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RESUMO

O céancer € a segunda causa de mortes no Brasil € no mundo, sendo considerado
um problema de saude publica mundial. Dentre os tipos de cancer mais incidentes,
encontra-se o cancer de mama. Os medicamentos antineoplasicos compéem uma
grande classe de agentes farmacologicos que podem ser utilizados no tratamento de
diversos tumores, porém, a falha terapéutica continua sendo um dos maiores problemas
para o paciente oncologico. Inumeros mecanismos estdo envolvidos na falha da
terapéutica, entre eles diferencas farmacocinéticas entre os pacientes, a localizagcdo do
tumor em locais do organismo onde as drogas n&o conseguem penetrar facilmente,
alteragbes no microambiente tumoral e, o0 mais comum, correspondendo a 90% dos
mecanismos de falha, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a quimioterapia.
Dentre os mecanismos de resisténcia, um dos principais € a superexpressao de
transportadores ABC (ATP-Binding Cassette). Esses transportadores realizam o efluxo
de drogas através de membranas, diminuindo sua concentragdo intracelular, o que leva
a falha terapéutica e a inducéo do fendbmeno de multirresisténcia as drogas. Desse modo,
a identificacdo do nivel de expressdo desses transportadores em diferentes tipos de
tumores permite caracterizar o papel dessas proteinas na resposta ao tratamento e
também permite predizer a resisténcia, uma vez que sua expressao pode estar
aumentada antes mesmo do tratamento, podendo até mesmo caracterizar essas
proteinas como biomarcadores para avaliar a resposta ao tratamento. Além disso, a
caracterizacdo dos transportadores pode possibilitar 0 desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, incluindo o desenvolvimento de farmacos, que possam inibir a
atividade desses transportadores, com o objetivo de sensibilizar as células tumorais ao
tratamento e, consequentemente, prolongar a sobrevida e qualidade de vida do paciente
oncoldgico. Nesse trabalho, RNA total foi extraido de 90 amostras de tecidos de mama
normal e tumoral com a utilizagdo de TRIzol. Analises espectrofotométricas foram
realizadas para determinacdo de concentracdo e qualidade do RNA total extraido e
eletroforese em gel de agarose permitiu a avaliagao da integridade. Para a grande maioria
das amostras, a concentracao de RNA total variou de 0,10 a 5,13 ug/uL, com A260/280
> 1,8. A expressao de transcritos de 20 proteinas ABC além de 3 genes normalizadores
foi avaliada por PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR). Os resultados sugerem que
o método de extracdo de RNA total é eficiente a partir de amostra de tecido de mama
humanos e que trabalhos futuros com numero de coorte maior permitirdo a analise de
alteracdo de nivel de expressdo como preditor da resisténcia ao tratamento
farmacoldgico clinica.

Palavras-chave: Transportadores ABC. Mecanismos de resisténcia. Cancer de mama.

Resisténcia a antineoplasicos.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in Brazil and worldwide, and it has
been considered a worldwide public health problem. Breast cancer is one of the most
incident types of cancer worldwide. Antineoplastic drugs comprise a large class of
pharmacological agents which can be used to treat a large range of tumors, however,
therapeutic failure remains one of the biggest problems for cancer patients. Several
mechanisms are involved in therapeutic failure, including pharmacokinetic differences
between patients, location of the tumor at places in the body where drugs cannot easily
penetrate, changes in the tumor microenvironment and, most commonly, corresponding
to 90% of the mechanisms of failure, the development of mechanisms of resistance to
chemotherapy. Regarding the mechanisms of resistance, overexpression of ABC family
transporters (ATP-Binding Cassette), has been one of the main mechanisms that lead to
therapeutic failure. These transporters are responsible for efflux of drugs through
membranes, decreasing intracellular concentration of drugs, which leads to the
development of multidrug resistance phenome. Therefore, characterization of
transporters’ expression in different types of tumors allows the identification of the role
that these proteins might have on treatment and also allows to predict resistance to drugs,
once overexpression of these transporters may be increased before treatment and may
even characterize these proteins as biomarkers to assess the response to treatment. In
addition, characterization of transporters enables the development of new therapeutic
strategies, including the development of new drugs, which can inhibit the activity of these
transporters, sensitizing cancer cells to treatment and, consequently, prolonging survival
and improving life’s quality for cancer patients. In this work, total RNA was extracted from
90 samples of normal and tumor breast tissue using TRIzol. Spectrophotometric analyzes
were performed to determine the concentration and quality of the total RNA extracted and
agarose gel electrophoresis allowed the integrity assessment. For the vast majority of
samples, the total RNA concentration ranged from 0.10 to 5.13 g/L, with A260/280 > 1.8.
The expression of transcripts of 20 ABC proteins in addition to 3 normalizing genes was
evaluated by quantitative real-time PCR (RT-gPCR). The results suggest that the total
RNA extraction method is efficient from human breast tissue samples and that future
studies with larger cohort numbers will allow the analysis of expression level changes as
a predictor of resistance to clinical pharmacological treatment.

Key words: ABC transporters. Mechanisms of resistance. Breast cancer. Resistance to

antineoplastic drugs.
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1. INTRODUCAO

O cancer é definido como um conjunto de doengas no qual células anormais
comegam a se proliferar descontroladamente, podendo invadir outros tecidos e érgéos.
Segundo a Organizagéo Mundial da Saude (2022), o cancer é a segunda causa de mortes
no mundo e a doenga continua a crescer globalmente, sendo considerado o principal
problema de saude publica mundial nos dias atuais. As op¢des de tratamento envolvem
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, podendo ser utilizados isoladamente ou em
combinacgao, conforme o tipo de tumor e estadiamento (Organizagdo Mundial da Saude
- OMS, 2022).

Os medicamentos utilizados para o tratamento do cancer, classificados como
agentes antineoplasicos, geralmente sdo administrados sistemicamente (intravenoso ou
oral) e, consequentemente, podem sofrer alteragcdes na absor¢c&o, no metabolismo e na
distribuicdo dessas drogas, variando de individuo para individuo (SZAKACS et al., 2006).

Mesmo com inumeras drogas sendo desenvolvidas e comercializadas para o
tratamento do cancer, a falha terapéutica continua sendo um dos maiores problemas na
sobrevida a longo prazo do paciente oncoldgico (XIAO et al., 2020). Dentre os
mecanismos que levam a falha no tratamento, podem-se citar as diferencas
farmacocinéticas entre os pacientes, a localizagdo do tumor em locais do organismo onde
as drogas nao conseguem penetrar facilmente, altera¢cdes no microambiente tumoral,
como aumento da pressdo hidrostatica ou alteracbes na vascularizagdo e o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a quimioterapia (SZAKACS et al., 2006),
sendo esse Ultimo correspondente a cerca de 90% dessas falhas (XIAO et al., 2020). A
resisténcia a quimioterapia pode ser tanto intrinseca ou extrinseca (adquirida) e tem um
importante papel no tratamento do cancer, interferindo no tratamento adequado e nos
desfechos clinicos dos pacientes (PARK et. al, 2006; LONGLEY e JOHNSTON, 2005).

Diversos mecanismos celulares de resisténcia podem ser encontrados na
literatura (PARK et al.,, 2006). A superexpressdo dos transportadores ABC tem sido
descrita como um dos principais mecanismos no qual agentes antineoplasicos sofrem
efluxo e sado eliminados das células tumorais, reduzindo as concentrag¢des intracelulares
desses agentes e tornando o tumor resistente a droga (PARK et al., 2006; SZAKACS et
al., 20086; XIAO et al., 2020). Dentre os agentes antineoplasicos que sofrem efluxo pelas
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células, estdo os taxanos, inibidores da topoisomerase, alcaloides de vinca e os
antimetabdlitos (XIAQ, et al., 2020).

Os transportadores ABC (ATP-binding cassette) compdem uma familia de
transportadores envolvidos no efluxo e resisténcia as drogas, mediando o transporte do
citosol para o meio extracelular (XIAQ, et al., 2020) e induzindo a falha terapéutica (PARK
et al., 2006). Devido a sua capacidade de se ligar a mais de 100 drogas diferentes, os
transportadores ABC podem influenciar a farmacocinética e farmacodinédmica desses
farmacos (XIAQ, et al., 2020) incluindo a resisténcia, cujo impacto € muito importante no
tratamento do paciente oncoldgico (PARK et al., 2006). Além disso, os transportadores
ABC também estdo envolvidos no processo de multirresisténcia a droga, também
denominado de resisténcia a multiplas drogas (MDR), nas hepatites € no HIV
(MOHAMMAD, HE e YIN, 2018).

A caracterizagdo da expressao dos transportadores ABC em tecidos tumorais
pode permitir estabelecer uma relagdo com a resposta clinica desses pacientes e as
drogas utilizadas. Uma vez estabelecida essa relagdo, seria possivel analisar o perfil de
expresséo génica de cada paciente e escolher um tratamento mais especifico, baseado
nos transportadores expressos € desfechos clinicos desejados, de modo a garantir uma
terapia mais efetiva e evitando efeitos adversos desnecessarios (PARK et al., 20086).
Além disso, identificar os mecanismos que levam um tumor a se tornar resistente aos
tratamentos farmacolégicos permite a elaboracdo de estratégias de tratamento para
contornar esses mecanismos, 0 que teria um impacto clinico significativo para os
pacientes (LONGLEY e JOHNSTON, 2005).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O céncer, também conhecido como neoplasia ou tumor maligno, € composto por
um conjunto de doengas nas quais células anormais come¢am a se proliferar
descontroladamente, podendo invadir outros tecidos e 6rgédos (OMS, 2022). Esse
descontrole na proliferac&o celular pode ocorrer em qualquer tecido e sua apresentacao,
desenvolvimento e desfechos clinicos variam de acordo com cada organismo (OMS,
2022; IARC, 2008). O processo de invadir outros tecidos e se espalhar pelo organismo &
conhecido como metastase, sendo esta a maior causa de mortes por cancer (OMS, 2022;
IARC, 2008).

O surgimento do cancer se da através do processo de carcinogénese. A
carcinogénese pode ser dividida em trés etapas principais, denominadas iniciacéo,
promocao e progressdo. Durante a iniciagdo, células normais e saudaveis sofrem alguma
mutacdo no DNA e sdo transformadas em células cancerosas através de inumeras
mudancas metabdlicas, resultando em uma proliferagéo celular excessiva (IARC, 2008).
O desenvolvimento do tumor também depende da combinacdo da susceptibilidade
genética de cada individuo com agentes externos, denominados carcindégenos. Os
carcindégenos sio distribuidos em 3 categorias principais: agentes fisicos (radiacdo
ultravioleta e ionizante), agentes quimicos (componentes do cigarro, aflatoxinas, arsénio,
etc) e agentes biolégicos (virus Epstein-Barr, HIV, HPV, bactérias, parasitas) (OMS,
2022). Inumeros agentes carcindégenos tém a capacidade causar alteragdes no DNA,
induzindo modificagdo na sua sequéncia e levando a muta¢gdes. Em um organismo
saudavel, esse processo € altamente controlado através de mecanismos de reparo de
dano do DNA, o qual consegue identificar muta¢des e danos no DNA de uma célula
iniciada e induzir a célula ao reparo desse dano ou a apoptose (IARC, 2008). Quando a
célula iniciada consegue escapar dos mecanismos de reparo do organismo e continua se
proliferando, temos a segunda etapa do processo de carcinogénese, denominado
promocao. A partir do momento que essas células iniciadas comegam acumular inumeras
mutacdes e a invadir tecidos adjacentes e distantes, temos a terceira etapa, denominada

progressao, na qual é possivel observas a formacéao das metastases (IARC, 2008).
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Além do escape da apoptose, as células cancerosas também desenvolvem outros
mecanismos, conhecidos como “hallmarks” (marcas), caracteristicos de células tumorais,
entre eles a sinalizacdo sustentada de proliferagcdo, o escape dos mecanismos
supressores/controladores de crescimentos, 0 escape da destruicao pelo sistema imune,
a capacidade de se proliferar de modo imortal, a inflamag¢ao promovida pelo tumor,
inducéo dos mecanismos de angiogénese, ativagdo da invasao de tecidos e metastases,
mutacdes e instabilidade no genoma e alteracdo do metabolismo energético da célula
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Considerando a complexidade das células
cancerosas, acredita-se que combinagcbes de agentes que atuem em diferentes
mecanismos caracteristicos dessas células seja uma boa estratégia terapéutica para
conseguir uma terapia mais efetiva € com maior periodo de remissao para o paciente
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). Assim como a complexidade e heterogeneidade das
células cancerosas, o tratamento do cancer também pode ser complexo, sendo
dependente principalmente de um diagndstico precoce e adequado. O tratamento do
cancer pode ser multimodal, abrangendo a cirurgia, a radioterapia e a terapia sistémica
farmacoldgica, a qual envolve uma ampla classe de agentes antineoplasicos
(quimioterapia, hormonioterapia, terapia alvo e imunoterapia) (OMS, 2022; INCA, 2020).

Os agentes antineoplésicos podem ser classificados em agentes convencionais e
terapias alvo. Os agentes convencionais englobam os antimetabdlitos (analogos do
folato, analogos das pirimidinas, analogos das purinas), agentes alquilantes (mostardas
nitrogenadas, derivados das platinas), inibidores da topoisomerase, antraciclinas,
alcaloides da vinca e taxanos, enquanto as terapias alvo incluem os inibidores de tirosina
quinase, inibidores de proteossoma, inibidores das vias de sinalizacao, inibidores de
receptores de fatores de crescimento, entre outros (GUICHARD et al., 2017).

A resposta a terapias antineoplasicas pode ser avaliada de diversas maneiras,
entre elas pela presencga de biomarcadores ou marcadores tumorais. De acordo com o
Food and Drug Administration (FDA), biomarcadores s&o classificados como
componentes bioldgicos que podem ser quantificados de modo reprodutivel, podendo ser
um preditivo das taxas de sobrevivéncia ou um indicativo de resposta a tratamentos, além
de serem utilizados no diagnédstico precoce de doengas € monitoramento de tratamentos

(FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016). Na literatura podem ser encontradas
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diversas definicbes de biomarcadores, porém, a grande maioria se referindo a uma
substancia ou componente que pode ser mensurado e relacionado como um indicador
de algum processo natural do organismo, algum processo patolégico ou como uma
resposta a alguma intervencao terapéutica, podendo influenciar ou predizer o desfecho
de uma doenga (STRIMBU e TAVEL, 2011; ARONSON e FERNER, 2017). Dentre os
componentes que podem ser classificados como biomarcadores encontram-se as
proteinas, acidos nucléicos, anticorpos, peptideos, além de altera¢des caracteristicas em
estruturas moleculares, como altera¢des na expresséo genética, protedmica e gendmica
de uma célula. Os biomarcadores genéticos ainda podem ser hereditarios e identificados
em células germinativas, ou somaticos e identificados em mutacdes genéticas em tecidos
alterados, como os tecidos tumorais (HENRY e HAYES, 2012).

Os biomarcadores podem ser utilizados para rastreamento e caracterizagédo de
doencas, diagnodstico e estadiamento de patologias, indicativo de prognéstico,
identificacao de tipos celulares, preditivo para avaliacao de eventos adversos e resposta
a um determinado tratamento, alvo terapéutico para terapias individualizadas, entre
outros (ARONSON e FERNER, 2017). Os biomarcadores também podem ser
classificados conforme o seu alvo, como por exemplo, biomarcadores moleculares,
celulares, teciduais, entre outros. A vantagem da utilizag&o dos biomarcadores na clinica
se da pelo fato de os mesmos poderem ser analisados repetidamente, em um curto
periodo de tempo e com custos acessiveis. Além dos usos ja mencionados, 0s
biomarcadores podem auxiliar em diversas etapas durante o desenvolvimento de novas
drogas e alvos terapéuticos, como por exemplo, desfecho em estudos de
farmacodinamica, em estudos de analise de concentragdo de drogas e seus efeitos
terapéuticos, avaliacao da eficacia clinica de estudos clinicos através das alteragdes dos
biomarcadores antes e depois de um procedimento do estudo clinico (como por exemplo,
administrac&o da droga em estudo), determinagao de eventos adversos de novas drogas,
entre outros (ARONSON e FERNER, 2017).

Na oncologia, o uso de biomarcadores tem sido utilizado para avaliar a carga
tumoral, avaliar o risco de desenvolver tumores, determinar o prognéstico do cancer, além
de servirem como marcadores para predizer e avaliar a resposta do tumor a determinados

tratamentos, incluindo tratamento medicamentoso e avaliar a progressao da doenca.
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(HENRY e HAYES, 2012; ARONSON e FERNER, 2017). Além disso, na oncologia, 0s
biomarcadores podem ser classificados como progndstico ou preditivos. Os marcadores
de progndstico na oncologia sao utilizados como um indicador clinico do percurso natural
e desfecho da doencga, ou seja, um indicador de como essa doenga se desenvolve, sua
probabilidade de recidivar ou progredir, independentemente do tratamento que o paciente
receba (DE ROOCK et al.,, 2009; CESANO e WARREN, 2018). Por outro lado, os
biomarcadores preditivos s&o um indicativo de como um paciente podera responder a um
determinado tratamento, ou seja, a presenca ou ndo desse biomarcador influencia a
resposta e desfecho da doenca a um determinado tratamento, sendo utilizado para
avaliar a escolha terapéutica para os pacientes, proporcionando uma terapia mais
direcionada e minimizando os riscos de toxicidade (DE ROOCK et al., 2009; CESANO e
WARREN, 2018).

Alguns exemplos de marcadores usados na oncologia sdo CA125 (marcador de
cancer de endométrio, ovéario e cancer de prostata,), CA 19.9 (cancer de figado,
pancreas, colorretal), gene BRCA1 e BRCA2 (mutagdes nesses genes estdo associados
ao desenvolvimento de cancer de mama e ovario), gene KRAS (mutagdes nesse gene
em tumores de colorretal influenciam a escolha do tratamento antineoplasico, sendo
indicado o tratamento com cetuximabe ou panitumumabe apenas quando esse gene nao
€ mutado, ou seja, quando o gene é selvagem), gene BRAF V600E e V600K (influenciam
a escolha do tratamento de melanoma), receptor de membrana HER-2 (a superexpressao
dessa proteina na membrana das células cancerosas também influencia a escolha do
tratamento de pacientes com cancer de mama), gene BCR-ABL (a translocagao de genes
BCR e ABL resulta a formacao do gene BCR-ABL, caracterizando o cromossomo como
“cromossomo Filadélfia”, altamente associado a leucemia mieldide crénica e a escolha
do seu tratamento) (DE ROOCK et al., 2009; KALIA, 2015; ARONSON e FERNER, 2017;
CESANO e WARREN, 2018). Na prética clinica, muitos dos marcadores sao utilizados
tanto analise de progndstico como preditiva, como por exemplo, a superexpressao de
HER-2 nos tumores de mama — como marcador progndstico, a superexpressao possuli
um prognostico negativo, porém um preditivo positivo para resposta ao tratamento com
terapia alvo, como trastuzumabe (DE ROOCK et al., 2009).
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Em relagdo aos mecanismos de resisténcia as drogas, inumeros biomarcadores
preditivos e progndsticos tém sido avaliados como marcadores de resisténcia as drogas
para auxiliar na melhor escolha terapéutica para os pacientes e para compreender 0s
mecanismos de progressao dos tumores (FONTANA, ANSELMI e LIMONTA, 2022;
ABERUYI, RAHGOZAR, GHODOUSI e GHAEDI, 2020; KUMAR e MISHRA, 2022).
Esses biomarcadores podem identificar acidos nucléicos, alteracdes epigenéticas,
expressao de proteinas e até mesmo alteragdes metabdlicas. Um exemplo de marcador
de resisténcia € a mutagdo no dominio da tirosina quinase da proteina codificada pelo
gene BCR-ABL nas leucemias mieldides cronicas, fazendo com que o as proteinas n&o
sejam mais inibidas pelos inibidores de tirosina quinase (KUMAR e MISHRA, 2022). Os
transportadores ABC também tém sido reportados como possiveis biomarcadores de
resisténcia em diversos tumores, incluindo tumores de mama (FONTANA, ANSELMI e
LIMONTA, 2022; ABERUYI, RAHGOZAR, GHODOUSI e GHAEDI, 2020; KUMAR e
MISHRA, 2022).

