes (mama contralateral, local, regional, plastrdo, axilas, partes moles, linfonodos
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axilares, fossa supraclavicular, cérebro, sistema nervoso central, locorregional e sistémica),

sendo que a prevaléncia foi de 40% em o0ssos.

5.2 Relaciao dos polimorfismos com a recidiva

Para averiguar se houve relacdo dos polimorfismos com o parametro recidiva, foi
realizado os testes de associacdo (qui-quadrado ou exato de Fischer, conforme critérios do

software) e os dados estdo descritos nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Genétipos (e agrupamentos) do polimorfismo C1236T versus recidiva.

Gendétipos RECIDIVA Total (146) P-value
Sim Ndo

CC 36 (63,16%) 21(36,84%) 57

CT 41 (64,06%) 23 (35,94%) 64 0,19

TT 11 (44%) 14 (56%) 25

CC 36 (63,16%) 21 (36,84%) 57 0,57

TT + CT 52 (58,43%) 37 (41,57%) 89

TT 11 (44%) 14 (56%) 25 0.07

CC+CT 77 (63,64%) 44 (36,36%) 121 ’

Total 88 58

( Yofrequéncia por linha)

Nivel de significincia P-value< 0,05

Podemos observar pela tabela 6, que o polimorfismo C1236T ndo se associou a

recidiva em nenhum dos gendtipos e agrupamentos (p>0,05).
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Tabela 7. Genétipos (e agrupamentos) do polimorfismo G2677T/Ano gene ABCB] versus recidiva.

Genoétipos RECIDIVA Total (146) P-value
Sim Nao

GG 43 (62,32%) | 26 (37,68%) 69

GA 35 (55,56%) | 28 (44,44%) 63

AA 7 (70%) 3 (30%) 10 0,72*

GT 1 (50%) 1(50%) 2

TA 2 (100%) 0 (0%) 2

GG 43 (62,32%) | 26 (37,68%) 69

GT + GA 36 (55,38%) | 29 (44,62%) 65 0,39

AA +TA 9 (75%) 3 (25%) 12

GG + GT + GA 79 (58,96%) | 55 (41,04%) 134 0.36+

AA + TA 9 (75%) 3 (25%) 12 ’

GG 43 (62,32%) | 26 (37,68%) 69 0.63

GT + GA+ AA+TA | 45(58,44%) | 32 (41,56%) 77 ’

Total 88 58

( Yofrequéncia por linha)

*Foi empregado o teste Exato de Fisher
Nivel de significincia P-value< 0,05

Conforme verificamos na tabela 7, ndo houve associagdo dos gendtipos e

agrupamentos para o polimorfismo G2677T/A no gene ABCBI com a recidiva (p>0,05).

5.3 Anadlise de sobrevivéncia livre da doenca e global frente aos polimorfismos
avaliados no gene ABCB1

A média para o tempo de seguimento segue descrita conforme a seguir:
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e Sobrevida livre da doenca: 64,76 meses, valor minimo: 4,37 meses e valor

maximo: 143,80 meses).

e Sobrevida global:78,67 meses, valor minimo: 8,80 meses e valor maximo:

146,40 meses).

Os dados estdo apresentados nos graficos de Kaplan-Meier com os genétipos (e

agrupamentos) dos polimorfismos, para a sobrevida livre da doenga e global.
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Grifico 1. Polimorfismo C1236T no gene ABCBI e associagio com a sobrevida livre da doenga.
Nivel de significancia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,282

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde nao houve recidiva.
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Griéfico 2. Polimorfismo C1236T (genétipo CC vs agrupamento TT+CT) no gene ABCBI e
associagcdo com a sobrevida livre da doencga.

Nivel de significincia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,983

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde ndo houve recidiva.
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Grifico 3. Polimorfismo C1236T (Genétipo TT versus agrupamento CC+CT) no gene ABCBI e
associacdo com a sobrevida livre da doenca.

Nivel de significancia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,147

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde ndo houve recidiva.
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Dessa forma, nos graficos 1, 2 e 3, observa-se que ndao houve diferenca nas
distribui¢des da sobrevida livre da doenga para os diferentes genétipos (e agrupamentos) do
polimorfismo C1236T no gene ABCB1, conforme confirmado pelo teste Log-Rank, onde os

valores de P-value ndo foram significativos.

o Sobrevida global:
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Grifico 4. Polimorfismo C1236T no gene ABCBI e associagdo com a sobrevida global.
Nivel de significancia P-value < 0,05
Teste de Log-Rank: p= 0,961

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde nao houve dbito.
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Curvas de Sobrevida Global
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Griéfico 5. Polimorfismo C1236T (genétipo CC vs agrupamento TT + CT) no gene ABCBI e
associagcdo com a sobrevida global.

Nivel de significincia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,834

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde ndo houve dbito.
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Grifico 6. Polimorfismo C1236T (gendtipo TT vs agrupamento CC+CT) no gene ABCBI e
associacdo com a sobrevida global.

Nivel de significancia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,800

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde niao houve dbito.
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De acordo com os gréficos 4, 5 e 6, considerando a sobrevida global, observa-se
pelo teste Log-Rank (p>0,05) que ndo houve diferenca nas distribui¢cdes de sobrevida em

relacdo aos diferentes gendtipos (e agrupamentos) do polimorfismo C1236T.

A seguir estdo apresentados os graficos de sobrevivéncia para o polimorfismo

G2677T/A no gene ABCBI, considerando os genétipos agrupados.

. Sobrevida livre da doencga:
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Grifico 7. Polimorfismo G2677/A (genétipo GG vs GT+GA vs AA+TA) no gene ABCBI e
associacdo com a sobrevida livre da doenga.

Nivel de significancia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,580

Observagdo: Censored (censurado) sio os casos onde ndo houve recidiva.
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Curvas de Sobrevida Livre da Doenga
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Grafico 8. Polimorfismo G2677T/A (GG+GT+GA vs AA+TA) no gene ABCBI e associa¢do com a
sobrevida livre da doenca.

Nivel de significincia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,298

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde ndo houve recidiva.
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Grifico 9. Polimorfismo G2677T/A (GG vs GT+GA+AA+TA) no gene ABCBI e associagdo com a
sobrevida livre da doenca.

Nivel de significancia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,820

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde ndo houve recidiva.
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Na andlise de sobrevida livre da doenca para os gendtipos agrupados do polimorfismo
G2677T/A no gene ABCBI, como observado nos gréficos 7, 8 e 9, ndo houve diferenca nas

distribuigdes.

J Sobrevida global:
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Griéfico 10. Polimorfismo G2677T/A (GG vs GT+GA vs AA+TA) no gene ABCBI e associagio
com a sobrevida global.

Nivel de significincia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,880

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde ndo houve 6bito.
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Curvas de Sobrevida Global
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Grafico 11. Polimorfismo G2677T/A (GG+GT+GA vs AA+TA) no gene ABCBI e associacdo com
a sobrevida global.

Nivel de significincia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,730

Observagdo: Censored (censurado) sdo os casos onde nido houve dbito.
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Grifico 12. Polimorfismo G2677T/A (GG vs GT+GA+AA+TA) no gene ABCBI e associagdo com
a sobrevida global.

Nivel de significancia P-value < 0,05

Teste de Log-Rank: p= 0,649

Observagdo: Censored (censurado) sao os casos onde ndo houve dbito.
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Conforme observado nos gréficos 10 11 e 12 na andlise de sobrevida global, os
gendtipos agrupados do polimorfismo G2677T/A nao mostraram significancia na

distribuicdo das curvas, o que podemos comprovar pelo teste Log-Rank (valor com

p>0,05).

5.4 Andlise regressao logistica univariada e multivariada

Foi analisado para a associagdo com a recidiva (88 casos) a andlise logistica

univariada para ambos polimorfismos, conforme as tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Regressdo logistica univariada polimorfismo C1236T.