Tanto a incidéncia quanto a mortalidade do cancer vém crescendo rapidamente
no mundo inteiro. Tal crescimento tem sido associado a diversos fatores, como o
envelhecimento da populagdo mundial, crescimento populacional, mudang¢as na
prevaléncia e distribuicdo dos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer, muito
associados ao desenvolvimento socioecondmico e habitos de vida (alimentagéo,
sedentarismo, estresse, poluicdo, etc) (BRAY et al., 2018).

Dentre os fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancer estdo
aumento da massa corpérea, baixo consumo de frutas e vegetais, sedentarismo,
consumo de cigarro e bebida alcdolica. O cigarro € o fator de risco mais importante,
responsavel por aproximadamente 22% das mortes por cancer (OMS, 2022). No Brasil e
no mundo, 0 cancer é a segunda maior causa de morte prematura (antes dos 70 anos de
idade) (INCA, 2020; OMS, 2022).

Em 2020, houve cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer no mundo,
sendo 0s mais comuns o0 cancer de mama (2,26 milhdes de novos casos), cancer de
pulmao (2,21 milhdes de novos casos), cdlon e reto (1,93 milhdes), prostata (1,41
milhdes), pele ndo-melanoma (1,2 milhdes) e estbmago (1,09 milhdes). Em relacdo a

mortalidade, no mesmo ano, cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo morreram por
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cancer, sendo que os tumores com maior taxa de mortalidade foram os canceres de
pulmao (1,8 milhdes de mortes), colon e reto (916.000 mortes), figado (830.000 mortes),
estdbmago (769.000 mortes) e mama (685.000). Para o ano de 2040, sao estimados 30,2
milhdes de novos casos de cancer no mundo com cerca de 16,3 milhdes de morte por
essa doenga (IARC, 2021).

2.2 CANCER DE MAMA

No Brasil € no mundo, o cancer de mama € o segundo tumor mais comum, sendo
0 mais incidente nas mulheres, exceto pelos tumores de pele ndo melanoma. Para 2022
estimam-se cerca de 66.280 casos novos no Brasil. O cancer de mama tem sua
incidéncia aumentada de acordo com a idade, sendo raro em mulheres jovens e
apresentando uma maior incidéncia em mulheres acima de 50 anos (INCA, 2019). Além
disso, paises desenvolvidos possuem uma maior incidéncia desse tipo de tumor
(MOMENIMOVAHED e SALEHINIYA, 2019)

Apesar das inumeras op¢des terapéuticas para o tratamento do cancer de mama,
em 2012, o cancer de mama foi a quinta causa de morte no mundo, correspondente a
324.000 mortes e segue sendo a segunda causa de morte por tumores no mundo e a
principal causa de mortes por tumores em mulheres (ARMSTRONG et. al., 2019). Apesar
de mais incidente em paises desenvolvidos, a mortalidade € mais elevada em paises
subdesenvolvidos (MOMENIMOVAHED e SALEHINIYA, 2019). Dentre os fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer de mama encontram-se a idade, menopausa
tardia, uso de contraceptivos hormonais, fatores hereditarios (inclusive histérico familiar
de cancer de mama), obesidade e sobrepeso, consumo de bebidas alcodlicas,
tabagismo, diabetes, exposicdo a radiacdo, exposicdo a poluicdo, condigdes
socioecondmicas, entre outros. Além disso, alguns estudos relatam que determinados
fatores podem exercer um perfil protetor no desenvolvimento de cancer de mama, como
atividades fisicas, vitamina D e gravidez (MOMENIMOVAHED e SALEHINIYA, 2019).
Fatores hereditarios ndo s&o tdo comuns mas desempenham um papel importante no
desenvolvimento dos tumores de mama, sendo que apenas 5 a 6% dos tumores de mama

possuem algum fator hereditario. Dentre esses fatores, os genes BRCA-1 e BRCA-2
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correspondem a 80% dos casos de cancer de mama hereditario, sendo que a positividade
de BRCA-1 e BRCA-2 nas mulheres aumenta de 50 a 85% o risco de desenvolvimento
de céncer de mama e 15 a 65% do risco de desenvolvimento de cancer de ovario,
principalmente em pacientes mais jovens (a partir de 25 anos) (RICHIE e SWANSON,
2003).

Em homens o cancer de mama é raro, correspondendo a cerca de 1% dos tumores
de mama no mundo. O risco de um homem desenvolver um cancer de mama é de 1:1000
enquanto nas mulheres € de 1:8. Nos homens, os fatores de risco sdo idade, etnia
(homens negros tem mais chances de desenvolver tumores de mama), histérico familiar
de cancer de mama, fatores genéticos e fatores hormonais (sindrome de Klinefelter —
caracterizada por hipogonadismo e baixos niveis séricos de testosterona - ginecomastia,
doengas de figado, obesidade). O cancer de mama em homens estd mais associado a
um risco aumentado de mutag¢des nos genes BRCA comparado com o risco no cancer
de mama em mulheres (GIORDANO, 2018).

O céncer de mama se caracteriza por ser uma doenca altamente heterogénea,
apresentando uma variedade de caracteristicas bioldgicas e morfoldgicas, e, seus
subtipos moleculares influenciam desde o progndstico da doencga até as escolhas de
tratamento. (CIRQUEIRA et. al., 2011; TSANG e TSE, 2020; YIN et al., 2020). Em relac&o
a classificacdo histoldgica, o cancer de mama pode ser dividido em diversas classes,
sendo as mais comuns o carcinoma ductal ou lobular, sendo que o carcinoma ductal
invasivo ou infiltrante corresponde a mais de 70% dos tumores de mama, e o carcinoma
lobular invasivo corresponde a cerca de 10% dos carcinomas de mama invasivo. Outras
classificagbes sdo os carcinomas mucinosos, cribiforme, micropapilar, papilar, tubular,
medular, metaplasico e carcinoma apocrino, porém, sd8o tumores menos comuns
(TSANG e TSE, 2020). A classificagdo histolégica leva em consideragdo inumeros
aspectos das células tumorais, incluindo o tipo celular (caracteristicas apécrinas ou nao),
capacidade de secrecdo extracelular, caracteristicas da estrutura da célula e perfil
imunohistoquimico (TSANG e TSE, 2020).

Tumores de mama com a mesma classificacdo histoldégica podem ter perfis
biolégicos completamente diferentes, consequéncia da ampla variedade molecular entre

eles (TSANG e TSE, 2020). Em relagdo a classificagdo molecular, os tumores séo
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classificados conforme a expressdo ou nao de receptores hormonais (receptor de
estrogénio RE e receptor de progesterona RP), expressdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico 2 (human epidermal growth factor receptor-2 — HER-2) e
expressdo do marcador de proliferagdo celular Ki-67. O Ki-67 € um antigeno utilizado
como marcador nuclear que se encontra expresso no nucleo das células em todas as
fases da proliferagédo celular, sendo muito utilizado para avaliar a proliferacdo das células
tumorais de mama e diferenciar a classificagdo molecular (NIELSEN et al., 2021;
HARBECK et al., 2019; DOWSETT, et al., 2011). Desse modo, os tumores podem ser
classificados em 5 diferentes categorias: luminal A, luminal B HER-2 negativo, luminal B
HER-2 positivo, HER-2 positivo (ou superexpressdo de HER-2) e triplo negativo
(HARBECK et al., 2019).

A presenca de receptores hormonais — RE e RP — classifica os tumores como
tumores luminais e caracterizam um tumor menos agressivo e com boa resposta a
terapias hormonais. A grande maioria dos tumores classificados como luminais (cerca de
75%) expressam receptores hormonais, sendo que, a expressao de apenas um desses
receptores hormonais configuram um perfil mais agressivo ao tumor e com uma baixa
resposta a terapia hormonal. A presenca desses receptores € fundamental na escolha do
tratamento do paciente e também influenciam no progndstico do paciente (TSANG e TSE,
2020).

Os tumores classificados como luminal A e luminal B possuem expressao dos
receptores hormonais RP e RE. Por outro lado, a diferen¢a entre luminal A e luminal B €
possibilidade de expressao de HER-2 pelos tumores luminal B, enquanto o luminal A nao
expressam HER-2. Além disso, os tumores luminais A apresentam um indice de Ki-67
menor que 14%. O subtipo luminal A chega a representar 60% dos tumores de mama e,
geralmente, possuem um melhor prognostico. Terapias hormonais como tamoxifeno e
anastrozol geralmente s&o drogas utilizadas no tratamento desse tipo molecular
(CIRQUEIRA et. al., 2011; TSANG e TSE, 2020)

Como mencionado, o subtipo luminal B classifica-se pela presenga dos receptores
hormonais RP e RE, podem ou n&o expressar HER-2 e possuem alto indice proliferativo
(indice de Ki-67 superior a 14%). Por essas caracteristicas, o subtipo luminal B apresenta

um pior prognostico quando comparado ao luminal A, apresentando maior risco de
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recidiva, menor sobrevida livre de doenga e maior risco de resisténcia as terapias
hormonais, sendo seu tratamento na grande maioria das vezes associado a agentes
antineoplasicos citotdéxicos (CIRQUEIRA et. al., 2011).

Tumores HER-2, basal-like e normal-like nao expressam receptores hormonais.
Tumores HER-2 sado caracterizados pela alta expressao da proteina HER-2, sendo que,
para classificar um tumor como HER-2 positivo, mais de 10% das células devem
apresentar a superexpressao desse receptor em uma analise por imunohistoquimica. A
superexpressao de HER-2 esta associada com um tumor de perfil mais agressivo € com
um pior prognaostico, porém, pode ser altamente responsivo a tratamentos inibidores do
receptor HER-2, como por exemplo, tratamento com trastuzumabe, o que melhora o
prognostico dessa doenga (TSANG e TSE, 2020). Terapias alvo para o receptor HER-2
melhora o prognéstico da doenga por melhorar as taxas de resposta ao tratamento,
reduzir o risco de recidiva, reduzir a progressao de doenca e melhorar a sobrevida,
podendo ser utilizado de forma isolada ou associado a terapia antineoplasica citotoxica
(CIRQUEIRA et. al., 2011).

Os subtipos basal-like e normal-like também podem ser chamados de triplo
negativo e sado caracterizados por ndo expressarem receptores de estrogénio e
progesterona € ndo expressarem o receptor de fator de crescimento epidérmico-2 (HER-
2 - human epidermal growth factor receptor-2). O subtipo basaldide, ou basal-like,
caracteriza-se também pela expressdo de genes comuns nas células basais e
mioepiteliais, enquanto o mama-normal simile, ou normal-like, apresenta elevada
expressdo de genes comumente presentes nas células epiteliais normais, células
adiposas e células estromais da mama (CIRQUEIRA et. al. 2011). Além disso, algumas
literaturas subdividem os tumores de mama triplo negativo em: imunomodulatério, luminal
receptor de androgénio, mesenquimal-like e basal-like imunossuprimido, porém, essa
classificagdo ndo € tdo comum na pratica clinica (YIN et al., 2020).

Cancer de mama triplo negativo costuma ser mais invasivo, sendo que 46% das
pacientes vao apresentar metastase, com menor taxa de sobrevida quando comparado
aos outros subtipos e com alta taxa de mortalidade, chegando a 40% nos primeiros 5
anos apds o diagndstico. Apds o diagndstico de metastase, que costuma ocorrer em

média apds 3 anos do diagndstico inicial, o tempo de sobrevida é em torno de 13 meses,
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sendo que as metastases geralmente ocorrem no sistema nervoso, pulméo e figado. O
tempo de recidiva para pacientes com tumor de mama triplo negativo geralmente varia
entre 19 a 40 meses, comparado com 35 a 67 meses para outros subtipos de tumores
de mama. Apés recidiva, a mortalidade das pacientes em 3 meses € maior que 75% (YIN
et. al., 2020; SILVA et. al., 2020). Cancer de mama triplo negativo geralmente atinge
mulheres pré menopausa, com menos de 40 anos de idade, correspondendo a 15-20%
dos tumores de mama (YIN, et. al., 2020). Devido as suas caracteristicas moleculares,
tumores de mama triplo negativo n&o costumam responder a terapia hormonal ou terapia
alvo, como inibidores HER-2, sendo 0s agentes antineoplasicos convencionais (agente
citotéxicos) as principais drogas de escolha, porém, com baixa eficacia terapéutica (YIN,
et. al., 2020)

A determinacao do subtipo molecular dos tumores ainda € baseada na técnica de
imunohistoquimica, que avalia a expresséo proteica in situ nas células cancerosas. A
imunohistoquimica permite avaliar a expressdo das proteinas em diferentes tipos de
amostras, de diversos tamanhos, com baixos custos € com rapida execucdo quando
comparados a analise de expresséo génica (CIRQUEIRA et. al., 2011). A determinacgéo
de cada tipo histologico e molecular € essencial para analisar o perfil do tumor, seu
prognostico e também direcionar as linhas de tratamento (TSANG e TSE, 2020).

O estadiamento do tumor de mama é baseado na classificacdo TNM, onde T leva
em consideracao o tamanho do tumor, N se refere ao acometimento de linfonodos e M
se refere a presencga ou nao de metastases distantes (TSANG e TSE, 2020). Com base
nisso, os tumores podem ser estratificados em 5 diferentes estadiamentos -
estadiamento O, I, II, Il e IV (TSANG e TSE, 2020). O estadiamento do tumor também &
baseado em fatores progndsticos e preditivos, sendo que os fatores prognosticos
costumam ser caracteristicas mensuraveis e que permitem avaliar a evolugdo clinica do
paciente. Por outro lado, os fatores preditivos influenciam na classificacdo desses
tumores e estdo geralmente relacionados a classificacdo histolégica e molecular,
influenciando a resposta as terapias (CIRQUEIRA et. al., 2011).

Em relacdo ao tratamento dos tumores de mama, varios fatores sao levados em
consideragcdo no momento do seu diagnéstico, desde o estadiamento e subtipo

molecular, como ja mencionados, como a avaliagdo da condigdo clinica do paciente.
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Durante essa avaliacdo, sdo identificados critérios como a inflamacdo do tumor,
aderéncia do tumor a tecidos adjacentes (parede toracica), envolvimento neurovascular
das estruturas axilares, linfedema, envolvimento do tecido epitelial e avaliagdo de
ulceragdes, entre outros. Essa avaliagdo pode ser feita através de exames fisicos e
exames de imagem e ajudam a definir se o tumor € operavel, se necessita de um
tratamento neoadjuvante (tratamento medicamentoso com intuito de reduzir o tamanho
do tumor antes de um tratamento definitivo, como cirurgia ou radioterapia), se necessita
tratamento adjuvante (indicado quando o objetivo do tratamento & curativo) ou se possui
uma indicagao paliativa (quando ndo ha mais chances de cura e o tratamento visa garantir
conforto, qualidade de vida e prolongar a sobrevida do paciente). Além das cirurgias
(como mastectomia, cirurgia realizada para retirada de um ou ambas as mamas) e
radioterapia, um dos principais tratamentos para canceres de mama € o tratamento
farmacolégico, com uso de quimioterapia (agentes antineoplasicos citotoxicos), terapias
alvo, imunoterapias e terapias hormonais (MOO et. al., 2018).

Apesar do grande numero de drogas existentes e das inumeras opg¢des de
tratamento (combinados ou n&o), a grande maioria dos pacientes com cancer metastatico
morrem pelo fato do cancer desenvolver o mecanismo de MDR (ROBEY et al., 2018).
Nos tumores de mama, diversos mecanismos podem ser associados ao desenvolvimento
de resisténcia as drogas, inclusive a presenca dos transportadores ABC, conforme
mostra figura 1. O perfil de expressédo das proteinas ABC varia conforme a localizagao
no tecido de mama. Nas células epiteliais luminais é possivel encontrar as proteinas
ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA5, ABCA9, ABCA10, ABCB1, ABCB2, ABCB3, ABCBS,
ABCB7, ABCB8, ABCB9, ABCC3, ABCC4, ABCC8, ABCC10, ABCD3, ABCE1, ABCF1,
ABCF2, ABCF3, ABCG1, ABCG2 e ABCGS8. Ja nas células mioepiteliais encontramos as
proteinas ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA5, ABCA9, ABCB2, ABCB3, ABCB6, ABCB?,
ABCBS8, ABCB9, ABCC10, ABCD3, ABCF1, ABCF2, ABCF3, ABCG1 e ABCGS8. Nos
adipocitos do tecido mamario encontram-se a proteinas ABCA1, ABCA5, ABCAGY,
ABCB7, ABCB9, ABCD3 e ABCG8 (MODI et al., 2022). Em relagdo aos tumores de
mama, observa-se que, além das proteinas ja expressas, outras proteinas da familia ABC
também podem ser encontradas, como ABCAB, ABCA13, ABCB4, ABCC1, ABCC2,
ABCC5, ABCD1E ABCD4 (MODI et al., 2022).
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FIGURA 1: Mecanismos e moléculas envolvidos no processo de resisténcia as drogas em tecidos de
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2.3 RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

O fendmeno de multirresisténcia as drogas ou resisténcia a multiplas drogas
(multidrug resistance — MDR) em oncologia € definida como um processo complexo e
multifatorial, no qual as células tumorais se tornam irresponsivas ou insensiveis a
inUmeros agentes antineoplasicos, que podem ou n&o ter uma relagdo funcional ou
estrutural, se tornando resistentes a essas drogas (WEEN et al., 2015; TIWARI, et al.,
2011). O processo de multirresisténcia pode ocorrer até mesmo com drogas as quais o
paciente ainda n&o foi exposto (WEEN et al., 2015).

A resisténcia a quimioterapia é um processo multifatorial e pode ser tanto
intrinseca quanto adquirida, como mostrado na figura 2 (WEEN et al., 2015; VRANA et
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al.,, 2018). Em relac@o a resisténcia intrinseca, a literatura relata que alguns tumores,
apo6s um tratamento antineoplasico, possuem a capacidade de se proliferar novamente
devido a presenga de um pequeno numero de células tumorais resistentes e com
caracteristicas de células tronco, cuja resisténcia as drogas ja esta presente nessas
células, induzindo a recidiva do tumor apds um tratamento (ZATTONI et al., 2022). Outros
fatores que podem influenciar a resisténcia intrinseca sdo mutagcbes genéticas,
microambiente tumoral e a propria natureza das células tumorais (MOHAMMAD, HE e
YIN, 2018). J& a resisténcia adquirida, muitas vezes ocorre apds um tratamento
antineoplasico que induz alteragdes nas células. Dentre as alteragdes, encontram-se as
mudang¢as no mecanismo de reparo de dano celular, aumento do reparo do DNA,
alteracdes no mecanismo de apoptose e autofagia, mecanismos epigenéticos como
aumento ou reducdo da expressao das enzimas do metabolismo, mutacdes e alteracbes
nas enzimas envolvidas nos processos de biotransformacdes das drogas, alteracdes no
microambiente tumoral, aumento da expressao ou aumento da atividade das bombas de
efluxo de drogas, alteracdo nos mecanismos de captacao das drogas, 0s quais resultam
em uma reducéo nas concentragdes intracelulares dos agentes antineoplasicos (WEEN
etal., 2015; VRANA et al., 2018; YASUI et al., 2004).

Um dos mecanismos para analisar a resisténcia de células cancerosas a agentes
antineoplasicos se da através da sele¢ido de células cancerosas que sobrevivem a um
meio contendo drogas citotdxicas e, posteriormente, analisando as altera¢des dessas
células por técnicas de biologia celular e molecular. Esses estudos mostram que 0s
principais mecanismos de resisténcia a drogas nas células sdo: redu¢do na absorgcéo de
drogas hidrossoluveis que necessitam de transportadores (observado com antifolatos,
analogos dos nucleosideos e cisplatina), mudancas celulares que alteram a capacidade
dos agentes citotoxicos de induzir a morte das células (como por exemplo, alteragdes no
ciclo celular, aumento no reparo do DNA, reducao na apoptose,teracao no metabolismo
das drogas) e aumento do efluxo dependente de energia de drogas hidrofébicas que

entram nas células por difuséo passiva (SZAKACS et al., 2006).
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FIGURA 2: Vias e mecanismos de resisténcia as drogas.
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Dentre os mecanismos descritos na literatura, a modificacédo na absor¢cdo dos
agentes antineoplasicos pelas células € um dos mecanismos responsaveis pela
resisténcia a drogas, especialmente dos antifolatos, como metotrexato (LONGLEY e
JOHNSTON, 2005). Apesar de os mecanismos de absorgdo de agentes antineoplasicos
pelas células ndo serem bem elucidados, observa-se que a absorcdo de metotrexato é
dependente de transportadores de folato e a alteragdo na expresséo desses receptores
tem um papel importante na resposta e nos mecanismos de resisténcia a esses agentes
(LONGLEY e JOHNSTON, 2005).

Além da alteracao da absor¢céo das drogas pelas células, a inativagcado enzimatica
também se apresenta como mecanismo de resisténcia, diminuindo a concentracéo de

drogas no meio intracelular disponivel para atingir seu alvo terapéutico. A inativacdo das
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drogas por enzimas se da através do aumento da expressao de enzimas responsaveis
por converter os agentes antineoplasicos em seus metabdlitos inativos, como ocorre com
a fluoruracila e a enzima dihidropirimidina-desidrogenase (DPYD). Outro mecanismo, é a
formagé&o de complexo com a forma reduzida de glutationa (GSH), o qual é catalizado
pela enzima glutationa S-transferase (GST) e facilita o efluxo de drogas pelas células,
diminuindo a concentragéo intracelular e induzindo a resisténcia. Um terceiro mecanimo
que envolve a metabolizacdo das drogas, € a reducio das enzimas que transformas as
drogas em seus metabdlitos ativos, como ocorre com o irinotecano. Uma vez que ha uma
reducdo na metabolizacdo do irinotecano em seu metabdlito ativo, SN-38, ha uma
diminuicdo na quantidade de metabdlito ativo dentro das células, o que também induz a
uma menor resposta ao agente antineoplasico (LONGLEY e JOHNSTON, 2005).

A alteracdo dos mecanismos epigenéticos, como por exemplo, a reducdo na
expressdo de enzimas ou receptores que geralmente sdo inibidos pelas drogas, também
s&o descritos como mecanismos de resisténcia. Um exemplo desse mecanismo de
resisténcia € o aumento da expressdo da enzima timidilato sintase (TS), alvo da droga
fluoruracila (5-FU). Por se tratar de uma inibicdo competitiva entre droga e substrato pelo
sitio ativo da enzima, um aumento na expressao da TS faz com que essa enzima se torne
resistente a droga — ha mais enzima disponivel e a droga nao € suficiente para inibir.
Outro exemplo, € a alteracdo da atividade das enzimas topoisomerase | (alvo do
irnotecano e seu metabdlito ativo, SN-38) e topoisomerase Il (alvo das antraciclinas e
epipodofilotoxinas) (LONGLEY e JOHNSTON, 2005). Alteragdes nos niveis de expresséo
da proteina topoisomerase, diferencas nas distribuicdes das isoformas da topoisomeras
Il (isoformas 170-kDa e 180-kDa), e altera¢des pds-traducionais (como fosforilacdo das
enzimas) s&o alguns dos mecanismos envolvidos na resisténcia aos antineoplasicos
(GANAPATHI e GANAPATHI, 2013). Alcaldides da vinca (vincristina, vimblastina) e
taxdis (paclitaxel, docetaxel) sdo agentes que agem na polimerizagéo e despolimerizagéo
dos microtubulos, cujo papel € essencial para a divisdo das células durante a mitose.
Alteracdo nos niveis de expressdo das isoformas das tubulinas (que compdem os
microtubulos) e diminuicdo nos niveis intracelulares das tubulinas totais também s&o
mecanismos de resisténcia identificados nas células neoplasicas expostas aos alcaloides
da vinca e taxdis (LONGLEY e JOHNSTON, 2005).
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Considerando que a grande maioria dos agentes antineoplésicos atuam causando
danos no DNA e induzindo a célula a apoptose, observa-se também uma alteragao nos
mecanismos de reparo celular, fazendo com que as células sejam mais facilimente
reparadas por proteinas intracelulares e consigam escapar da apoptose. A proteina p53
€ uma das proteinas responsaveis pelo reparo dos danos celulares, induzindo a célula a
um reparo ou a morte celular. Mutagcdes no gene que codifica a proteina p53 resulta em
alteragcdes na atividade da mesma, consequentemente, interferindo na acao de agentes
antineoplasicos, como doxorrubicina e cisplatina, influenciando a sensibilidade das
células a esses agentes. Outras enzimas envolvidas nos processos de reparo dos danos
celulares também podem sofrer alteracdes em suas expressdes e influenciar a resposta
aos agentes quimioterapicos. Além disso, enzimas que participam da cascata de
sinalizac¢do intracelular que induz a proliferagdo celular, assim como as proteinas de
membrana que desencadeiam essa cascata de sinalizacdo, podem apresentar mutacbes
que as tornam constitutivamente ativas, induzindo a proliferacdo descontrolada das
células e reduzindo a resposta dessas células a agentes antineoplasicos (LONGLEY e
JOHNSTON, 2005).

Outro mecanismo de resisténcia, sendo esse um dos mais conhecidos e estudado,
€ 0 aumento do efluxo das drogas pela superexpressdo de genes que codificam
transportadores da familia ABC (ATP-binding cassette transporters) (WEEN et al., 2015;
GILLET et al., 2004; SZAKACS et al., 2004; GOTTESMAN, FOJO e BATES, 2002). O
mecanismo de multirresisténcia as drogas induzido por transportadores ABC é complexo,
podendo estar associado a inumeras vias de sinalizacdo e controlado por inumeras
proteinas, incluindo proteinas proto-oncogénicas e proteinas supressoras de tumor
(VRANA et al., 2018). A expressdo dos genes dos transportadores ABC esta relacionada
a resisténcia a agentes antineoplasicos por dificultar a infiltracdo das drogas nas células
(KARATAS et al., 2016) e por reduzir o acumulo intracelular das drogas, especialmente
em células com uma expressao elevada dos genes ABC (SZAKACS et al., 2004). Em
tumores de ovario, a presenca de 20 transportadores ABC esta associada a uma redugéo
nos niveis intracelulares de agentes antineoplasicos e estudos mostram que essa
expressdo dos transportadores aumenta apds a exposi¢do a agentes antineoplasicos
(WEEN et al., 2015).
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2.4 TRANSPORTADORES ABC

Os transportadores de efluxo ABC (ATP-binding cassette transporters) s&o
transportadores dependentes de energia (SZAKACS et al., 2006) e pertencem a uma
extensa familia de proteinas de membrana, codificadas por 48 genes e um pseudogene
(KARATAS et al, 2016, PARK et al., 2006; GILLET et al., 2006, GOTTESMAN, FOJO e
BATES, 2002). Esse pseudogene codifica a proteina ABCC13, sendo essa uma proteina
n&do funcional e por isso, muitas vezes, ndo mencionada como parte da familia ABC
(SZAKACS et al,, 2004). Sendo assim, no genoma humano, apenas 48 genes codificam
proteinas ABC funcionais e nem todas possuem fung¢ao de transportador (XIAO et al.,
2020).

A familia ABC pode ser dividida em 7 subgrupos, ou subfamilias, nomeadas ABCA,
ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF e ABCG (PARK et al., 2006). A classificagdo dos
transportadores nas respectivas subfamilias € com base na sequéncia de aminoacidos,
principalmente no dominio citoplasmatico que se liga ao ATP (KARATAS, et al., 2016).
Os transportadores ABC podem ser encontrados em bactérias, plantas, fungos, insetos,
peixes e mamiferos, incluindo os seres humanos (TARLING e EDWARDS, 2011).
Allikmets, em 1996, relata que praticamente todos os cromossomos humanos carregam
algum gene que codifica um transportador ABC (ALLIKMETS et al., 1996). Aumento no
numero de copias dos genes que codificam transportadores ABC pode resultar no
desenvolvimento de resisténcia a drogas e, consequentemente, células multirresistentes
(YASUI et al., 2004).

Os transportadores ABC est&o envolvidos em diversos processos fisiologicos nas
nas células, conforme demonstrado na figura 3. Dentre os papeis fisioldgicos, encontram-
se o transporte de inumeras substancias endogenas, incluindo aminoacidos, lipideos,
nucleosideos, sais biliares, vitaminas, polissacarideos e toxinas, detoxificagcdo das
células e processamento de antigenos (MODI et al., 2022; XIAO et al., 2020; KARATAS
etal., 2016). Assim sendo, esses transportadores também sao capazes de atuar no efluxo
de um grande numero de substancias com diferentes estruturas (GAO et al., 2020). Os

transportadores ABC na&o possuem afinidades idénticas pelos substratos, porém,
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observa-se que muitos substratos podem ser sobrepostos e transportados por mais de
uma proteina ABC (EFFERTH et al., 2006).

FIGURA 3: Os papéis dos transportadores ABC nas fungdes fisioldgicas das células.
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LEGENDA: Dentre os papéis fisioldgicos dos transportadores ABC em células saudaveis
encontram-se o transporte de moléculas como lipideos, fosfolipideos, sais biliares, bilirrubina, colesterol,
entre outros, além de detoxificacdo da célula pelo efuxo de moléculas e enzimas e processamento de

antigenos para apresentacéo as células T citotéxicas.

Devido as suas fungbes, os transportadores ABC participam do transporte ativo e
no efluxo de substratos através de um grande numero de membranas biologicas,
podendo atuar como moléculas regulatorias nos sistemas bioldgicos (LANGMANN et al.,
2003), além de atuar no transporte reverso de colesterol (ABCA1) e na regulagcéo do
cloreto intracelular (ABCC7-CFTR) (SZAKACS et al., 2004). Além disso, mutagcdes nos
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genes que codificam essas proteinas estdo associadas a um grande numero de doencas,
incluindo fibrose cistica (ABCC7/CFTR), doencga de Stargardt (ABCA4/ABCR), sindrome
de Zellweger (ABCD3/PMP70), colestase intra-hepatica familiar progressiva (PFIC)
(ABCB11/SPGP), entre outros (GRAF et al., 2004). Nas células tumorais, a presenca de
genes dos transportadores ABC esta associada com o efluxo de agentes antineoplasicos,
0 que causa uma reducgdo na concentragao intracelular e uma redugao na toxicidade
causada por esses agentes e, consequentemente, induzindo a resisténcia (ZHANG, YOU
e ZHU, 2017), conforme mostra a figura 4. Além do papel no efluxo de drogas e
desenvolvimento de MDR, os transportadores ABC parecem apresentar envolvimento no
processo de carcinogénese, atuando no transporte ativo de substratos enddgenos
importantes para o desenvolvimento dos tumores (KARATAS et al., 2016), influenciando
a susceptibilidade individual, a iniciagcdo, promogao e progresséo do tumor, a resposta do
sistema imune e a sensibilidade das células tumorais aos agentes antineoplasicos
(MOHELNIKOVA-DUCHONOVA et al., 2013).

FIGURA 4: O mecanismo pelo qual os transportadores ABC participam da protecdo das células através

do efluxo de xenobidticos e drogas.
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Em relagéo a estrutura, alguns dos transportadores ABC j& possuem sua estrutura
determinada. Os transportadores ABC podem ser classificados como transportadores
completos ou meio-transportadores (figura 5), sendo que os transportadores completos
compdem a maior parte dos transportadores da familia ABC. Transportadores completos
s&0 aqueles que apresentam dois dominios hidrofilicos de ligagdo a nucleotideos
(nucleotide binding domains — NBD) com motivos de sequéncia conservados,
denominados motivos “Walker A” e “Walker B”, separados por uma sequéncia de 90 a
120 aminodacidos, e dois dominios transmembranas hidrofobicos (transmembrane
domains — TMD) (BARBET et al., 2012; GOTTESMAN, FOJO e BATES, 2002). Alguns
transportadores da subfamilia ABCC possuem um terceiro dominio transmembrana
(dominio amino-terminal extra) sem func¢ao definida. A presenca desse terceiro dominio
transmembrana faz com que 0os mesmos possuam 17 segmentos transmembranas ao
invés de 12 segmentos transmembranas observados nos demais transportadores
completos, conforme observado na figura 5 (XIAO et al.,, 2020; OGURI et al., 2007;
HOPPER-BORGE et al., 2004; DEELEY, WESTLAKE e COLE, 2008). Por outro lado, 0s
meio-transportadores s&o aqueles que apresentam apenas um NBD e um TMD
(KAMINSKI et al., 2001; ALLIKMETS et al., 1996). Os meio-transportadores necessitam
dimerizagao entre dois mondmeros (proteinas) para que possam ter funcionalidade. Essa
dimerizacdo pode ser homodimerizagdo, onde os dois mondémeros sao idénticos, ou
heterodimerizacdo, com dois mondmeros n&o idénticos (GRAF et al., 2004; ZHAO et al.,
2000).

Os NBDs também s&o conhecidos como dominios de ligacdo a adenosina
trifosfato (ATP), sendo responsavel pela hidrolise da ATP e, portanto, responséavel por
fornecer energia para o transporte através da membrana (HENDIG et al., 2009;
KAMINSKI et al.,, 2001). Além disso, a classificagdo dos dominios de ligagdo a
nucleotideos é baseada na presenca de 3 motivos de sequéncia: Walker A e Walker B,
0s quais sdo estruturas altamente conservadas em todas as proteinas ABC presentes
em eucariotos, e Walker C, encontrado préximo ao Walker B (HENDIG et al., 2009). A
presenca de um espaco conservado entre Walker A e B e a presenga do Walker C, s&o
caracteristicas tipicas dos transportadores ABC, diferenciando-os de outras proteinas

que se ligam e hidrolisam o ATP (ALLIKMETS et al., 1996). J&4 o dominio transmembrana
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é responsavel por garantir a especificidade entre transportador e substratos (KAMINSKI
et al., 2001).

FIGURA 5: Topologia dos transportadores ABC

Transportadores ABC tipicos Transportadores com
Familia ABCA, ABCB1, ABCB4, ABCBS, TMD triplo Meio transportadores
ABCB1, ABCC4, ABCC5, ABCC7-9, ABCC1-3, ABCCé, ABCB2, ABCB3, ABCB6-10,
ABCC11, ABCC12 ABCC10 Familia ABCD, Familia ABCG

Espaco extracelular

-lii

lllul AR | |
—

Citoplasma

FONTE: adaptado de WEEN, ARMSTRONG, OEHLER e RICCIARDELLI, 2015.
LEGENDA: A — Transportador completo; B — transportador completo com um dominio
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Os transportadores ABC podem ser encontrados em diversas localizagbées dentro
das células, como membrana plasmatica, membrana mitocondrial, reticulo
endoplasmatico, peroxissomos € membrana nuclear (SEBOROVA et al., 2019), podendo
estar presente em todos os tipos celulares ou serem expressos somente em
determinados tipos de células (SZAKACS et al., 2004). Estudos mostram que tecidos
envolvidos na secrecdo de substancias (como, por exemplo, as glandulas adrenais),
tecidos do sistema reprodutor, tecidos com fungéo de barreira (pulmé&o, intestino) e
tecidos envolvidos em atividades metabdlicas (figado, rim) sdo os tecidos que geralmente
tem uma grande expressdo dos genes ABC (LANGMANN et al, 2003). Os
transportadores ABC ainda podem ser encontrados expressos no sistema nervoso
central, estdmago, intestino e pancreas (MOHAMMAD, HE e YIN, 2018). Em relag&o aos

tumores, os niveis de expressado dos transportadores ABC também parecem influenciar



36

os diferentes parametros de analise de desfecho clinico do paciente, incluindo a
sobrevida do paciente e a progressao do tumor (KARATAS et al., 2016).

A literatura relata que das 48 proteinas ABC em humanos, 20 s&o capazes de
transportar agentes antineoplasicos, sendo eles o ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCAS,
ABCB1, ABCB4, ABCB5, ABCB8, ABCB11, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5,
ABCC6, ABCC10, ABCC11, ABCE1, ABCG1 e ABCG2 (WEEN et al., 2015; HLAVATA,
et al., 2012). Dentre os transportadores ABC, ABCB1, também conhecido como MDR-1
ou P-gp (codificado pelo gene ABCB1), ABCC1 ou MRP1 (gene ABCC17) e ABCG2 ou
BCRP (gene ABCG2) sao os mais conhecidos (XIAO et al., 2020). Esses transportadores
s&0 conhecidos pelo efluxo ativo de drogas do interior das células tumorais, conferindo
resisténcia as mesmas, além de reconhecer e remover, através de um transporte
dependente de energia, substancias toxicas para as células (SZAKACS et al., 2004).
Dentre os medicamentos conhecidos como substratos desses transportadores estao o
paclitaxel, inibidores da topoisomerase, antraciclinas e inibidores da tirosina quinase
(PARK et al., 2006).

As diferentes variantes dos transportadores ABC também podem influenciar a
farmacocinética dos medicamentos — absor¢ao, distribuicdo e excre¢do (SZAKACS et al,
2004), alterando sua resposta, sua taxa de depuracgao e até mesmo sua toxicidade (XIAO
et al., 2020), podendo resultar em alteragdes nos efeitos adversos das drogas (SONE et
al., 2019). Estudos mostram que polimorfismos em ABCB1 influenciam a farmacocinética
do imatinibe, alterando sua resposta e toxicidade (ABC71 1236C>T, 2677G>T/A e
3435C>T) (DULUCQ et al., 2008), depuracao de metotrexato (ABCB71 3435 C>T) (KIM et
al., 2012), respostas da doxorrubicina, vincristina e prednisolona (ABCB71 1199G>A)
(GREGERS et al,, 2015). Polimorfismos no gene ABCG2 estdo associados com
toxicidade pelo gefitinibe (ABCG2 15622C>T) (LEMOS et al., 2011) e alteragdo das
respostas das antraciclinas (ABCG2 34G>A/G, rs2231137(G34A)) (HAMPRAS et al.,
2010) e inibidores de tirosina quinase (TKI) (ABCG2 34G>A, ABCG2 1143C>T e ABCG2
421C>A) (TANDIA et al., 2017), enquanto variantes de ABCC1 influenciam a toxicidade
hematoldgica causada por fluoruracila, epirrubicina e ciclofosfamida (ABCC1 108 G>T,
rs41483509.16170477G>T N/A; ABCC1 113 G>T, rs45511401 ¢.2012G>T Val671Gly;
ABCC1 444 T>C, rs246221 ¢.825T>C Val275Val) (VULSTEKE, et al., 2013).
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Além da presenca dos genes que codificam para os transportadores ABC nos
tecidos tumorais, alteragcdes no proprio transportador podem influenciar os mecanismos
de resisténcia as drogas. Estudos mostram que a variabilidade de resposta de cada
individuo a quimioterapia € influenciada pela variabilidade genética, epigenética e pos-
transcricionais dos transportadores ABC, incluindo polimorfismos genéticos
(polimorfismo de nucleotideo unico — SNPs) (ndo necessariamente na regido
codificadora), mudangas estruturais, alteragdes no numero de cCromossomos,
translocagcdes nos cromossomos, metilacdo do DNA e acetilagdo ou deacetilacdo de
histonas (que altera expressdo génica), recombinagdo somatica, reorganizacdo da
cromatina e hipometilacdo dos promotores da codificacdo dos genes ABC, regulagdes
pds-transcricionais através de miRNAs, estabilizacdo pds-traducional das proteinas
transportadoras, entre outros (XIAO et al., 2020; VRANA et al., 2018). Observa-se que a
expressdo de transportadores ABC geralmente estéa aumentada em pacientes que
apresentam resisténcia a quimioterapia e, futuramente, pode servir como biomarcador
para a escolha de uma terapia mais adequada (VRANA et al., 2018).