Varidveis OddsRatio | Intervalo P-value
Confianca 95%

CCvs TT* 2,182 0,844 - 5,783 0,11

CTvsTT 2,269 0,891 - 5,923 0,09

CC vs TT+CT* 1,220 0,618 - 2,437 0,57

CC+CT vs TT* 2,227 0,934 - 5,432 0,07

*0s genétipos TT e agrupamento TT+CT foram considerados como referéncia, pois de
acordo com o estudo de associacdo (Tabela 6) mostraram-se menor risco para recidiva.
vs= versus. Nivel de significincia P-value< 0,05

Tabela 9. Regressﬁo logistica univariada para polimorfismo G2677T/A.

Varidveis OddsRatio Intervalo P-value
Confianca 95%

AA+TAvs GT+GA* 2,417 0,652 - 11,641 0,22

GG vs GT+GA 1,332 0,669 - 2,699 0,42

AA+TAvs GG+GT+GA* 2,089 0,592 -9,73 0,29

GG vsGT+GA+AA+TA* 1,176 0,605 - 2,297 0,63

*0s agrupamentos GT+GA, GG+GT+GA e GT+GA+AA+TA foram considerados
como referéncia, pois de acordo com o estudo de associacdo (Tabela 7) mostraram-se
menor risco para recidiva.

vs= versus. Nivel de significAncia P-value< 0,05
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Conforme observado nas tabelas 8 e 9 considerando a regressdo logistica univariada
para os polimorfismos C1236T e G2677T/A no gene ABCBI, ndo foi observado associaciao
entre os gendtipos e agrupamentos estudados, para a recidiva.

Foi realizada a regressdo logistica multivariada, considerando os genétipos nao
agrupados CC / CT / TT para o polimorfismo C1236T e o agrupamento GG / GT+GA /

AA+TA do polimorfismo G2677T/A (Tabela 10).

Tabela 10. Regressao logistica multivariada para os polimorfismos.

Polimorfismo Varidveis OddsRatio | Intervalo P-value
Confianca 95%
C1236T CCvsTT* 2,274 0,732-7,27 0,16
CTvsTT 2,151 0,817 - 5,794 0,12
G2677T/A AA+TAvsGT+GA* 2,194 0,572 - 10,779 0,28
GG vs GT+GA 1,03 0,438 - 2,403 0,95

*0 gendtipo TT do polimorfismo C1236T e o agrupamento GT+GA foram considerados como referéncia,
pois de acordo com o estudo de associag@o (Tabela 6 e 7) mostraram-se menor risco para recidiva.
vs= versus. Nivel de significancia P-value< 0,05.

De acordo com a andlise de regressao logistica multivariada, ndo houve diferenca
em ambos polimorfismos.

Para finalizagdo das analises, foi empregado os testes de regressio de cox
univariada e multivariada para os dois polimorfismos, e nao foi observado em nenhum dos
testes, resultados significativos entre os genétipos e agrupamentos dos polimorfismos, para

a sobrevida livre da doenga.
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6. Discussao

6.1 Aspectos gerais

O impacto mundial e nacional considerando-se a mortalidade pelo cincer de mama
¢ grande e sua morbidade € evidente. Conforme Re e colaboradores (2012) [46], este tipo
de neoplasia € a mais comum entre as mulheres do mundo ocidental.

Os tratamentos quimioterdpicos usados para erradicacdo do cancer muitas vezes nao
temo efeito terapéutico esperado. De acordo com Efferth e colaboradores (2005) [47], os
obstdculos principais que surgem na quimioterapia do cancer € o desenvolvimento da
resisténcia ao medicamento e os efeitos indesejaveis da toxicidade.

Acredita-se que a expressao da glicoproteina-P em tecidos normais tem importancia
na farmacocinética e farmacodindmica de muitas drogas [47,48], ¢ os SNPs no gene
ABCBI necessitam ser estudados para verificar se estdo envolvidos na resposta terapéutica
[47].

Conforme Alsaif e colaboradores (2013) [49] a superexpressdo da glicoproteina-P,
devido a ativacdo do gene ABCBI, é a causa mais comum de resisténcia ao tratamento
quimioterdpico. O foco principal deste trabalho foi averiguar se os polimorfismos C1236T
e G2677T/A do gene ABCBI podem estar, de fato, influenciando no tratamento
quimioterdpico do cancer de mama em nossa populacgdo.

A recidiva foi o parametro de verificacdo da resposta ao tratamento, pois todas as
pacientes incluidas fizeram uso de quimioterapia adjuvante (alguns casos com
neoadjuvancia) e foram tratadas com intengdo curativa, de modo que a recidiva revela uma

falha do tratamento. De acordo com meta analise realizada de 2015, ndo foi verificada
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nenhuma diferenga entre a quimioterapia pré-operatdria (neoadjuvante) e quimioterapia pos
operatdria (adjuvante), em termos de sobrevida global e livre da doenca, resultando em
equivaléncia entre os tratamentos [50]. Foram feitos dez estudos de andlise de sobrevida
global, com 4.620 mulheres (1.139 mortes estimadas) e dez estudos para andlise de
sobrevida livre da doenca, com 4.510 mulheres (estimativa de 1.596 com evento de
recidiva),

Conforme observado em nosso estudo, 96,55% das pacientes fizeram uso de
radioterapia adjuvante, cuja acdo € local, ao contrario da quimioterapia adjuvante que age
sistemicamente. Das pacientes com receptor de hormdnio positivo, 61,97% receberam

terapia hormonal com tamoxifeno, o que de fato contribuiu para um melhor progndstico.

6.2 Polimorfismos e associacao com o tratamento

Estudos que focam em especial os polimorfismos C1236T, G2677T/A e C3435T do
gene ABCBI buscam correlacionar os gendtipos e a resisténcia ao tratamento
quimioterdpico, com o intuito de encontrar formas de melhorar a conduta terapéutica.
Conforme Loh e Soong (2011) [51], com base nos avancos no ambito cientifico a
farmacogenética vem ganhando destaque, com expectativa de ganhos na prética clinica e
em direcdo a medicina personalizada.

A farmacogenética pode auxiliar nas adaptacdes ao tratamento, indicando
quimioterdpicos menos toxicos € mais sensiveis contra o cancer, melhorando a sobrevida e

evitando comprometer a qualidade de vida dos pacientes [52].
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Acredita-seque a associacdo dos trés polimorfismos (C1236T, G2677T/A e
C3435T) pode explicar a influéncia da farmacogenética.

Em estudo com 62 pacientes asidticas que receberam doxorrubicina de forma
adjuvante, foi descrita alteracdo na farmacocinética da droga, sugerindo que os
polimorfismos citados (respectivamente) no gene ABCBI possam ser importantes do ponto
de vista funcional. No estudo, foi encontrada influéncia na disposicdo do medicamento
doxorrubicina com relacdo ao aumento dos niveis, da concentracdo de picos plasmadticos e
diminuicdo da eliminacdo da droga em pacientes com o alelo variante para os
polimorfismos [53].

Analisou-se no estudo previamente citado, que as pacientes com combina¢des CC-
GG-CC tinham niveis baixos de exposi¢do a droga, quando comparados com as
combinacdes CT-GT-CT e TT-TT-TT. E, observou-se que pacientes com as combinagdes
CC-GG-CC tem menor pico plasmatico do metabdlito doxorubicinol em comparagdo com
os pacientes TT para os trés polimorfismos. Em relagao a eliminacdo da droga,verificou-se
que pacientes com os gendtipos CC-GG-CC tinham aumento significativo em comparacio
com os gendtipos heterozigotos CT-GT-CT. Pacientes que tinham uma tnica variante T
para o polimorfismo C1236T podem sofrer influéncia no aumento de exposi¢do aos niveis
de doxorrubicina [53].

Um estudo prospectivo com 41 pacientes caucasianos com cancer (sendo dez de
mama) ndo mostrou relacdo dos polimorfismos C1236T, G2677T/A e C3435T com o
processo de eliminacdo de vinorelbina [40]. J4 em estudo recente de 2013, com 100

pacientes com cancer de mama, o polimorfismo C1236T apresentou associacdo com a
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resposta aos regimes quimioterdpicos, sendo que os gendtipos CT/TT apresentam baixa
resposta terapéutica [49].