O processo de resisténcia a multiplas drogas geralmente envolve a expressao de
inumeros transportadores ABC, n&o podendo ser restrita a somente um transportador.
Um tecido pode ter expresso na membrana de suas células diversos transportadores e
todos eles podem estar, de algum modo, envolvidos com o desenvolvimento de
resisténcia a quimioterapia. Por isso, a expresséo de inumeros transportadores em um
mesmo tecido pode dificultar a determinacao do papel de um transportador especifico no
mecanismo de resisténcia as drogas. Além disso, observa-se que a supressao da
expressdo de um transportador pode ser compensada pela expressdo de outro
transportador, como observado em células de leucemia linfocitica aguda (LLA). Nesse
tipo de neoplasia hematoldgica, a supressdo da expressdo do gene ABCA2 é
compensada pela expressao do gene ABCAS3 e vice-versa (LITMAN et al., 2000;
TSYGANOV et al., 2017; RAO et al., 2005; KNUTSEN et al., 2000; KLEFFEL et al.,2016;
EFFERTH et al., 2006).

O desenvolvimento de drogas que inibem os transportadores ABC tem surgido
como uma alternativa para reverter o processo de resisténcia mediado por esses

transportadores. No entanto, inibidores de primeira geragdo, como ciclosporina, tem
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apresentado uma toxicidade inaceitavel, enquanto inibidores de segunda gera¢do, como
vaslapodar, tem apresentado interagdes farmacocinéticas imprevisiveis, além de inibirem
outros transportadores e proteinas nao pertencentes a familia ABC. Inibidores de terceira
geragao, como tariquidar e zosuquidar, apresentam maior poténcia e especificidade para
o transportador ABCB1 ou glicoproteina P (P-gp), porém, ainda estdo em fase de testes
clinicos (LONGLEY e JOHNSTON, 2005).

Apesar dos transportadores ABCB1, ABCC1 e ABCG2 serem 0s mais conhecidos
e descritos na literatura e serem os principais transportadores associados a MDR,
estudos tém mostrado que outros transportadores ABC também podem influenciar a
absorcao, distribuicdo e excrecdo de agentes antineoplasicos e, consequentemente,
alterar a resposta a quimioterapia (PARK et al., 2006). Atribui-se esse papel de
resisténcia a quimioterapia aos outros transportadores ABC devido sua similaridade
estrutural e similaridade de sequéncia (PARK et al., 2006). Para esse trabalho, foram
selecionadas 20 proteinas ABC com base na revisdo de literatura realizada pelo
Laboratério de Cancer and Drug Resistance (LCDR), onde os critérios para sele¢ao dos
transportadores foram: genes da familia ABC que codificam para proteinas da familia
ABC e que possuem dois ou mais artigos em literatura sobre ensaios in vitro relacionados
a superexpressao e resisténcia aos agentes antineoplasicos; dois ou mais estudos sobre
superexpressao do gene em tecidos tumorais e dois ou mais estudos que contendo os
agentes antineoplasicos como substrato ou associado a resisténcia por expressao
desses genes. Na tabela 1, caracteristicas principais de cada subfamilia das proteinas
ABC clinicamente relevantes na MDR em cancer serdo abordadas. A unica subfamilia
néo presente € a ABCD, uma vez que muito pouco é conhecido sobre os transportadores
ABCD em cancer (HLAVAC et al., 2013) e nenhum quimioterapico é reconhecido como
substrato (WEEN et al., 2015).
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; Tipo de , Massa N° de Localizagao 81,3 A
Proteina transportador! Cromossomo (Da)® o celul2s Tecidos
Membrana
ABCA1 Transportador 9q31.1 254 302 > 261 endossomos, Pla(_:entas, adrenal,
Completo membrana bexiga
plasmatica
Membrana
ABCA2 Transportador 9q34.3 269 833 2435 lisossomos, Cerebrf), t|re0|$1e,
Completo membrana baco, figado, rim
endossomos
Pulm&o, cérebro,
ABCA3 Transportador 16p13.3 191 362 1704 Membfa_na tere0|de, testl’culos,
Completo plasmatica pancreas, musculo
esquelético
Membrana
plasmatica, Baco, medula
ABCA7 Transportador 19p13.3 234 350 2146 endossomos, Ossea, cérebro,
Completo complexo de linfonodos, pele,
Golgi, pulméo
citoplasma
ABCB1 Transportador 7q21.12 141 479 1280 Memb[a_na Adreqal, figado,
Completo plasmatica intestino
Meio Membrana 80 SR o
ABCB2 6p21.32 80.965 748 reticulo . : ’ ’
transportador _ intestino delgado,
endoplasmatico
pele
Membrana .
ABCB4 ransportador g4 45 441523 1286  plasmatica, Figado, adrenal,
Completo . baco, linfonodos
citoplasma
Transportador Membrana Wesltuilas, teeide
ABCBS5 7p21.1 138.641 1257 o adiposo, célon,
Completo plasmatica . 2
bexiga endométrio
Membrana
plasmatica,
Meio endossomos, Retina, testiculos,
ABCB6 2935 93.886 842 reticulo ovario, prostata,
Transportador i .
endoplasmatico, cérebro
complexo de
Golgi
Pulmao, testiculos,
ABCC1 Transportador 16p13.11 171.591 1531 Membfa_na esofago,’tlre0|de,
Completo plasmatica baco, prostata,
bexiga
Figado, rim,
ABccz Iransportador 44545 474207 1545 Membrana intestino, vesicula,
Completo plasmatica
duodeno
Figado, intestino
delgado, célon,
ABCC3 Transportador 17q21.33 169.343 1527 Membfa_na pr’ostata, ’Festlculo,
Completo plasmatica cérebro, rim,

adrenal, estdémago,
vesicula, bexiga
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Préstata, figado,

ABCc4 ransportador 4055 149527 1325 Membrana bexiga, rim,
Completo plasmatica LT .
tiredide, testiculo
Membrana Estémago, baco,
Transportador plasmatica, cérebro,
ABCC5 P 3927.1 160.660 1437 endossomos, endométrio,
Completo ~
complexo de esofago, pele,
Golgi préstata, bexiga
Baco, ovario,
medula 6ssea,
placenta,
ABCC10 Transportador 6p21.1 161.629 1492 Membfa_na endo[netrlo,
Completo plasmatica pulméao,
linfonodos,
prostata,
testiculos, pele.
Transportador Membrana Mama, testiculos,
ABCC11 16q12.1 154.301 1382 P prostata, figado,
Completo plasmatica .
cérebro
Linfonodos,
N&o é Citoplasma esofago,
ABCE1 4qg31.21 67.314 599 roplasma, testiculos, tireéide,
transportador mitocéndria . .
bexiga, vesicula,
cérebro
Testiculo, cérebro,
apéndice,
ABCF2 Nao 7436.1 71200 623  Membrana linfonodos,
transportador plasmatica esofago, tiredide,
coragéo,
endométrio
Membrana
Meio plasmatica, Baco, adrenal,
ABCG1 21¢22.3 75.592 678 complexo de pulméao, cérebro,
transportador . . A . -
Golgi, reticulo célon, intestino
endoplasmatico
Placenta, intestino
Meio Membrana delgado, figado
ABCG2 4g22.1 72.314 655 plasmatica, < A '
transportador célon, cérebro,

mitocondrias

endométrio

FONTES: ' WEEN et al.; 2015; 2NCBI — 2020; ¢ UNIPROT, 2022 (Disponivel em: https://www.uniprot.org/).

4 Modi et. al. 2022.

LEGENDA: *aa = aminoacidos

2.4.1 Subfamilia ABCA

A subfamilia ABCA & composta por 12 transportadores, sendo eles ABCA1-
ABCA10, ABCA12 e ABCA13 (HLAVATA et al., 2012), todos transportadores completos

(ANILLO et al., 2002).
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Os transportadores ABCA, em sua grande maioria, s&o encontrados na membrana
plasmatica e estdo envolvidos no transporte de lipideos (incluindo o colesterol). Muta¢des
nos genes de 7 dos 12 transportadores da subfamilia ABCA resultam no desenvolvimento
de doencgas genéticas (BARBET et al., 2012). Ja em relagéo a resisténcia aos agentes
antineoplasicos em células tumorais, ABCA71, ABCA2, ABCA3 e ABCA7 sé&o os genes
capazes de codificar os transportadores envolvidos na resisténcia.

A proteina ABCA1, também conhecida como ABC1, é codificada pelo gene
ABCA1, localizado no cromossomo 9g31.1 (LANGMANN et al., 2003; NCBI, 2020). Em
células normais, o transportador ABCA1 esta envolvido na manutencéo do colesterol
intracelular, no metabolismo de lipoproteina de alta densidade (através da combinacéo
de fosfolipideos e colesterol com a proteina ApoA1) e no transporte de fosfolipideos
(HEDDTICH et al., 2014; OISO et al., 2014). Devido ao seu papel no transporte e
metabolismo de lipideos, a expresséo de ABCAT pelas células pode influenciar a
morfologia e mobilidade das membranas celulares, uma vez que esses aspectos sao
dependentes da quantidade de colesterol e lipideos que compdem essas membranas,
influenciar o crescimento das células e sua divisdo e também agir sobre a sinalizagéo
entre células (HEDDTICH et al., 2014). Muta¢des no gene ABCA1 estao associados com
sindromes severas, como doenga de Tangier e hipoalfalipoproteinemia familiar (WANG
e ORAM, 2007; ANILLO et al., 2002).

Dentre os tumores que expressam ABCAT estdo tumor epitelial de ovario, tumor
de prostata, carcinoma epidermodide, cancer de pulmao, cancer de mama, tumor
hepatocelular e mesoteliomas (HEDDTICH et al., 2014; LEE et al., 2013; OISO et al.,
2014, PROCHAZKA et al., 2013). Em tumores de ovaério, a expressao de ABCAT esta
associada com um fendtipo mais agressivo, apresentando menor sobrevida livre de
progresséo, sobrevida global e pior prognéstico (HEDDTICH et al., 2014). J& nos tumores
de préstata, os transportadores ABCA1 também estdo envolvidos na regulagdo
intracelular de colesterol das células neoplasicas, sendo que o acumulo de colesterol
nessas células tem sido associado a um fendtipo mais agressivo e também com a
progresséo da doenca (LEE et al., 2013). No carcinoma de células epidermdides, ABCA1

pode conferir resisténcia a cisplatina, enquanto nos tumores de mama, a expressao de



42

ABCA1 estd associada com uma baixa resposta a quimioterapia neoadjuvante (OISO et
al., 2014; PROCHAZKA et al., 2013).

Um segundo transportador da subfamilia ABCA envolvido no processo de
multirresisténcia a drogas € o ABCA2, também conhecido como ABC2 (LANGMANN et
al., 2003). O transportador ABCA2 também esta envolvido no processo de controle do
colesterol, sendo expresso em células e tecidos que necessitam de altos niveis de
colesterol ou horménios esteroidais, como sistema nervoso central, sistema nervoso
periférico, neurdnios, prostata, ovario, utero e macréfagos (MACK et al., 2007). Os
transportadores também s&o expressos no cérebro, rim e coragédo (SZAKACS et al,,
2004, KAMINSKI et al.,, 2001). A proteina ABCA2 é composta por cerca de 2435
aminoécidos, com peso molecular de 270 kDa, sendo codificado pelo gene ABCA2
localizado no cromossomo 9934.3 (MACK et al., 2007; BOONSTRA et al., 2004, NCBI,
2020; KAMINSKI et al., 2001).

Em relacdo as células tumorais, ABCA2 pode ser encontrado em células de
leucemia linfoblastica e cancer de pulméo de pequenas células (EFFERTH et al., 2006;
RAHGOZAR et al., 2014; BOONSTRA et al., 2004). Nas células leucémicas, a presencga
dos transportadores ABCA2 podem causar resisténcia a metotrexato, vimblastina e
doxorrubicina, agentes antineoplasicos muito utilizados no tratamento das leucemias
(EFFERTH et al.,, 2006; RAHGOZAR et al., 2014). Estudos também mostram que
expresséo de ABCAZ2 pode estar relacionada com resisténcia a mitotano, tamoxifeno,
daunorrubicina, estramustina, mitoxantrona, entre outras (LAING et al., 1998; EFFERTH
et al., 2006).

O transportador ABCA3, ou ABC3, ¢ codificado pelo gene ABCAS3, localizado no
cromossomo 16p13.3, resultando em uma proteina com cerca de 1704 aminoacidos
(LANGMANN et al., 2003; ANILLO et al., 2002; NCBI, 2020). ABCA3 geralmente é
encontrada em membranas intracelulares, entre elas os lisossomos e corpos
multivessiculares, e é altamente expresso em células pulmonares (STEINBACH et al.,
2006; EFFERTH et al., 2006; OISO et al., 2014; STAHLMAN et al., 2007). Assim como
outros transportadores ABCA, ABCAS3 esta envolvido no transporte de lipideos. Devido
sua grande expressao em células pulmonares, especialmente nas epiteliais, ABCA3 tem

sido associado com o metabolismo de surfactantes pulmonares e com o desenvolvimento
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de corpos lamelares (BAN et al., 2007; STAHLMAN et al., 2007). A mutagéo nos genes
ABCA3 tem sido relacionada com doencgas respiratérias letais, especialmente em recém-
nascidos (STAHLMAN et al., 2007).

ABCA3 pode ser encontrado expresso em leucemias, linfomas, neuroblastoma,
cancer de mama, carcinoma epidermdide e tumor de pulmao (CHAPUY et al., 2008). Nas
células leucémicas, a expressao de ABCA3 estd relacionada com a resisténcia a
metotrexato, antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina, mitoxantrona), alcaldides da
vinca (vimblastina), imatinibe, lomustina (OVERBECK et al., 2013; EFFERTH et al., 2006;
STEINBACH et al.,, 2006; CHAPUY et al, 2009). Além disso, a presenga de
transportadores ABC nas células de leucemia aguda (tanto mieléide quando linfocitica)
parece influenciar no prognéstico da doenga, conferindo pior prognéstico (CHAPUY et
al., 2008; RAHGOZAR et al., 2014). No carcinoma epidermdide, a expressao de ABCA3
esta envolvida com a resisténcia a cisplatina (OISO et al., 2014), enquanto nas células
de tumores de pulmé&o, a presenca de ABCA3 também parece influenciar a resisténcia a
cisplatina e paclitaxel (OVERBECK et al., 2013).

Outro membro da subfamilia ABCA que parece estar relacionado com o
mecanismo de multirresisténcia é o transportador ABCA7, composto por 2146
aminoéacidos e codificado pelo gene ABCA7, localizado no cromossomo 19p13.3
(ANILLO et al., 2002; NCBI, 2020; BROCCARDO, et al., 2001). ABCA7 também & um
transportador completo e, em tecidos normais, pode ser encontrado expresso no bago,
timo e traqueia (BROCCARDO et al., 2001; LANGMANN et al., 2003). Assim como o
transportador ABCA3, a expressédo de ABCA7 em carcinomas epidermoides parece
conferir resisténcia a cisplatina (OISO et al., 2014). No cancer colorretal, a presenca de
ABCAY7 esta associado a um maior risco de progressao de doenga e pior desfecho clinico
(LIU et al., 2018). ABCA7 também pode ser encontrado superexpresso em tumores de
ovario, sendo observado uma expressao ainda maior nas metastases e conferindo
também um pior progndstico para esse tipo de tumor (LIU et al., 2018).

2.4.2 Subfamilia ABCB
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A subfamilia ABCB €& uma das mais conhecidas devido a presenca de um dos
transportadores mais conhecidos e caracterizados no mecanismo de resisténcia — o
transportador ABCB1, também chamado de glicoproteina P (HANKE et al., 2018). A
subfamilia ABCB também €& conhecida como TAP ou MDR e & composta por 11
transportadores (FRANK et al., 2005; CHEN et al., 2005). Cinco dos onze transportadores
s&o classificados como meio transportador, sendo eles ABCB2 (KOCH et al., 2004),
ABCB3 (KOCH et al., 2004), ABCB8 (ELLIOT e AL-HAJJ, 2009), ABCB9 e ABCB10
(ELLIOT e AL-HAJJ, 2009); os demais transportadores sao classificados como
transportadores completos.

O mais conhecido e um dos principais transportadores envolvidos no fendbmeno
de multirresisténcia, o transportador ABCB1, também conhecido como MDR-1 (multidrug
resistance 1 protein) ou P-gp, foi descrito pela primeira vez em 1976, onde foi detectado
superexpresso em células de ovario de camundongos chineses que apresentavam
resisténcia a droga colchicina. O nome de “glicoproteina P” se deu pelo fato de as células
apresentarem uma alteracdo na permeabilidade as drogas devido a presenca dessa
glicoproteina (JULIANO e LING, 1976; DALTON et al., 1986; LEVATIC et al., 2013;
KARATAS et al., 2016). A P-gp é composta por 1280 aminoacidos, com uma massa 142
kDa, codificada pelo gene ABCB1 ou MDR-1, localizado no cromossomo 7g21.12, sendo
um transportador completo por possuir dois dominios transmembrana e dois NBDs € ativa
na sua forma glicosilada na membrana (NCBI, 2020; PRAJATI, e SANGAMWAR, 2014;
ZHANG, YOU e ZHU, 2017; SHIRAKI et al., 2002). Dentre os transportadores ABC, o
transportador ABCB1 foi o primeiro a possuir sua estrutura tridimensional determinada.
Os dois dominios transmembrana formam uma cavidade hidrofdbica, no qual se ligam
uma grande variedade de substratos (PRAJAPATI e SANGAMWAR, 2014). Os
substratos do transportador ABCB1 variam de ions a carboidratos e macromoléculas,
sendo que muitos dos compostos transportados por ABCB1 n&o possuem relagc&o
quimica ou estrutural (LAWLOR et al., 2014; LEVATIC et al., 2013). Apesar de transportar
um grande numero de substancias que nao possuem relagéo quimica ou estrutural entre
si, observou-se que pode ocorrer uma resisténcia cruzada entre agentes que possuem
estrutura semelhante com compostos que sao substratos do ABCB1 (HANKE et al., 2018;
SHIRAKI et al., 2002).
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O transportador ABCB1 ¢ classificado como “onipresente”, uma vez que pode ser
encontrado em inumeros tecidos e células, sendo localizado principalmente na
membrana plasmatica, citoplasma, mitocéndrias e reticulo endoplasmatico de diversos
tecidos, entre eles glandulas adrenais, rins, epitélio do cdlon, utero, pulméo (COLE et al.,
1992; ZUTZ et al., 2009; NCBI, 2020). Além disso, ABCB1 pode ser encontrado em
importantes tecidos de protecdo, como barreia hemato-placentaria, barreira hemato-
testicular e barreira hematoencefalica, onde encontra-se principalmente na membrana
apical das células, desempenhando um papel importante na protecdo das mesmas,
participando na absor¢cdo e no efluxo de substratos e na eliminacao de compostos
danosos ou toxicos (CHEN et al., 2005; KORT et al., 2015; LEVATIC et al., 2013). Nos
tecidos tumorais, ABCB1 pode ser encontrado superexpresso em carcinoma de ovario,
tumores renais, tumores de mama, osteossarcoma, cancer de pulmao, carcinoma de
células de Merkel, cancer de colon e leucemias (ESKILLER et al., 2020; GAO et al, 2020;
ROUNDHILL, JABRI e BURCHILL, 2019; HANKE et al., 2018; KLEFFEL et al., 2016;
EFFERTH et al., 2006; MCDEVITT et al., 2006; SZAKACS et al, 2004; DALTON et al.,
1986)

Nos tumores de ovario, a superexpressdo de ABCB1 esta relacionada com a
resisténcia a vincristina, doxorrubicina e paclitaxel, sendo que os tumores de ovario
resistentes a paclitaxel e que superexpressam ABCB1 também estéo relacionados a um
pior prognoéstico, com piores respostas ao tratamento e desfecho clinico
(JANUCHOWSKI et al.,, 2013; SEBOROVA et al., 2019). Tumores de mama triplo
negativo que apresentam um aumento na expressao da P-gp parecem apresentar
resisténcia aos inibidores enzima poli ADP-ribose polimerase (PARP), especialmente o
olaparibe (ESKILLER et al., 2020). A superexpresséo de ABCB71 em tumores 0sseos
(osteossarcoma) induz a resisténcia as drogas utilizadas na primeira linha de tratamento
dessa neoplasia, entre elas a doxorrubicina, vincristina, etoposideos, cisplatina,
actinomicina d (também conhecida como dactinomicina) e metotrexato (ROUNDHILL,
JABRI e BURCHILL, 2019). Nas células de adenocarcinoma pulmonar, um aumento na
expresséo de P-gp pode induzir a resisténcia a agentes inibidores do protessoma, como
por exemplo, o carfilzomibe (HANKE et al., 2018), enquanto nas células de carcinoma de

Merkell, a presenca desses transportadores esta relacionado com resisténcia a
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carboplatina e etoposideo (KLEFFEL et al., 2016). Drogas utilizadas no tratamento de
cancer de colon, como a oxaliplatina, capecitabina e fluoruracila, podem induzir a
superexpressao do gene ABCB1 nessas células neoplasicas (GAO et al., 2020).

Dentre os agentes antineoplasicos que sao classificados como substratos do
transportador ABCB1 estdo as antraciclinas (doxorrubicina), os taxanos (paclitaxel),
derivados das epipodofilotoxinas (etoposideo), alcaloides da vinca (vimblastina,
vincristina), inibidores da PARP (olaparibe), cisplatina, actinomicina, metotrexato,
carboplatina, fluoruracila, carfilzomibe, entre outros (ESKILLER et al., 2020;
ROUNDHILL, JABRI e BURCHILL, 2019; ZHANG, YOU e ZHU, 2017; CHRISTIE et al,
2019; LANG et al., 2006; KLEFFEL et al., 2016; GAO et al., 2020; HANKE et al., 2018).
Além disso, polimorfismo genéticos no gene ABCB1 podem resultar em altera¢des na
farmacocinéticas de diversos agentes antineoplasicos, incluindo imatinibe, metotrexato,
doxorrubicina e vincristina (XIAO et al., 2020). O transportador ABCB1 também pode
influenciar a farmacodinamica de outras drogas, além das antineoplasicas, entre elas
antirretrovirais, bloqueadores do canal de calcio, neurolépticos, antiarritmicos,
antifungicos, entre outros (LANG et al., 2006; PRAJAPATI e SANGAMWAR, 2014).

Um segundo membro da subfamilia ABCB que esta envolvido no processo de
MDR € o ABCB2, cujo gene de mesmo nome se localiza no cromossomo 6p21.32.
ABCB2 também € conhecido como TAP1 (transportador associado ao processo de
antigeno — transporter associated with antigen process) (DE LA SALLE et al., 2002; NCBI,
2020). ABCB2 ou TAP1 € um meio transportador, o qual dimeriza com o transportador
ABCB3 no reticulo endoplasmatico para participar do processo de apresentacdo de
antigeno do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) do tipo | (KOCH et al.,
2004; HEIMERL et al., 2007; SZAKACS et al., 2004). Devido a essa fungéo, a expressao
de ABCB2 e ABCB3 s&o coordenadas (SZAKACS et al., 2004). Em tecidos saudaveis,
ABCB2 pode ser encontrado expresso em células do pulméo e bago (LANGMANN et al.,
2003). Ja em tecidos neoplasicos, ABCB2 € encontrado superexpresso em
adenocarcinoma ductal do pancreas, carcinoma gastrico e melanoma (XU et al., 2013;
BOONSTRA et al., 2004; HEIMERL et al., 2007). Nos tumores gastricos, a expressao de

ABCB2 esté relacionado com a resisténcia a mitoxantrona (BOONSTRA et al., 2004)
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A proteina ABCB4 é muito similar ao transportador ABCB1, sendo que a sequéncia
de aminoécidos possui similaridade de 82%. ABCB4 é uma glicoproteina transmembrana
que age como um transportador transmembrana e é codificada pelo gene ABCB4,
também conhecido como MDR3 ou MDR2, localizado no cromossomo 7921.12 (SMITH
et al,, 2000; GILLET et al., 2004; NCBI, 2020; DUAN, BRAKORA e SEIDEN, 2004).
ABCB4 ¢ encontrada principalmente no figado, especificamente nas membranas dos
hepatdécitos do caniculo biliar, onde parece ter um papel no transporte de fosfatidilcolina
(CHEN et al., 2005; HEIMERL et al., 2007). Diferentemente dos outros transportadores
ABC, ABCB4 atua no transporte de fosfatidilcolina através da translocacdo dessa
substancia por um movimento conhecido como “flipase” (LANG et al., 2006). Por ser
altamente expresso no figado, muta¢cdes no gene MDR3 resultam em doencgas
hereditarias, como colestase intra-hepatica progressiva (subtipos 2 e 3) e colestase intra-
hepatica da gravidez (LANG et al., 2006; SMITH et al., 2000). Além disso, a deficiéncia
de expressao do transportador ABCB4 também pode causar sérios danos hepaticos nos
humanos, sendo necessario transplante de figado quando a auséncia do transportador €
completa (SMITH et al., 2000).

Devido a similaridade de sequéncia de residuos de aminoacidos com ABCB1,
ABCB4 possui afinidades por substratos que também séo transportados por ABCB1,
como a digoxina, ivermectina, daunorrubicina, paclitaxel e vimblastina (LANG et al., 2006;
DUAN, BRAKORA e SEIDEN, 2004; SMITH et al., 2000). A superexpressao de ABCB4
em células de cancer de ovario parece causar resisténcia a vincristina e doxorrubicina
(JANUCHOWSKI et al., 2013). J& nas células leucémicas do tipo B, a presenca de ABCB4
parece influenciar o transporte de daunorrubicina (SMITH et al., 2000).

Assim como ABCB4, ABCB5 também possui alta similaridade estrutural com
ABCB1, cerca de 70%. Codificado pelo gene ABCBS, localizado no cromossomo 7p.21.1,
o transportador ABCBS parece atuar na manutencgéo da hiperpolarizagao das membranas
celulares e também no processo de melanogénese (NCBI, 2020; CHEN et al., 2005;
FRANK et al., 2005). Nos tecidos saudaveis, ABCB5 pode ser encontrado expresso no
sistema nervosa, testiculos, retina, colon, estbmago e glandulas mamarias (FRANK et
al., 2005). Nos tumores, ABCB5 pode estar superexpresso e induzir multiressisténcia em

melanoma, cancer colorretal, carcinoma hepatocelular e carcinoma de células Merkel
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(KLEFEL et al., 2016). Nas células de melanoma, a expressédo de ABCB5 esta
relacionado com a resisténcia & doxorrubicina, sendo que o bloqueio de ABCB5 faz com
que haja um aumento nas concentracgdes intracelulares da droga (HEIMERL et al., 2007
FRANK et al., 2005). Por outro lado, nas células de carcinoma de Merkel, a expressao
de ABCBS confere resisténcia aos agentes antineoplasicos utilizados como primeira linha
de tratamento, dentre eles a carboplatina e o etoposideo (KLEFEL et al., 2016). Além
disso, o transportador ABCB5 também é responsavel pelo transporte e resisténcia a
mitoxantrona, fluoruracila e camptotecinas (FRANK et al., 2005)

Outro membro da subfamilia ABCB, € o transportador ABCB6, ou MTABCS3, uma
proteina de 93 kDa, localizada principalmente na membrana mitocondrial (CHEN et al.,
2005; ELLIOT e AL-HAJJ, 2009; HEIMERL et al., 2007). Codificada pelo gene ABCB6
localizado no cromossomo 2g35, ABCB6 também pode ser expresso na membrana
plasmatica das células e participa do processo de homeostase do ferro intracelular,
evitando 0 acumulo de ferro nas mitocéndrias (HELIAS et al., 2013; CHEN et al., 2005).
O transportador ABCB6 esta envolvido no transporte de porfirinas, participando da
biossintese e diferenciacdo dos eritrocitos (HELIAS et al., 2013; MINAMI et al., 2014;
HEIMERL et al., 2007). Mutagdes no gene que codifica esse transportador nos eritrocitos
estdo associadas com uma perda anormal de potassio por essas células, podendo
resultar na pseudo hipercalemia familiar (ANDOLFO et al., 2012). Além disso, o0 gene
ABCB6 também esta relacionado com a expressado de um antigeno presente nos
eritrocitos, que confere um tipo sanguineo extremamente raro no mundo, conhecido
como LAN. O tipo sanguineo LAN geralmente é identificado quando ha alguma
investigacao sobre incompatibilidade entre méae e feto (HELIAS et al., 2013).

Em tecidos saudaveis, ABCB6 encontra-se expresso nos eritrocitos, musculo
cardiaco, musculo esquelético, testiculos e no olho (CHEN et al., 2005; LANGMANN et
al., 2003; WANG et al., 2012). Nos tecidos tumorais, a expressao de ABCB6 ¢ identificada
em células de melanoma, tumor hepatocelular, cancer de mama e cancer de pulmao n&o
pequenas células (HELIAS et al., 2013; HEIMERL et al., 2007; PARK et al., 2006). Nos
tumores de mama, observa-se que a expressdo de ABCB6 aumenta apds algum
tratamento neoadjuvante com agentes como paclitaxel, fluoruracila, epirrubicina e

ciclofosfamida, tornando essas células resistentes a quimioterapia (HEIMERL et al.,
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2007; MINAMI et al., 2014). A expressdo de ABCB6 também esta relacionada com a
resisténcia a fluoruracila, vincristina e campotecina (MINAMI et al., 2014; HELIAS et al.,
2013).

2.4.3 Subfamilia ABCC

Os transportadores da subfamilia ABCC, também denominada subfamilia MRP
(multidrug resistance-associated protein — proteina associada a multirresisténcia a
drogas), estdo envolvidos no transporte de uma grande quantidade de anions e
conjugados organicos, como sulfatos, fosfatos, glutationa e glutamato, além de estarem
envolvidos no transporte de inumeras drogas (SZAKACS et al., 2004; CHEN et al.,2003;
WIELINGA et al., 2005). A subfamilia ABCC é composta por 12 proteinas, incluindo a 49°
proteina da subfamilia ABC (ABCC13), o qual parece ser uma proteina néo funcional e,
por isso, ndo € considerada um transportador (ZHANG et al., 2018a; YABUUCHI et
al.,2002; SZAKACS et al., 2004). A maioria dos transportadores ABCC possuem um
terceiro dominio transmembrana, presente na regido amino-terminal, que ndo possui
funcao definida. Devido a presencga desse terceiro dominio, os transportadores MRP-1,
2,3,6 e 7 possuem 17 segmentos transmembrana, enquanto os demais transportadores
(MRP-4, 5, 8 e 9) possuem a tipica estrutura de um transportador ABC completo, com 2
dominios transmembranas, 12 segmentos transmembranas e dois NBDs, sendo
denominados como “MRP’s curtos” (XIAO et al., 2020; OGURI et al., 2007; HOPPER-
BORGE et al., 2004; DEELEY, WESTLAKE e COLE, 2006).

O primeiro membro da subfamilia ABCC é o transportador ABCC1, uma proteina
de aproximadamente 171 kDa, o qual é codificada pelo gene ABCC 1, também conhecido
como MRP-1 (multidrug resistance-associated protein 1), localizado no cromossomo
16p13.1 (COLE et al., 1992; NCBI, 2020; GAO et al., 2016). O transportador ABCC1 é
um transportador completo, possui 2 dominios transmembrana (transmembrane domains
— TMD) e dois dominios NBDs, além do terceiro TMD sem fun¢ao definida, caracteristico
da subfamilia ABCC (XIAO et al., 2020). Os TMDs sé&o responsaveis pelo transporte dos
substratos através da formacdo de um canal. Ja os dominios citoplasmaticos s&o

responsaveis pela hidrélise da adenosina trifosfato (ATP) (XIAO et al., 2020). Em relagdo
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a sua localizagdo intracelular, ABCC1 pode ser encontrado no citoplasma, no nucleo, no
complexo de golgi, nos lisossomos, na membrana plasmatica e também na membrana
mitocondrial, onde parece desempenhar um papel na protecdo do DNA contra danos,
além do seu papel no efluxo de toxinas e xenobidticos, como os demais transportadores
ABC (ROUNDHILL, TURNBULL e BURCHILL, 2016; ROUNDHILL e BURCHILL, 2012;
PIATKOV et al., 2017).

O transportador ABCC1 pode ser encontrado em um grande numero de tecidos
saudaveis, entre eles, pulmao, bexiga, baco, rim, glandulas tiredide, glandulas adrenais,
placenta, barreira hematoencefalica e células endoteliais (PIATKOV et al., 2017). Nos
tecidos neoplasicos, a expressdo de ABCCT pode se encontrar aumentada em
carcinomas hepatocelulares, adenocarcinoma colorretal, cancer de bexiga, cancer de
pulmao de pequenas células e de ndo pequenas células, sarcoma de Ewing, melanoma,
tumores de ovario e tumores de mama (BOREL et al., 2012; GAO et al,, 2019; LI, XIE e
ZHANG, 2019; PIATKOV et al., 2017, ROUNDHILL, TURNBULL e BURCHILL, 2016;
HEIMERL et al., 2007; SEBOROVA et al., 2019; YAMADA et al., 2013; PARK et al., 2006)

ABCC1 tem a capacidade de transportar substratos conjugados com grandes
grupos aniénicos (XIAO et al., 2020), sendo que drogas conjugadas com glutationa,
glucuronato e sulfato parecem ter maior afinidade pelo transportador ABCB1 quando
comparado a outros transportadores (HIPFNER et al., 1999; BORST et al.; 2000). Em
relacéo aos agentes antineoplasicos, ABCC1 esta envolvido no transporte e resisténcia
de agentes antifolatos (como metotrexato), ciclofosfamida, doxorrubicina, docetaxel e
fluoruracila, enquanto a exposi¢ao a agentes como doxorrubicina e etoposideo parecem
influenciar a superexpress&o desse transportador (WIELINGA et al., 2005; ROUNDHILL
e BURCHILL, 2012; XIAO et al., 2020; YAN et al., 2019). Além disso, polimorfismos
genéticos no gene que codifica ABCC1 esta associado a toxicidade hematoldgica
causada por drogas antineoplasicas, como fuoruracila, epirrubicina e ciclofosfamida
(XIAO et al., 2020).

No adenocarcinoma colorretal € no carcinoma hepatocelular, a superexpressao de
ABCC1 esta relacionada com a resisténcia a oxaliplatina, além de conferir um fendtipo
mais agressivo para carcinomas hepatocelulares e influenciar a metastase e prognéstico
nos adenocarcinomas colorretais (HUANG et al., 2018; GAO et al., 2019; YAN et al.,
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2019). Em tumores de bexiga, ABCC1 confere resisténcia a gencitabina, enquanto a
superexpressao desses transportadores em sarcoma de Ewing e cancer de ovario esta
associado a um desfecho clinico desfavoravel (LI, XIE e ZHANG, 2019; SEBOROVA et
al., 2019; ROUNDHILL, TURNBULL e BURCHILL, 2016). A superexpress&o nos tumores
de mama confere resisténcia a ciclofosfamida, metotrexato, fluoruracila, doxorrubicina,
docetaxel e talazoparibe (ESKILLER et al., 2020; YAN et al., 2019; XIAO et al., 2020;
GAO et al., 2016).

O transportador ABCC2, também conhecido como MRP2 ou cMOAT (canalicular
multispecific organic anion transporter) € codificado pelo gene ABCC2, localizado no
cromossomo 10g24.2 e esta envolvido no transporte fisiolégico de anions organicos,
como a bilirrubina conjugada, e na excrecdo hepatobiliar de alguns componentes,
incluindo drogas (KNUTSEN et al., 2000; SZAKACS et al., 2004; SUROWIAK et al., 2006;
BURGER et al., 2003; NCBI, 2020). Devido sua fun¢do, em condi¢des fisioldgicas, 0s
transportadores ABCC2 podem ser encontrados principalmente na membrana plasmatica
das células do figado, nas membranas das células dos tubulos proximais no rim, mas
também no intestino, vesicula biliar e puiméo (SUROWIAK et al., 2006).

Nos tecidos tumorais, ABCC2 pode ser encontrado superexpresso no carcinoma
hepatocelular, melanoma e carcinoma de ovario (BOREL et al., 2012; HEIMERL et al.,
2007; SUROWIAK et al., 2006). A superexpresséo desse transportador esta associado a
resisténcia aos agentes antineoplasicos derivados da platina, como cisplatina e
carboplatina, sendo que o tratamento com cisplatina pode induzir um aumento na
expresséo dos transportadores ABCC2 em tumores de ovario (SUROWIAK et al., 2006).
Tanto 0 melanoma quanto tumores de ovario que s&o resistentes a cisplatina estao
fortemente associados a uma superexpressao de ABCC2, além de influenciar o desfecho
clinico do paciente (HEIMERL et al., 2007; SUROWIAK et al., 2006; ELSNEROVA et al.,
2016). Além da carboplatina e cisplatina, outros agentes que sao substratos do
transportador ABCC2 sao oxaliplatina, vimblastina, derivados da camptotecina e
antifolatos, entre eles o metotrexato e alimta (BURGER et al., 2003; WIELINGA et al.,
2005; BISWAS et al., 2019).