De acordo com Wang e colaboradores (2005) [43], os trés SNPs estdo em
desequilibrio de ligacdo, o que € ressaltado por Marzolinie colaboradores (2004)[37]. Estes
relatam que pesquisas apontam forte desequilibrio de ligacdo entre as combinacdes de
haplétipos do polimorfismo C3435T e G2677T/A, sendo que posteriormente verificou-se
que o polimorfismo C1236T também estd ligado aos demais. Quando as combinacdes de
genodtipos foram examinadas, mais de 50% dos individuos apresentaram desequilibrio de
ligacdo. Assim, sugere-se pelo fato de haver desequilibrio de ligacdo entre o polimorfismo
C3435T e o G2677T/A, que as atribuicdes feitas em relacdo as diferencas funcionais da
glicoproteina-P pelo SNP C3435T poderiam ser consequéncias da associacdo do SNP ndo
sinonimo G2677T/A [37].

H4 existéncia de certas discrepancias de dados no que concerne o polimorfismo
G2677T/. Alguns estudos demonstram que o gendtipo TT estd associado a alta expressdao
da glicoprotéina-P, ao passo que outros estudos apontam uma relagdo de baixa expressao
frente a este mesmo gendtipo. Um estudo que avaliou a relacdo dos polimorfismos C3435T
e G2677T/A e a expressio da glicoproteina-P em 26 amostras de figado humano
demonstrou que o polimorfismo G2677T/A nio tem efeito na expressdo; os pesquisadores
sustentam este achado com base em outros registros, apesar de reconhecerem que uma
limitagdo do estudo foi o pequeno nimero de amostras [54].

Em estudo que avaliou os SNPs G2677T/A e C3435T em 121 pacientes, sendo que
103 receberam a priori quimioterapia com antraciclina (54 adjuvante e 49 no tratamento

para metdastase), foi realizada a genotipagem de 108 individuos e observada resisténcia
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tanto para antraciclina, quanto para o paclitaxelpara o gendétipo GG (G2677T/A).
Entretanto, nenhuma associac¢do foi encontrada nos genétipos do polimorfismo G2677T/A
e haplotipos 2677/3435 com a sobrevida global e livre da recidiva. Em relagdo a taxa de
resposta ou controle da doenga, ndo houve associacdo do SNP G2677T/A e dos haplétipos
[55].

Diante da variedade de estudos de associacdo dos polimorfismos C1236T e
G2677T/A, muitas vezes estudados em conjunto com o C3435T e na forma de haplétipos,
pode-se observar incertezas sobre este assunto. Alguns estudos encontraram relacdes
significativas e outros ndo. Em nosso estudo, ndo se observou associacao dos genétipos (e
agrupamentos) para os polimorfismos C1236T e G2677T/A com resposta ao tratamento
quimioterdpico para as andlises estatisticas utilizadas.

Nossa pesquisa vai ao encontro de estudo realizado com 261 pacientes com cancer
de mama em estadio II/III tratadas com docetaxel e doxorrubicna (antraciclina), em trés
ciclos de quimioterapia neoadjuvante seguido de cirurgia e tratamento quimioterdpico
adjuvante, onde ndo foram encontradas diferencas na sobrevida global e livre da doenca,
para os polimorfismos G2677T/A e C1236T [56].

Em referéncia ao estudo citado, o grupo analisado é maior que o do nosso estudo,
apesar do poder amostral em nossa casuistica estar acima do recomendado para cada
polimorfismo (C1236T e G2677T/A). Esta questdo nos remete a observar que o cancer de
mama € uma doengca complexa, com muitas varidveis que possuem implicacdes no
tratamento. De acordo com Colleoni e colaboradores (2010) [57], estas varidveis sdo
caracteristicas do proprio tumor, do tratamento e do paciente, concluindo-se que os subtipos

de tumor correlacionam-se com a magnitude do efeito do tratamento quimioterapico.
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E importante frisar que de acordo com Bray e colaboradores (2010) [22], fatores
envolvendo o tumor como: fase e grau, linfonodos acometidos, RE e RP e expressdao de
ERBB2 (HER-2), sdo conhecidos por influenciar na resposta aos quimioterdpicos AC
(Antraciclina e Ciclofosfamida); e conforme Azevedo e colaboradores (2009) [15] a
invasdo e dimensdo linfonodal é um dos fatores de risco que contribui para o progndstico,
ou seja, quanto mais extensa for a invasdo das células malignas, maior chance de
disseminacdo sistémica e tendéncia para progressdo rdpida, acarretando assim um mau
progndstico neste caso e dificuldades no tratamento.