Outro representante da subfamilia ABCC envolvido nos mecanismos de

resisténcia a quimioterapia, € o transportador ABCC3. Também conhecido como MRP3,
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o transportador € codificado pelo gene de mesmo nome, localizado no cromossomo
17921.33 (GILLET et al., 2004, HUANG et al. 2004; NCBI, 2020). ABCC3 pode ser
localizado nas membranas plasmaticas das células do figado, intestino delgado, cdlon,
prostata, testiculo, rim, adrenal, bexiga, estdmago, entre outros e esta envolvido no
transporte de compostos conjugados a glucuronato e glutationa, além de participar no
transporte de acidos biliares (BOREL, et al., 2012; CHEN et al., 2003; NCBI, 2020;
UNIPROT, 2022c). Nos tumores, observa-se uma expressao aumentada de ABCC3 em
tumores de ovario, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células de Merkel, cancer de
mama, adenocarcinoma ductal de pancreas e tumor de pulm&o de ndo pequenas células
(BOREL et al., 2012; ELSNEROVA et al., 2016; KLEFFEL et al., 2016, ADAMSKA et al.,
2019; WANG et al., 2020). No adenocarcinoma ductal de pancreas, a superexpressao de
ABCCS3 esta relacionado com a regulagéo da cascata de sinaliza¢do celular que atua no
crescimento e progresséo das células neoplasicas (ADAMSKA et al., 2019). Além disso,
tanto nos tumores de pancreas quanto nos tumores de pulmao de ndo pequenas células,
0 aumento do numero de transportadores ABCC3 esta associado a um mau progndstico
para essas doengas (ELSNEROVA et al., 2016; ADAMSKA et al., 2019). No carcinoma
de células de Merkel, a superexpressdo de ABCC3 confere resisténcia a carboplatina e
etoposideo, sendo essas as drogas indicadas no tratamento de primeira linha dessa
patologia (KLEFFEL et al., 2016). Outros agentes antineoplasicos que séo substratos do
transportador ABCC3 séo antifolatos (metotrexato), teniposideo e etoposideo (HUANG
et al., 2004; WIELINGA et al., 2005; WANG et al., 2020).

O transportador ABCC4, também nomeado de MRP4, diferentemente da grande
maioria dos transportadores pertencentes a subfamilia ABCC, é um transportador
completo que ndo possui um terceiro TMD N-terminal (GUQO et al., 2003). Localizado no
cromossomo 13g32.1, o0 gene ABCC4 codifica o transportador ABCC4 que esta envolvido
no transporte de xenobidticos e no transporte de moléculas que participam de
sinalizagdes intracelulares (RUSSEL, KOENDERINK e MASEREEUW, 2008; ZHU et al.,
2018; NCBI, 2020). ABCC4 pode ser encontrado na membrana das células dos tubulos
proximais nos rins, nas membranas das células epiteliais, nas membranas das células
dendriticas e nas plaquetas (VAN AUBEL et al., 2002 LAl e TAN, 2002; VAN DE VEN et
al., 2008; JEDLITSCHKY et al., 2004). Além disso, observa-se a expressao de ABCC4
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nas membranas das células endoteliais dos capilares do cérebro, onde conferem
protec&o contra citotoxinas e drogas, como o topotecano (LEGGAS et al., 2004).

Em relagdo as células neoplasicas, ABCC4 pode ser encontrado expresso em
células de leucemia e linfomas, células de adenocarcinoma ductal de pancreas, tumores
gastricos, retinoblastoma, tumores de mama, tumores de prostata, osteossarcomas e
neuroblastomas (CAROZZO et al., 2019; ZHANG et al., 2015a; ZHANG et al., 2015b;
ZHU et al., 2018; HU et al., 2019; LANGMANN et al., 2003; HE et al., 2015; MURRAY et
al., 2017; DRENBERG et al.,, 2016). Dentre os agentes antineoplasicos que s&o
substratos de ABCC4 estdo os analogos das purinas (mercaptopurina, tioguanina),
antifolatos (metotrexato), citarabina (DEAN et al., 2002; CHEN et al., 2002; WIELINGA et
al., 2005; GUO et al., 2003; WIELINGA et al., 2002). Nas células de retinoblastoma, a
superexpressao de ABCC4 esta relacionada com a resisténcia a carboplatina (ZHU et al.,
2018), enquanto nas células de neuroblastoma, o transportador confere resisténcia ao
irnotecano (MURRAY et al., 2017). Nas células de leucemia linfoide aguda, a expressao
de ABCC4 é descrita como um dos mecanismos de resisténcia para os antimetabdlitos
(DRENBERG et al., 2016).

O transportador ABCC5 é outro transportador ABCC que € completo, porém néo
possui 0 TMD N-terminal extra como outros transportadores da subfamilia. Codificado
pelo gene ABCCS, localizado no cromossomo 3927.1, a proteina ABCC5 também é
chamada de MRP-5 e € um transportador aniénico anfipatico, estando presente em quase
todos os tecidos do corpo humano, participando no transporte de nucleotideos e nas
cascatas de sinalizacdes intracelulares (GILLET et al., 2004; NCBI, 2020; WIELINGA et
al., 2002; GUO et al., 2003; CHEN et al., 2003). Em tecidos saudaveis, ABCC5 pode ser
encontrado na membrana plasmatica, no complexo de golgi, € nos endossomos de
células da traqueia, pulméo, prdstata, testiculos, bago e utero (LANGMANN et al., 2003;
UNIPROT, 2022c). Nos tumores, observa-se uma superexpressado do gene ABCC5 em
tumores de préstata e carcinomas hepatocelulares (BOREL et al., 2012; ZHANG et al.,
2018a). No carcinoma hepatocelular, a presencga do transportador ABCCS5 parece causar
resisténcia a metotrexato e alimta (WIELINGA et al., 2005). Nos tumores de prostata, o
transportador esta envolvido no processo de metastase, conferindo um mau prognéstico

e pior sobrevida global dos pacientes (ZHANG et al., 2018a). Dentre os agentes
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antineoplasicos transportados por ABCC5 estdo os analogos dos nucleotideos (como
mercaptopurina, tioguanina, antimetabdlitos (como metotrexato, raltitrexato, fluoruracila)
e paclitaxel, (ZHANG et al., 2018a; PARK et al., 2006; GUO et al., 2003).

Outro representante da subfamilia ABCC é o transportador ABCC10, ou MRP7
(KATHWALA et al., 2014). Identificado pela primeira vez em 2001, o transportador
ABCC10 funciona como transportador aniénico anfipatico, com 161 kDa de peso
molecular e o0 gene que o codifica esta localizado no cromossomo 6p21.1 (GILLET et al.,
2004; NCBI, 2020; HOPPER-BORGE et al., 2004; HOOPER et al., 2001). Em células
humanas saudaveis, é possivel identificar a presengca de ABCC10 na membrana
plasmatica de células da traqueia, pulmé&o e utero (LANGMANN et al., 2003; UNIPROT,
2022c), onde parece participar do transporte de substancias conjugadas a glucuronato e
glutationa (CHEN et al., 2003). Nos tumores, observa-se uma superexpressdo de
ABCC10 em tumores de pulmé&o de n&o pequenas células e carcinoma hepatocelular,
sendo que nos tumores de pulmao, a expressdo dos receptores esta associada a
alteragbes na farmacocinética e toxicidade de docetaxel (BOREL et al., 2012; SONE et
al., 2019). Outros agentes antineoplésicos que podem desenvolver resisténcia por serem
substratos de ABCC10 sdo os taxanos (paclitaxel, docetaxel), alcaloides da vinca
(vincristina, vimblastina e vinorelbina), antraciclinas (doxorrubicina) e analogos dos
nucleotideos (gencitabina, citarabina) (SONE et al., 2019; ZHANG, YOU e ZHU, 2017;
KATHWALA et al., 2014; HOPPER-BORGE et al., 2004).

Um ultimo transportador da subfamilia ABCC que parece estar envolvido nos
mecanismos de multirresisténcia é ABCC11. Também descrito pela primeira vez em
2001, ABCC11, ou transportador MRP8, é uma proteina glicosilada de 154 kDa que
funciona como uma bomba de efluxo aniénica lipofilica e cujo gene, de mesmo nome que
a proteina, localiza-se no cromossomo 16g21.1 (GILLET et al., 2004, NCBI, 2020, GUO
et al., 2003; BERA et al., 2001). Assim como ABCC4 e ABCC5, ABCC11 também n&o
possui o terceiro TMD N-terminal extra e pode ser expresso no testiculo, utero, figado,
mama e prostata (GUO et al., 2003; LANGMANN et al. 2003; OGURI et al., 2007). Em
condigdes fisioldgicas normais, ABCC11 estd envolvido no efluxo de segundos
mensageiros intracelulares, influenciando a cascata de sinalizag&o intracelular (GUO et

al., 2003). ABCC11 esta envolvido no transporte de inumeros agentes antineoplasicos,
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sendo que os analogos dos nucleotideos parecem possuir uma maior afinidade por esse
receptor (PARK et al., 2006; SZAKACS et., 2004). Outros agentes que sao transportados
por ABCC11 sdo o metotrexato, pemetrexede, analogos das purinas e fluoropirimidinas,
incluindo fluoruracila e seus metabdlitos ativos e inativos (OGURI et al., 2007; YAMADA,
et al. 2013; UEMURA et al., 2019; GUO et al., 2003). Células de hepatocarcinoma celular,
cancer de pulméao de nao pequenas células e tumores de mama parecem superexpressar
ABCC11, sendo que nos tumores de mama essa superexpressdo esta relacionada a um
fendtipo mais agressivo e mau prognostico (BOREL et al., 2012; OGURI et al., 2007,
YAMADA et al., 2013).

2.4.4 Subfamilia ABCE

A subfamilia ABCE & composta por somente um membro, ABCE1, o qual foi
primeiramente descrito como inibidor da atividade da RNase L (KARCHER, SCHELE e
HOPFNER, 2008; ZHANG et al., 2018a). A proteina ABCE1 é composta por 599
aminoécidos e possui massa de 68 kDa (QU e ZHANG, 2015). Codificado pelo gene
ABCE1 localizado no cromossomo 4q31.21, a proteina ABCE1 contém somente NBDs,
o qual dimeriza com a RNase L e interfere em inumeras atividades biolégicas (CHEN et
al., 2006; SEBOROVA et al., 2019, ZHANG et al., 2018a; NCBI, 2020). Sua atividade esta
relacionada com a traducdo de proteinas, biossintese de ribossomos e inibicdo da
atividade ribonuclease L intracelular, sendo essa ultima responsavel por agir na inibicao
da apoptose e induzir a proliferacdo e diferenciac&o celular (SEBOROVA et al., 2019; QU
e ZHANG, 2015). Em tecidos saudaveis, ABCE1 € encontrada no cérebro, rins, pulmdes,
figado, bago, coracdo, pancreas, traqueia, prostata e testiculos (HUANG et al., 2014;
LANGMANN et al., 2003). J&a em relacdo a sua localizagdo intracelular, ABCE1 esta
presente predominantemente no citoplasma, mas pode ser localizado nas mitocéndrias
e participar do rearranjo do citoesqueleto das células (HAN, TIAN e TIAN, 2016; HUANG
et al., 2014).

A expressdo de ABCE1 nas células neoplasicas esta relacionada tanto com o
processo de carcinogénese (proliferacdo, migracdo e invasdo das células tumorais)

quando no processo de resisténcia a agentes antineoplasicos (ZHANG et al., 2018a; YU,
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HAN e TIAN, 2017; SHICHIJO et al., 2005). A superexpressdo de ABCE1 foi identificada
em inumeros tumores, entre eles melanoma, retinoblastoma, cancer colorretal, cancer de
mama, cancer de esdfago, carcinoma hepatocelular, cancer de prostata, glioma e cancer
de pulmao (HAN, TIAN e TIAN, 2016; ZHANG et al., 2018a). A presenca de ABCE1 nos
gliomas parece estar relacionado com a resisténcia a temozolamida, principal droga
utilizada no tratamento dessa patologia (ZHANG et al., 2018a). Além disso, tumores de
mama apresentaram um aumento na expressao de ABCE 1 apds tratamento com agentes
antineoplasicos quando comparados com tecidos saudaveis (HLAVAC et al., 2013).

2.4.5 Subfamilia ABCF

A subfamilia ABCF é composta por 3 membros (ABCF1, ABCF2 e ABCF3), sendo
que somente o ABCF2 esta envolvido com o processo de multirresisténcia as drogas em
células tumorais (BAO et al., 2017). As proteinas ABCF contém NBDs, porém, n&o
possuem TMD. Devido a sua estrutura, os membros da subfamilia ABCF possuem um
papel no processo sintese de proteinas, especialmente na tradu¢do e no alongamento
das mesmas (BAO et al,, 2017, SEBOROVA et al., 2019; OGAWA et al., 2006).

O gene que codifica para proteina ABCF2 encontra-se no cromossomo 7936.1.
Nas células neoplasicas, a proteina ABCF2 encontra-se no citoplasma ou no nucleo das
células (GILLET et al., 2004; NCBI, 2020; TSUDA et al., 2005; NISHIMURA et al., 2007).
Dentre os tumores que superexpressam ABCF2 estdo os tumores de mama, melanoma,
tumores de ovario e tumores gastricos, nos quais essas proteinas parecem conferir
resisténcia a agentes antineoplasicos (ZHANG, et al., 2018b; OGAWA et al., 20086;
HENDIG et al., 2009). Nos tumores de mama, observou-se um aumento na expressao
de ABCF2 ap0s tratamento (HLAVAC et al., 2013). J& em relagao aos tumores gastricos,
a superexpressao de ABCF2 parece conferir resisténcia a oxaliplatina, enquanto nos
tumores de ovario confere resisténcia a cisplatina, além de um prognédstico desfavoravel
(HENDIG et al., 2009; ZHANG, et al., 2018b).

2.4.6 Subfamilia ABCG
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A subfamilia ABCG é composta por meio transportadores que, assim como outros
membros da familia ABC, estdo envolvidos no transporte de lipideos (TARLING e
EDWARDS, 2011). Composta por 5 membros (ABCG1, ABCG2, ABCG4, ABCGS e
ABCGS8), as proteinas ABCG possuem um TMD e NBD, sendo necessario dimerizagéo
(tanto homodimeros quanto heterodimeros) para que os membros funcionem como
transportadores (ENGEL et al, 2001, TARLING e EDWARDS, 2011). Esses
transportadores sdo amplamente distribuidos nas células, podendo ser encontrados na
membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico, mitocdndrias, corpos lamelares e
peroxissomos (TARLING e EDWARDS, 2011). ABCG1 e ABCG2 sao os transportadores
da subfamilia ABCG envolvidos nos mecanismos de resisténcia a drogas.

O transportador ABCG1 é codificado pelo gene ABCG1, também conhecido como
ABCS8, localizado no cromossomo 21922.3, e esta envolvido no transporte de lipideos,
incluindo a regulacdo do colesterol intracelular (ZHAN et al., 2019; CHEN et al., 20164;
GILLET et al., 2004, NCBI, 2020; KLUCKEN et al., 2000). ABCG1 é amplamente
distribuido em células saudaveis, podendo ser encontrado em células mieldides, células
linfociticas, células endoteliais, entre outros (SAG et al., 2015). Em relagdo a sua
localizagdo celular, o transportador ABCG17 pode ser encontrado na membrana
plasmatica, complexo de golgi e reticulo endoplasmatico (UNIPROT, 2022g).

Em células tumorais, ABCG1 parece desempenhar um papel no microambiente
tumoral, sendo que sua auséncia resulta em um acumulo de colesterol, desenvolvimento
de uma cascata de reacbes inflamatorias que previnem o crescimento do tumor e
induzem a apoptose (SAG et al., 2015). Estudos mostram que ABCG1 esta super
expresso em tumores de ovario, cancer de pulmao e glioblastoma (ZHAN et al., 2019,
HUSSAIN et al., 2018; CHEN et al., 2016a). A superexpressédo de ABCG71 em células de
glioblastoma esta associado com um pior prognéstico (CHEN et al., 2016a). J& no cancer
de pulmao, além de participar no processo de proliferagcdo e invasdo das células
cancerosas, ABCG1 também parece conferir resisténcia a cisplatina nesse tipo de tumor
(ZHAN et al., 2019).

O segundo transportador da subfamilia ABCG envolvido nos mecanismos de
resisténcia a quimioterapia € o transportador ABCG2, sendo este um dos transportadores
mais conhecidos e estudados, juntamente com ABCB1 e ABCC1 (XIAO et al., 2020).
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ABCG2 também € conhecido como proteina de resisténcia do cancer de mama (breast
cancer resistance protein — BCRP) ou proteina resistente a mitoxantrona (mitoxantrone
resistance-associated gene — MXR), sendo que em 1998, Allikmets et. al descreveram a
proteina ABCG2 como ABCP1 (GOSE et al., 2020; LITMAN et al., 2000). Essa proteina
€ composta por 655 aminoacidos, possui 72 kDa, 16 exons € 15 introns, € codificada pelo
gene ABCG2, localizado no cromossomo 4g22.1 e possui sua estrutura tridimensional
determinada (LITMAN et al., 2000; RAQ et al., 2005; CANDEIL et al., 2004; NCBI, 2020).
Assim como outros membros da subfamilia ABCG, ABCG2 é um meio transportador que
necessita de dimerizac&o para funcionar, sendo a homodimerizagdo a mais comum de
ocorrer para essa proteina (LITMAN et al., 2000; CANDEIL et al., 2004).

ABCGZ2 pode ser expresso por inumeros tecidos, entre eles placenta, enterdcitos,
membrana canalicular do hepatdcito, ductos e I6bulos da mama, veias e capilares dos
vasos sanguineos, linfécitos, células tronco hematopoiéticas, barreira hematoencefalica,
prostata e utero (WEISS et al., 2007, LANGMANN et al.,, 2003). A presenca desse
transportador em importantes tecido de barreira sdo indicativos de um papel importante
de ABCG2 na protecao desses tecidos atraveés da absorg¢ao e eliminagéo de xenobidticos
(KORT et al.,, 2015). Em relag&o a localizacgado intracelular, o transportador ABCG2 pode
ser encontrado, em grande maioria, no citoplasma e na membrana plasmatica (LITMAN
et al., 2000), podendo também ser encontrado no nucleo de células de carcinoma
hepatocelular, tumores de cabeca e pescoco, tumores de pulmio e células de
glioblastoma (CHEN, et al, 2016b; LIANG et al., 2015). Em tecidos saudaveis, a disfuncéo
de ABCG2 esté relacionado com alteragdes no transporte de 4cido urico, ocasionando a
hiperuricemia e, consequentemente, pode estar envolvido no desenvolvimento de gota,
doencas renais e hipertensao (GOSE et al., 2020).

A superexpressao do transportador ABCG2 foi identificada em um grande nimero
de tumores, entre eles: cancer de cdlon, tumor de ovario, carcinoma hepatocelular,
carcinoma de células escamosas de laringe, tumores de cabeca e pescocgo, glioblastoma,
cancer de pulméo, tumores agressivos de mama e cancer de prostata (XIE et al., 2014;
HUSSAIN et al., 2018; CHEN, et al, 2016b; LIANG et al., 2015; YAMADA et al., 2013;
SABNIS et al., 2017). Devido a sua vasta expressdo em tumores, ABCG2 pode influenciar

a resisténcia a diversos agentes antineoplasicos €, em alguns tumores, sua expressao
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elevada pode estar associada a um pior desfecho clinico (GOSE et al., 2020). A
expressédo de ABCG2 em células tronco de cancer também esta associado ao processo
de multirresisténcia a drogas, recaida do tumor e invas&o das células tumorais (XIE et
al., 2014). Nas células tronco de céncer de colon, a superexressao de ABCG2 parece
induzir a resisténcia a fluoruracila, cisplatina, oxaliplatina e paclitaxel, sendo que essa
superexpressao pode ser induzida pela exposi¢cao ao irinotecano (XIE et al., 2014;
CANDEIL et al., 2004).

Tumores de ovario resistentes a doxorrubicina, cisplatina e paclitaxel estao
associados com uma superexpressdo de ABCG2 (SEBOROVA etal., 2019; COLCAGNO
et al., 2008). Ja nos carcinomas hepatocelulares, o aumento da expressdo de ABCG2
induz resisténcia a doxorrubicina, além de estar associado com um pior prognéstico
(CHEN, et al, 2016b). Nos tumores de mama, ABCG2 confere resisténcia a antraciclinas
e olaparibe (BURGER et al., 2003; ESKILER et al., 2020), enquanto no cancer de
prostata, o receptor estd associado a resisténcia a bicalutamida, um agente hormonal
usado no tratamento dessa patologia (SABNIS et al., 2017). Além da resisténcia a
antraciclinas, ABCG2 também estd envolvido no transporte e desenvolvimento de
resisténcia aos agentes antineoplasicos topotecano, inibidores da tirosina quinase (como
sorafenibe e regorafenibe e talazoparibe), mitoxantrona, metotrexato e suas formas
poliglutamatas, e também a medicamentos pertencentes a outras classes
farmacoldgicas, como cimetidina, fluoroquinolonas e antiretrovirais (LITMAN et al., 2000;
KORT et al., 2015; ESKILLER et al., 2020; BOONSTRA et al., 2004, OGURI et al., 2007,
WEISS et al., 2007).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

- Analisar quantitativamente e qualitativamente a extracdo de RNA em diferentes
amostras de mama para identificar a expressado de transportadores ABC, a nivel

transcricional, em pacientes com cancer de mama.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expressao dos 20 principais transportadores ABC associados a
resisténcia a agentes antineoplasicos em diferentes amostras de mama.
- Avaliar os transportadores ABC como potenciais biomarcadores tumorais

preditivos de respostas aos agentes antineoplasicos.

4. MATERIAIS

4.1 EXTRACAO DE RNA

Para extracdo do material genético (DNA, RNA e proteina) das amostras foram
utilizados os reagentes TRIzol e cloroférmio, adquiridos da Sigma. Também foram
utilizados os reagentes isopropanol e etanol absoluto, da Merck, sendo que o etanol foi
posteriormente diluido com agua miliQ para atingir a graduacdo de 75%. Agua ultrapura
livre de RNAse, da marca Invitrogen, foi utilizada para ressuspender e armazenar o RNA
extraido.

4.2 GEL DE AGAROSE

Para andlise da integridade do RNA através do gel de agarose 1%, utilizou-se
agarose da GE Healthcare em tampé&o TBE 1x. O TBE foi preparado com acido borico
(Alpha Tee), tris Base (Ludwig) e EDTA (Merck). Agua destilada também foi utilizada para
o preparo do TBE 1x. Para a desnaturacao do RNA, para garantir a separacao dos
fragmentos no gel de agarose, optou-se pela formamida adquirida da Applied Biosystem.
Como marcador de peso molecular, foi aplicado o marcador 1 kb DNA Ladder RTU da
marca Kasvi. Por fim, o brometo de etidio, agente intercalante de acido nucléico, foi

escolhido como corante para visualizagao dos fragmentos de RNA no transiluminador.

4.3 SINTESE DE cDNA E RT-gPCR
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Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems™), agua livre de RNAse e o termociclador também
da Applied Biosystem. O cDNA resultante era armazenado em freezer, a -20°C. Para a
RT-gPCR, utilizaram-se as amostras de cDNA, os normalizadores RPS13, YWHAZ e
HPRT1, cuja sequéncia dos primers encontra-se na tabela 2, e os primers para
amplificacdo dos genes que codificam para ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA7, ABCB1,
ABCB2, ABCB4, ABCB5, ABCB6, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC10,
ABCC11, ABCE1, ABCF2, ABCG1 e ABCG2. Os transportadores foram selecionados
com base na revisao de literatura, conforme mencionado anteriormente. Os primers
utilizados foram desenhados e sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa “Neoplasias
Resistentes a Drogas”, e estdo apresentados na tabela 3. Também foram utilizados o
reagente PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems) e agua livre de
RNAse. O termociclador utilizado para a reacao foi o aparelho 7500 Fast Real-Time PCR
System da Applied Biosystems. Para todos os primeirs, foi utilizada a concentracédo de 1
uM e considerada eficiéncia de 2. Para esse estudo, utilizou-se threshold de 0,1 no

software de analise do equipamento.
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TABELA 2: DESENHO DOS NORMALIZADORES UTILIZADOS NA RT-gPCR

Normalizador Sequéncia Forward Sequéncia Reverse Tama_mho Referéncia/NCBI
HKG amplicon
RPS13":2 CGTCCCCACTTGGTTGAAGT TGAATCTCTCAGGATTACACCGA 109 NM_001017.3
YWHAZ? 4.5 GGGGGTGGTTGCGATACG GACTGGATGTTCTGACTTGAGAC 103 NM_001135702.1
HPRT156.7.859,10 CAGGGATTTGAATCATGTTTGTGT ACTCCAGATGTTTCCAAACTCAAC 98 NM_000194.3
FONTES:

1 Jacob F, Guertler R, Naim S, et al. Careful Selection of Reference Genes Is Required for Reliable Performance of RT-gPCR in Human Normal and
Cancer Cell Lines. PLoS One. 2013. doi:10.1371/journal.pone.0059180

2Zhang C, Wang YQ, Jin G, Wu S, Cui J, Wang RF. Selection of reference genes for gene expression studies in human bladder cancer using SYBR-
green quantitative polymerase chain reaction. Oncol Lett. 2017. doi:10.3892/0l.2017.7002

SLemma, S., Avnet, S., Salerno, M., Chano, T., & Baldini, N. (2016). Identification and validation of housekeeping genes for gene expression analysis
of cancer stem cells. PLoS ONE. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0149481;

4 Potashnikova D, Gladkikh A, Vorobjev |IA. Selection of superior reference genes’combination for quantitative real-time PCR in B-cell lymphomas.
Ann Clin Lab Sci. 2015.

5 Saidova AA, Vorobjev IA, Tvorogova A V., Maly | V., Hofmann WA, Potashnikova DM. Specific and reliable detection of Myosin 1C isoform A by
RT-gPCR in prostate cancer cells. PeerJ. 2018. doi:10.7717/peerj.5970

6 Ali H, Du Z, Li X, et al. Identification of suitable reference genes for gene expression studies using quantitative polymerase chain reaction in lung
cancer in vitro. Mo/ Med Rep. 2015. doi:10.3892/mmr.2015.3159

7Liu Y, Qin Z, Cai L, Zou L, Zhao J, Zhong F. Selection of internal references for gRT-PCR assays of human hepatocellular carcinoma cell lines.
Biosci Rep. 2017. doi:10.1042/BSR20171281

8 de Campos RP, Schultz IC, de Andrade Mello P, et al. Cervical cancer stem-like cells: systematic review and identification of reference genes for
gene expression. Cell Biol Int. 2018. doi:10.1002/cbin.10878

% Peng X, McCormick DL. Identification of reliable reference genes for quantitative gene expression studies in oral squamous cell carcinomas
compared to adjacent normal tissues in the F344 rat model. Onco/ Rep. 2016. doi:10.3892/0r.2016.4883

0 Drozd E, Krzyszton-Russjan J, Gruber B. Doxorubicin treatment of cancer cells impairs reverse transcription and affects the interpretation of RT-
gPCR results. Cancer Genomics and Proteomics. 2016.

TABELA 3: SEQUENCIA DOS PRIMERS DOS GENES QUE CODIFICAM PARA PROTEINAS ABC.

Tamanho Eficiéncia
Gene Referéncia NCBI Sequéncia 5 -3’ Localizagdo éxon* D(.) Concentracao (Threshold
Amplicon 0,1)
F- GGGCATTTCTAGTTATGGCATCT F- éxon 2523
ABCAT | NM_005502.4 R- GCAAGGTACCATCTGAGGTCT | R-éxon26e2712 | 104pb | 10007M 2



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0149481
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F- TCCGACTGCACCGGTATG

F- éxon 3113 - 325

ABCAZ | NM_212533.2 R- CTGCGCACCGCGATCTT R- éxon 3317 109pb | 10007M
F- CCTACACGAGGCTGACCATC F- éxon 2420
ABCAS | NM_001089.3 R- CCAGTTTTACAGCTGGGATGC R- éxon 2492512 | 90 pb 1000 nM
F-ACCTGTCTGACTTCCTGGTCAA F- éxon 3022
ABCA7 | NM_019112.3 R- GAGAAGCCTCCGTATCTGACCTC | R—éxon 31s-3215 | 97 pb 1000 nM
F- CCAGAAACAACGCATTGCCATA F- éxon 2822
ABCBT | NM_000927.4 R- TTGGACAACCTTTTCACTTTCTGTA | R-éxon281w-290 | 109pb | 1000NM
F- CCCTCCAGGATAATGGGGAGAT | F-éxon 115 - 27
ABCBZ | NM_001292022.1 R- CGAGTGAAGGTATCGGCTGAG R- éxon 221 94pb | 10007M
F-CTATTGCCCGAGCCCTCAT F- éxon 271
ABCB4 | NM_000443.3 R-TCTTGGACAACCTTTTCACTTTCA | R—éxon 27132814 | 94 pb 1000 nM
F- CAGCCGTGTGGTGCCATTAG F — éxon 2620
ABCBS | NM_001163941.1| g AACTTGTGTGTTGTATTTCTCAGGG | R—éxon 267-27:s | 100pb | '000MM
F- AACCGCACCACCATCGTA F- éxon 161
ABCB6 | NM_001349828.1 R- AGAGCCTCGTGTCGTCC R-éxon 175-1812 | 110pb | 1000"M
F — éxon 2220
F - CTGGACTGATGACCCCATCG ,
ABCCT | NM_004996.4 i eeicalicasralict R-éon22i0- | ggpp, | 10000
F — éxon 2611 —
F - ATGCACTCAATATCACACAAACCC
ABCC2 | NM_000392.5 R— CAGTTATTCGCTCAACAGCCA R_hs 90 pb 1000 nM
F- GATCTACTTCCTCTGGCAGAACCT | F —éxon 1019 — 115
ABCCS | NM_001144070.1 R - GCCACAGCTCCGTTGAGT R-éxont1ns | 9opb | 1000MM
F- TTGACAGCGACAAGATAATGGTTTT | F — éxon 2920- 305
ABCC4 | NM_005845.4 R - GCACCATCTTGTAAAATAGGCTCTC | R — éxon 302 105pb | 10007M
F— GACGGAGATTGGAGAGCGAG F— éxon 147- 1513
ABCCS | NM_005688.4 R - GGGGTCGTCCAGGATGTAGA R—éxon152 | 109pb | 10007M
F - ACAGATGCCAAGATCCTGTGT F — éxon 1812- 199
ABCCT0 | NM_033450.2 R- CTGTCTTGTTGGCAAAGCGT R—éxon19 | 106pb | 10007M
F — éxon 2619
F- TCATTGACGGCGTGGACAT ,
ABCCTT | NM_0325833 | g TAGGTTGAATCTGATGGTTCCTGAG R-exon26- | q10pp | 1000TM
F- TGGTGATGCTGGGGGAAAAT F-éxon 1120
ABCET | NM_001040876.1| g AGAACTGGTACTTCTCCTCCTTC R-éxon 1271316 | 97pb | '000NM
F— GGGCGTTACCATCAGCATTT F — éxon 1215 - 135
ABCF2 | NM_007189.3 R- TCTCCTTGATCTCTGGGTAGCA R — éxon 1322 91pp | 10007M
F -éxon 1221
F- TGGGAGTCTTTCTTCGGGAAC ;
ABCG7 | NM_207174.1 L R-éxon12i0- | qo0 o0 | 1000nM

1312
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ABCG2

NM_001257386.2

F- ATGGTCTGTTGGTCAATCTCAC
R- TTATGCTGCAAAGCCGTAAATCC

F — éxon 133- 1419
R — éxon 149 - 1514

97 pb

1000 nM

FONTE: grupo de pesquisa “Neoplasias Resistentes a Drogas”
LEGENDA: *Os numeros que estdo em fonte menor correspondem a quantidade de nucleotideos contidos no éxon
correspondente.
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5. METODOLOGIA

O trabalho foi submetido ao comité de ética para coleta e andlise das amostras
dos pacientes. A coleta e as analises ocorreram mediante a aprovagao do comité de ética
(CEP) sob os numeros CAAE: 17187219.5.3002.5226 - Instituicdo Proponente: Hospital
e Maternidade Angelina Caron/PR e CAAE: 17187219.5.0000.0102 - Instituicdo
Proponente: Programa de Pds-Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas - UFPR. Para
confirmar que as amostras extraidas sdo viaveis para analise a nivel transcricional dos
transportadores ABC em amostras de mama, foi realizada a sintese de cDNA e RT-gPCR
de tecidos de cancer de mama, no qual utilizaram-se os normalizadores RPS13, YWHAZ
e HPRT1.

5.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas, mediante aprovagao do CEP conforme mencionado
anteriormente, durante os procedimentos cirurgicos na instituicdo Hospital Angelina
Caron e armazenadas entre -20°C e -80°C (em nitrogénio liquido e/ou freezer a -80°C)

até o momento da extracdo de RNA.

5.2 EXTRACAO DE RNA

O RNA foi extraido conforme técnica padronizada pelo laboratério, com o uso do
reagente TRIzol. Todos os materiais utilizados durante a extragao foram autoclavados 2
vezes para eliminar qualquer vestigio de RNAse que pudesse degradar as amostras.

As amostras foram retiradas do freezer a -80°C ou do nitrogénio liquido e
transferidas para um tubo Falcon de 15 ml, onde foi acrescentado de 1 a2 mL de TRIzol,
conforme o tamanho da amostra, e deixado em gelo para descongelamento da amostra
por ndo mais que 15 minutos. Apds o descongelamento em gelo, form adicionadas 2
esferas (beads) de ferro de 7 mm e o tecido foi rompido com triturador com haste com fio
de nylon com movimentos verticais do tubo Falcon contra a haste. O processo de
rompimento do tecido ocorria 0 mais rapido possivel, ndo ultrapassando 1 minuto, para

evitar a degradacio da amostra. Apds rompido o tecido, o conteudo liquido foi transferido
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para um eppendorf de 2 ml livre de RNAse com o auxilio de micropipetas automaticas
multicanal de 1 mL. O conteudo foi incubado em gelo por 5 minutos, agitado por inversao
por 3 vezes e levado a centrifuga por 5 minutos, a 12000 rpm a 4°C. Apds o término da
primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf de 2 ml,
livre de RNAse, agitado vigorosamente em vortex por 15 segundos e incubado em gelo
por 5 minutos. Apds incubacgao, foram adicionados 200 uL de cloroférmio (para cada 1
mL de TRIzol utilizado inicialmente) no eppendorf com o sobrenadante, agitado
vigorosamente em vértex por mais 15 segundos e incubado em gelo por 3 minutos. Em
seguida, as amostras foram encaminhadas novamente a centrifugacdo, a 12000 rpm, a
4°C por 15 minutos. Essa centrifugagdo tem como objetivo a separacdo de fases da
amostra, resultando em uma fase aquosa, onde encontra-se o0 RNA, fase leitosa, onde
pode ser encontrado o DNA e, por fim, a fase fendlica, onde concentram-se as proteinas
da amostra. Cautelosamente, foi coletado a fase aquosa das amostras em um novo
eppendorf livre de RNAse. A fase fendlica e a fase leitosa foram fracionadas em novos
tubos de eppendorfs, também livres de RNAse, e armazenados em freezer -80°C para
analise posterior.

No tubo contendo a fase aquosa, foram adicionados 500 uL de isopropanol (500
ul para cada 1 mL de TRIzol) e misturado por inversao por 10 vezes. Logo apds a mistura
da fase aquosa com o isoprapanol, o tubo foi levado a centrifuga¢éo a 12000 rpm, por 10
minutos, a 4°C. Ao término da centrifuga¢@o, o sobrenadante foi descartado com auxilio
de micropipeta automatica e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de etanol 75%, também
preparado com agua livre de RNAse. O tubo foi agitado vigorosamente por 15 segundos
em vortex € novamente centrifugado a 7500 rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi novamente descartado com auxilio de uma micropipeta automatica, retirando todo o
conteudo liquido do tubo. Em seguida, em camara de fluxo laminar, o RNA foi seco por 5
a 10 minutos, com objetivo de eliminar todo o solvente utilizado no procedimento. Apés a
secagem, o pellet foi ressuspendido com 20 uL de agua livre de RNAse. Desses 20 ul, 1
ul foi separado para leitura da qualidade da amostra no gel de agarose e 3 ul foram
fracionados em um tubo de eppendorf para quantificagdo em Nanodrop. O restante da
amostra, cerca de 16 ul, foram separados em novos tubos de eppendorf de 0,2 ml e

armazenados em freezer -80°C até o momento do preparo do cDNA.
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A qualidade e integridade das amostras de RNA foram avaliadas através do gel de
agarose 1%. Para essa analise, era preparado o tampéo TBE 1x, o qual era composto
por 10,781 g de Tris base, 5,5 g de acido boérico e 0,744 g de EDTA. Os reagentes eram
pesados em balanca analitica, adicionados em uma proveta e o volume era completado
para 1000 mL com agua milliQ. Apéds dissolvidos todos os reagentes, o tamp&o TBE 1x
era facionado em frascos de 250 mL e autoclavado 2 vezes antes do uso.

O gel a 1% foi preparado através da mistura de 0,4 g de agarose com 40 mL de
tampé&o TBE 1x novo em um erlenmeyer. A mistura foi aquecida em micro-ondas, com
agitacdo da mistura a cada 3 segundos, até que a agarose estivesse completamente
dissolvida e a mistura transparente. Em seguida, esperou-se que a mistura resfriasse
para uma temperatura em torno de 40°C e a mistura era aplicada na cuba de eletroforese,
ja montada com a cama e pente. Apds a aplicacdo da mistura, aguardou-se a solidificacéo
do gel para a retirada do pente e preenchimento da cuba com tamp&o TBE 1x até a
marcacao delimitada pelo fabricante da cuba. Em seguida, 1 uL de amostra do RNA foi
misturado a 1 uL de formamida e a mistura era aplicada no gel de agarose 1%. No gel
também foi aplicado o marcador de peso molecular (1kb DNA Ladder RTU) e a corrida
era realizada nas condi¢des de 65 V por 35 minutos. Apds o término da corrida, o gel foi
corado em brometo de etidio por 15 minutos e enxaguado por imersao em agua destilada

por mais 15 minutos, seguido da leitura em transiluminador de luz UV (ultravioleta).

5.3 ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA DO RNA EM NANODROP

A quantificagcdo das amostras foi realizada pela anélise de absorbancia ultravioleta
(UV) a 260 nm em espectrofotdmetro Nanodrop que, além de fornecer a quantidade de
RNA em cada uL de amostra, também permite analisar a qualidade das amostras através
das razdes entre absorbancias determinadas em 260 e 230 nm (A260/A230) e entre 260
e 280 nm (A260/A280).

5.4 SINTESE DO cDNA
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Apéds a quantificacdo do RNA em Nanodrop, foram calculados os volumes
necessarios para obtencéo de 2 ug de RNA e calculado o volume de agua livre de RNAse
para obtengao de um volume final de 10 uL de RNA para cada amostra. Em seguida,
foram preparados os controles positivos e negativos e o RT master mix (High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems - Applied Biosystem™) para o

numero de amostras a serem analisadas, conforme tabela 4:

TABELA 4: PREPARO DOS CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO PARA SINTESE DE cDNA.

VOLUME (1 REACAOQ)
COMPONENTE CONTROLE CONTROLE
POSITIVO NEGATIVO
1 10x RT Buffer 2,0 uL 2,0 uL
2 | 25x NTP Mix (100 mM) 0,8 uL 0,8 uL
3 10X RT Random Primers 2,0 uL 2,0 ulL
4 Multi Scribe Reverse Transcriptase 1,0 ul OuL
5 Agua livre de RNAse 42 uL 5,2 uL
Total por reacdo 10 uL

FONTE: Laboratério Neoplasias Resistentes a Drogas (LCDR)

Apds os calculos, 0 master mix foi gentilmente misturado e mantido em gelo. Em
tubos devidamente identificados, foram acrescentados os volumes de agua livre de
RNAse calculados para cada amostra com auxilio de micropipeta automatica. Em
seqguida, foram adicionados 10 uL do master mix em cada tudo, seguido das amostras
previamente calculadas, sendo que o volume final da reag&o foi de 20 uL (10 ul de
amostra de RNA + 10 uL do master mix). A mistura foi homogeneizada de 2 a 3 vezes e
colocadas em “short spin” por 10 segundos. Apds homogeneizadas, as amostras foram
colocadas no termociclador da Applied Biosystems nas condigdes indicadas na tabela 5.
Ao término do ciclo em termociclador, as amostras poderiam seguir para a RT-qPCR ou

poderiam ser congeladas no freezer a -20°C para analise posterior.
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TABELA 5: CONDIGOES DO TERMOCICLADOR PARA SINTESE DO cDNA.