A resposta de nosso estudo foi a ndo relacio dos achados genéticos, aqui
pesquisados, com o tratamento. Porém, devemos olhar mais profundamente para outros
fatores genéticos e nao genéticos que possam estar influenciando na resposta
medicamentosa, para assim contribuir na melhoria do tratamento do cancer de mama, e

caminhar para a terapia personalizada.
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7. Conclusao

Nesta amostra da populacdo brasileira, tendo como parametro a recidiva da doencga,
ndo foi encontrada uma associacdo dos polimorfismos com o tratamento quimioterapico

(antraciclina e ciclofosfamida).
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9. Anexos

Termos de aprovagio Comité de Etica em Pesquisa.

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP W“\"
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Relacdo do polimorfismo ABCB1 3435C>T com a resposta a quimioterapicos no cancer
de mama

Pesquisador: Roby Will Vencatto

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 16949413.4.0000.5404

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 368.384
Data da Relatoria: 12/08/2013

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo sobre a influéncia do polimorfismo do gene ABCB1 3435C>T (o qual codifica a
glicoproteina-P, relacionada a resisténcia a drogas) no tratamento quimioterapico do cdncer de mama.
Propde-se avaliar DNA gendmico mantido em biorrepositério, originalmente obtido a partir de amostras de
sangue colhidas de pacientes diagnosticadas com cancer de mama e que receberam tratamento
guimioterapico no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti ; CAISM (estudo em andamento
projeto CAE 09124812 .4 0000.5404). No estudo propdem-se analisar 300 amostras e, ainda, a dispensa do
TCLE.

Objetivo da Pesquisa:

Verificar presenca do polimorfismo ABCB1 3435C>T em pacientes com diagnostico de cdncer de mama em
tratamento quimioterapico ou que ja efetuaram o mesmo. 2)Avaliar o efeito terapéutico/toxicidade do
tratamento quimioterapico dos pacientes em estudo. 3)Correlacionar o gendtipo encontrado nos pacientes

com os tratamentos quimioterapicos utilizados pelos mesmos, na terapéutica contra o cancer de mama.

Enderego: Rua Tessilia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-1187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP Wﬂp
(CAMPUS CAMPINAS)

Confinuagdo do Parecer: 365.384

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Serdo utilizadas amostras de biorrepositério de estudo anterior, assim, o risco indicado no projeto envolve a
manutencdo do sigilo das informacdes dos sujeitos para o que, menciona-se que serdo tomadas todas as
precaucdes necessarias para a guarda das informagdes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo pretende contribuir para a compreenséo da influéncia do polimorfismo do gene ABCB1 3435C>T
(o qual codifica a glicoproteina-P, relacionada a resisténcia a drogas) no tratamento quimioterapico do
cancer de mama. Os autores esclarecem que serdo utilizadas no estudo amostras de biorrepositério e
informacgdes coletadas a partir dos prontuarios destas pacientes em estudos anteriores e ja incluidas no
banco de dados do grupo de pesquisa. Esclarecem, ainda, que so serdo utilizadas no estudo amostras de
pacientes que consentiram por meio de assinatura do TCLE com o armazenamento de amostras para
estudos futuros.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foi apresentada "folha de rosto” assinada pela pesquisadora principal e pelo diretor da FCM, uma vez que a
FCM/UNICAMP foi indicada como instituicdo proponente a FCM/UNICAMP.

Foi apresentado o formulario "Projeto de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos" CONEP preenchido.
Propde-se dispensa do TCLE, justificando-se: As amostras de DNA gendmico das pacientes utilizadas neste
estudo advém de um projeto anterior (CAE 09124812.4.0000.5404) e sé serdo estudadas amostras que a
paciente autorizou a utilizacdo das mesmas, ndo serdo estudados os DNAs génomicos em que no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

do projeto anterior o paciente ndo deu o aval para tal utilizagdo de sua amostra. Com isso solicita-se a
dispensa do TCLE.

Recomendagoes:

Com relacdo a recomendacao da necessidade de anuéncia da direcdo do Hospital da

Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - CAISM para a realizacdo do estudo, particularmente, para a coleta
de dados dos prontuarios das pacientes, os autores esclareceram que tais informacgdes ja se encontram no

banco de dados do grupo de pesquisa como resultado de estudos anteriores.

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-227
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (18)35621-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP \Q zmwﬂp
(CAMPUS CAMPINAS)

Continuagic do Parecer: 368,384

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Os autores do projeto esclareceram todas as pendéncias apontadas no Parecer Consubstanciado anterior.
Os documentos estdo adequados e atendem & Resolucdo 466/2012, CNS, MS.

Coordenacgdo deste CEP incluiu regulamento do biorepositério citado pelo pesquisador, em arguivo no
sistema da Plataforma Brasil.

Projeto aprovado, apos resolucdo de pendéncias.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Cabe ao pesquisador desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar e apresentar os relatérios parciais
e final, bem como encaminhar os resultados para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores

associados e ao pessoal técnico participante do projeto (Resolucdo 466/2012 CNS/MS).

CAMPINAS, 22 de Agosto de 2013

Assinador por:
Fatima Aparecida Bottcher Luiz

(Coordenador)
Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone:  (19)3521-8936 Fax: (18)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP gqmmm
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Relaco de polimorfismos no gene ABCB1 com a resposta a quimioterapicos no cancer
de mama

Pesquisador: Roby Will Vencatto

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEF;);

Versao: 4

CAAE: 16949413.4.0000.5404

Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 808.216
Data da Relatoria: 01/10/2014

Apresentagao do Projeto:

Tratas-se de emenda ao projeto oniginal, na qual pesquisadores solicitam, com as devidas justificativas, as
seguintes mudancas: inclusdo de mais dois polimorfismos na analise do material biolégico em estudo,
mudanca do titulo do projeto e mudanga na técnica de deteccdo dos polimorfismos, de modo a empregar a
técnica de PCR alelo especifico em lugar da técnica de RFLP originalmente proposta.

Nesta apresentacdo, pesquisadores enviam formulario da plataforma Brasil devidamente corrigido,

contemplando novo titulo do projeto, além de objetivos e metodologia atualizados.

Objetive da Pesquisa:

1) Verificar presenca dos polimorfismos do gene ABCB1 (3435C>T, C1236T e G2677T/A) em pacientes
com diagnéstico de cancer de mama em tratamento quimioterapico ou que ja efetuaram o mesmo.
2)Avaliar o efeito terapéutico/toxicidade do tratamento quimioterapico dos pacientes em

estudo.

3)Correlacionar o gendtipo encontrado nos pacientes com os tratamentos quimioterapicos utilizados pelos

mesmaos, na terapéutica contra o cancer de mama.

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8935 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP szmm
(CAMPUS CAMPINAS)

Continuagiio do Parecer: 808.216

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Mantidos em relacdo ao projeto original.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto recebeu parecer de aprovacao por este CEP (nim.36838) e utilizara amostras de

DNA gendmico advindas de projetos anteriormente aprovados (CAAE 09124812.4.0000.5404 e
12324713.9.0000.5404). Serdo estudadas apenas as amostras nas quais os pacientes autorizam a
utilizagdo das mesmas. Por iss0, solicita-se a dispensa do TCLE, com o compromisso ja assumido de

preservar a identidade dos participantes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Documentacdo enviada esta adequada e em acordo com os preceitos da Res. CNS 466-2012.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Emenda aprovada com dispensa de apresentacdo de TCLE aos participantes envolvidos no estudo.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

- O sujeito de pesquisa deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinada.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacdo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os

participantes.

Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-837
UF: SF Municipio: CAMPINAS
Telefone:  (19)3521-8936 Fax: (18)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp br
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Confinuagdo do Parecer: 808.216

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamenta.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las tambem

a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste

parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

CAMPINAS, 26 de Setembro de 2014

Assinado por:
Monica Jacques de Moraes

(Coordenador)
Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargoe, 126
Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone:  (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pagina 03 g= 03

64