TEMPERATURA TEMPO
STEP 1 25°C 10 minutos
STEP 2 37°C 120 minutos
STEP 3 85°C 5 minutos
STEP 4 4°C o0

FONTE: Applied Biosystems

Ao término do ciclo em termociclador, as amostras poderiam seguir para a RT-

gPCR ou poderiam ser congeladas no freezer a -20°C para analise posterior.

5.5 PCR EM TEMPO REAL

Para verificar se as amostras extraidas eram viaveis para analise da expressao
génica, foram selecionadas amostras de mama normal e cancer de mama, de forma
aleatdria, para amplificacdo do material genético. As amostras de cDNA selecionadas
para cancer de mama foram as amostras AC42, AC62, AC71 e AC148, enquanto as
amostras de mama normal foram as amostras AC151, AC161 e AC210. Todas as
amostras foram diluidas na concentracdo de 1:5 com agua livre de RNAse. Para a
realizagdo da RT-gPCR, foram selecionados os primers que amplificam os
normalizadores RPS13, YWHAZ e HPRT1, dos quais foram preparados 40 uL das
solugdes a 1 uM.

Em seguida, em uma placa de 96 pocgos, foram plaqueados 1 uL de cDNA das
amostras diluidas 1:5 AC42, AC62, AC71, AC148, AC151, AC161 e AC210, 2 uL dos
primers ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA7, ABCB1, ABCB2, ABCB4, ABCB5, ABCBS,
ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC10, ABCC11, ABCE1, ABCF2, ABCG1
e ABCG2 e 3 pulL do reagente PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems).

Com intuito de evitar a contaminagdo dos reagentes, primeiro eram adicionados
0s primers a serem analisados no fundo do pogo da placa, seguido das amostras de

cDNA no lado esquerdo do pogo e por ultimo o reagente PowerUp™ SYBR™ Green
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Master Mix ao lado esquerdo dos pog¢os na placa, resultando em um volume final de 6
uL. As placas foram seladas com adesivo éptico da Applied Biosystem, feito spin em
centrifuga (MiniSpin — Eppendorf) a 1000 rpm por 2 minutos para homogeneizar o
conteudo e garantir que 0 mesmo va para o fundo de cada po¢o. Em seguida, a placa foi
levada ao termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System da Applied Biosystems para
andlise. O equipamento foi programado conforme as condigbes para a reagdo
determinadas na tabela 6, por 2 horas. Ao final da corrida, o threshold foi ajustado para
0,1.

TABELA 6: CONDIGOES DA RT-gPCR

ESTAGIO PASSOS TEMPERATURA TEMPO
HOLDING STAGE Step 1 95°C 10 minutos
CYCLING STAGE Step 1 95°C 15 segundos
Step 2 60°C 1 minuto
MELT CURVE STAGE  Step 1 95°C 15 segundos
Step 2 60°C 1 minuto
Step 3 95°C 15 segundos

FONTE: Laboratério Neoplasias Resistentes a Drogas (LCDR)

A raz&do de expresséo relativa (mRNA ratio) dos 20 genes alvo (tabela 3) foi
calculada com base na eficiéncia do iniciador (E = eficiéncia do iniciador, considerada
100%, correspondente a 2) e no desvio de Ct (threshold cycle) ou Cp (crossing points)
de uma amostra desconhecida em comparac¢ao aos genes de referéncia (Tabela 2), de
acordo com a equacgéo 1 (PFAFFL, 2001). Os niveis de mRNA foram normalizados
utilizando RPS13, YWHAZ e HPRT1 como genes de referéncia (GR) pelo software
genorm 3.4 (VANDESOMPELE et al., 2002)

(Z)ACt Alvo(média alvo de todas as amostras - alvo da amostra teste)

mRNA ratio =

(Z)ACt referéncia(média dos 3 GR de todas amostras - média dos 3 genes da amostra teste

Equacéo 1: calculo de mRNA ratio, onde GR se refere aos genes de referéncia
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6. RESULTADOS

Durante o periodo do desenvolvimento desse trabalho, foram coletadas 187
amostras de mama, das quais 90 amostras foram processadas, enquanto as demais
amostras permanecem armazenadas no freezer -80°C no Laboratério Neoplasias
Resistentes a Drogas (LCDR) para extragdes futuras. A tabela 7 mostra quais os tipos de

tecidos de mama coletados e a respectiva quantidade de amostras extraidas:

TABELA 7: AMOSTRAS DE MAMA COLETADAS E PROCESSADAS

T1PO DE TECIDO ,QUANTIDADE TOTAL QEJANTIDADE EXTRAIDA

(NUMERO DE AMOSTRAS) | (NUMERO DE AMOSTRAS)
CANCER DE MAMA 89 53
MAMA NORMAL 51 23
BIOPSIA DE MAMA 39 14
METASTASE* 7 0

TUMOR DE MAMA

BENIGNO 1 0
TOTAL 187 90

FONTE: Laboratério Neoplasias Resistentes a Drogas (LCDR)

LEGENDA: *As amostras identificadas como metastase se referem tecidos metastaticos cujo tumor
primario é cancer de mama. Dessas amostras, 1 amostra é referente a metastase axilar, 1 amostra de
metastase 6ssea e 5 amostras de metastase linfonodal.

A idade dos pacientes que tiveram o RNA das amostras extraidos variou entre 23
a 91 anos de idade, com média de 59 anos e mediana de 60 anos. Em relacdo ao sexo,
das 187 amostras, 4 pertenciam a pacientes do sexo masculino, sendo 2 amostras
extraidas o RNA. Das 90 amostras analisadas, foi possivel realizar a coleta de dados de
61 pacientes, entre eles, tamanho do tumor, estadiamento, resultado da
imunohistoquimica, classificagdo histologica e linha de tratamento utilizada. Desses 61
pacientes, 2 eram do sexo masculino e para 9 pacientes obteve-se uma amostra de
mama normal e uma amostra de cancer de mama. Em relagao a classificacao histoldgica,
90,16% (55 pacientes) apresentavam carcinoma ductal, sendo 89,09% carcinoma ductal

invasivo, 3,63% ductal lobular e 7,27% somente classificados como carcinoma ductal.
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Ainda em relacao a classificagédo histologica, 1,64% foram classificados como carcinoma
mMucinoso invasivo, 1,64% como carcinoma papilifero e 3,28% foram classificados como
pouco diferenciados. Os demais tumores ndo possuiam uma classificagao especifica. Em
relacdo a classificagao molecular, 68,85% dos tumores foram classificados como luminal,
16,40% das amostras foram classificadas como triplo negativo, 6,56% como
superexpressao de HER-2 e 8,16% n&o possuiam classificacio definida. Para os tumores
classificados como luminais, n&o foi possivel fazer a diferenciacéo entre luminal A e B
pois nao havia informacgdes de Ki-67 das amostras.

Ao analisar o estadiamento, observa-se que 9,84% das pacientes apresentavam
metastase, 57,38% apresentavam algum grau de acometimento de linfonodos (na
classificacdo TNM, N maior que zero) e 37,7% apresentavam um tumor menor que 50
mm e sem acometimento de linfonodos. Dos dados levantados, 9,84% dos pacientes
apresentavam estadiamento |IA, 31,15% IIA, 18,03% 11B, 13,11% llIA, 16,39% IIIB, 1,64%
IIIC e 9,84% IV. As caracteristicas clinicas idade, fase menstrual, tamanho do tumor,
classificacdo histologica, presenca de marcadores moleculares e tratamento

antineoplasico de cada paciente foram resumidas na tabela 8.

TABELA 8: CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES

Idade (anos)

Faixa 34 a 90 anos
Média 59 anos
Mediana 60 anos
Ciclo menstrual | Numero de pacientes
Pré menopausa 17
Pds menopausa 42
N/A - sexo masculino 2
Tamanho do tumor (mm) | Numero de pacientes
0a50 mm 52
51 a 100 mm 6
101 2150 mm 1
Lesdo extensa (com infiltrac&o de pele e tecidos
adjacentes) 2
Classificacéo histolégica | Numero de pacientes
carcinoma ductal invasivo 49
carcinoma ductal 4

Carcinoma ducto lobular 2



carcinoma pouco diferenciado 2
Carcinoma mamario sem outra especificagéo 2
carcinoma papilifero 1
carcinoma mucinoso invasivo 1
Expressdo de HER-2' | Numero de pacientes
HER-2' positivo 9
HER-2' negativo 47
Expresséo de RE? | Numero de pacientes
RE? positivo 42
REZ2 negativo 14
Estadiamento TNM |
T1 T1NOMO 6
T1IN1MO 2
T2NOMO 17
T2N1MO 10
e T2N2MO 3
T2N3MO 1
T3NOMO 1
T3N1MO 4
T3 T3N1M1 1
T3N2MO 1
T4NOMO 2
T4N1MO 3
T4 T4N1M1 1
T4N2MO 5
T4AN2M1 4
Linhas de tratamento | Numero de pacientes
AC3 22
AC3 Adjuvante* 6
AC/T4 7
AC3 + Trastuzumabe 3
AC/T# + Trastuzumabe 2
AC3 + TMX® adjuvante 1
AC3 + Docetaxel + Trastuzumabe + Pertuzumabe 2
Taxol® 4
Taxol® adjuvante* 3
TMX® 2
TMX® adjuvante* 2
CMF7 adjuvante* 3
CMF7 paliativo 1
Sem QT® 3

FONTE: Laboratério Neoplasias Resistentes a Drogas (LCDR)
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LEGENDAS: " HER-2 = Human Epidermal growth factor Receptor-type 2 — Receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2

2 RE = Receptor de estrogénio

3 AC = Doxorrubicina + ciclofosfamida

4 AC/T = Doxorrubicina + ciclofosfamida por 4 ciclos seguido por paclitaxel

5 Taxol = Paclitaxel

6 TMX = Tamoxifeno

7 CMF = Ciclofosfamida + Metotrexato + fluoruracila

8 QT = quimioterapia

* Terapia adjuvante se refere ao tratamento realizado apés algum procedimento inicial, como por exemplo,
mastectomia

Em relacdo aos resultados quantitativos e qualitativos das amostras extraidas, a
integridade do RNA foi avaliada através da presenga das bandas 18S e 28S do RNA
ribossomal, sendo que, um RNA integro e de qualidade apresenta as duas bandas em
uma proporgdo 2:1 (28S:18S) (WIECZOREK, DELAURIERE e SCHAGAT, 2022). Os
resultados dos géis de agarose podem ser encontrados na tabela 9, juntamente com a
quantificacdo por andlise espectrofotométrica a 260 nm e avaliagdo da qualidade das
amostras através da quantificacdo através das razdes A260/A230 e A260/A280. Para a
maioria das amostras, a concentragdo de RNA total variou de 0,10 a 5,13 ug/uL. Para os
valores de A260/A280 e A260/A230, obtiveram-se meédias de 1,87 e 0,79,
respectivamente. Das amostras analisadas, 78,8% das amostras apresentaram valores
de razao A260/A280 aceitos como puros (entre 1,8 e 2,2), ou seja, sem contaminacao
com proteinas. Entretanto, 3,3% das amostras apresentaram valores de razdo
A260/A230 aceitos como puros (proximo de 2). Porisso, apenas 3,3% ficaram dentro das
razdes tanto para A260/A230 e A260/A280. (IMBEAUD et al., 2005; LAM et al., 2012;
MLCOCHOVA et al., 2014).

Para a andlise de integridade do RNA, observa-se que 33,3% das amostras
apresentaram-se com algum grau de degradacao, 6,67% nao apareceram no gel e
55,65% apresentavam uma ou duas bandas. Das 5555% das amostras que
apresentavam bandas, 32% (16 amostras) apresentaram as duas bandas bem definidas,
44% (22 amostras) apresentaram bandas mais discretas e com vestigios de degradacgéo
ao mesmo tempo e 24% (12 amostras) apresentaram somente a primeira banda bem
definida. Para as amostras que apresentaram somente uma banda foi realizada a leitura

em Nanodrop para quantificacdo das mesmas, uma vez que a concentragdo de acidos
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nucléicos poderia estar baixa e, consequentemente, influenciar a aparicao da segunda
banda no gel.

Apéds a extracdo de RNA total das amostras, determinagdo de concentracdo e da
qualidade desse RNA, foi realizada transcri¢ao reversa para obtenc&o de cDNA de todas
as amostras cujo volume calculado para a reagio de sintese de cDNA fosse menor que
10uL. Esse volume foi definido com base na capacidade de volume da reacdo. A partir
disso, 4 amostras de cancer de mama (AC42, AC62, AC71 e AC148) e 3 amostras de
mama normal (AC151, AC161 e AC210) foram selecionadas de forma aleatéria para a
realizacdo da RT-qPCR. Embora RT-qPCR possa ser utilizada para quantificagdo
absoluta, nesse trabalho foi utilizada para comparar quantidades relativas dos genes alvo
em relagcdo aos genes de referéncia (normalizadores ou enddégenos) nas amostras. A
normalizagdo das amostras pelos genes de referéncia tem como objetivo minimizar erros
experimentais e normalizar a taxa de expressao dos genes alvo, uma vez que 0s genes
enddgenos devem ter expressao estavel em diferentes condi¢cdes a fim de serem usados
como referéncia. Esse € o caso dos genes RPS13, YWHAZ e HPRT1 (PFAFFL 2001;
PFAFFL, 2006; VANDESOMPELE et al., 2022). Em uma reacdo de RT-gPCR, o valor do
ciclo de quantificacdo é definido como 0 numero de ciclos necessarios para que o sinal
fluorescente exceda o ruido basal de fluorescéncia. O ciclo de quantificacdo € também
conhecido como ciclo de limiar (Ct, threshold cycle) ou ponto de cruzamento (Cp, crossing
point). Para definir o Ct, primeiramente houve a necessidade de definicho manual do
threshold em 0,1 no software de analise. Esse valor de 0,1 corresponde a
aproximadamente metade da faixa logaritmica de curva de amplificacdo. A partir do
threshold, o ciclo de amplificagédo (Ct) foi determinado para todos os genes em todas as
amostras.

Outro ponto relevante na RT-qPCR é a determinagéo da eficiéncia de amplificagao
(KUANG et al., 2018), que pode ser baseada na curva de concentracdo de iniciador e
cDNA (PFAFFL, 2001). Entretanto, a auséncia de detecgido do produto amplificado em
diluicbes superiores a 5 vezes impossibilitou a determinagdo da eficiéncia, sendo essa
considerada de 100% (ou seja, 2) para os calculos de determinagao de expressao génica.
Além disso, reagdes controle sem 0 molde de cDNA usando apenas agua com todos 0s

iniciadores foram realizadas e ndo houve amplificacdo (dados ndo mostrados). As



76

Figuras 6 e 7 demonstram a expressao relativa dos 20 genes que codificam para as
proteinas ABC normalizados pelos trés genes de referéncia selecionados para amostras

de mama normal e cancer de mama, respectivamente.



TABELA 9: RESULTADOS QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS DAS EXTRAGOES DAS AMOSTRAS DE MAMA

I

Observagoes e

Amostra StatUS  pyn,,  Condicdesda dificuldades na  IRNVAl 7260/280 A260/230 Integridade (Gel) ~ Resultadono
QT extragao Hg/uL gel
~ CANCER TRIzol + Duas bandas
AC042 POS DE Triturador + 2 04251 1,83 0,78 discretas
MAMA beads 7 mm
~ CANCER TRIzol + Duas bandas
AC049 PRE DE Triturador + 2 02412 1,79 0,64 discretas
MAMA beads 7 mm
~ CANCER TRIzol + Duas bandas
AC052 PRE DE Triturador + 2 0,1823 17 0,44 discretas
MAMA beads 7 mm
~ CANCER TRIzol +
AC062 POS DE Triturador + 2 0,2232 1,81 0,52 Degradado
MAMA beads 7 mm
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] CANCER TRIzol + Diigs bandas
ACO071 PRE DE Triturador + 2 - 4,9981 1,99 1,45 defnidas
MAMA beads 7 mm
CANCER TRIzol + *contaminada - Duas bandas
AC103 - DE Triturador + 2 contaminou com 0,2071 1,75 0,42 diceretas
MAMA beads 7 mm amostra AC116
CANCER
AC114 PAS DE TRIzoI + Amostra grande, 19785 2.01 1,82 Somente uma
Triturador demorou para romper banda definida
MAMA
) CANCER TRIzol + *contaminada -
AC116 POS DE Triturador + 2 contaminou com 0,1833 1,73 0,42 Degradado
MAMA beads 7 mm amostra AC103
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) CANCER TRIzol + Duas bandas
AC118 POS DE Triturador + 2 - 0,19 1,7 0,38 discretas
MAMA beads 7 mm
) CANCER TRIzol + Duas bandas
AC118 POS DE Triturador + 2 - 0,3182 1,83 0,57 definidas
MAMA beads 7 mm
] BIOPSIA TRIzol + Tecido fino, "dividido" NZo apareceu no
AC122 PRE DE Triturador + 2 no meio, mais dificil de 0,0227 1,65 0,16 P &
MAMA beads 7 mm triturar 9
BIOPSIA TRIzol + Demora para triturar
AC130 PRE DE Triturador + 2 (beads sorl)ta fio nylon) 0,2434 1,91 0,91 Degradado
MAMA  beads 7 mm Y




~ BIOPSIA TRIzol + Duas bandas
AC131 PRE DE Triturador + 2 - 0,1641 1,78 0,45 discretas
MAMA beads 7 mm
_ CANCER TRIzol + Duas bandas
AC132 POS DE Triturador + 2 - 0,3849 1,85 0,61 diserstas
MAMA beads 7 mm
TRIzol + -
AC136  POS MANMA titurador+2  100d0QOrdW0SO, g 4064 4y g7z  SOmenteuma
SADIA rompeu bem banda definida
beads 7 mm
. MAMA TRIzol +
AC144 PRE SADIA Triturador + 2 - 0,6794 2,02 0,58 Degradado

beads 7 mm




~ CANCER  TRIzol+ Duss bandas
AC146 POS DE Triturador + 2 - 0,4837 1,89 0,82 discretas
MAMA beads 7 mm
~ CANCER  TRIzol+ s Il
AC148 POS DE Triturador + 2 - 0,4616 1,83 0,71 N
MAMA beads 7 mm
TRIzol + .
Ac150 POs MAMA - riirador+2  ecidogorduroso, 4 4gq, g6 0,53 Degradado
SADIA demorou para romper
beads 7 mm
TRIzol + .
AcC151  POs MAMA - qiiirador+2  oucagordura triturou g oq54 4 gg 0,52 Duas bandas
SADIA beads 7 mm rapido discretas
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) MAMA TRIzol +
AC161 PRE Triturador + 2 - 0,0824 1,88 0,54 Degradado
SADIA
beads 7 mm
_ BIOPSIA TRIzol + Duas bandas
AC166 PRE DE Triturador + 2 - 0,3806 1,69 0,58 discretas
MAMA beads 7 mm
TRIzol + : ~
Aci72 PRE MAMA  irador+2  ecidobemfibroso, ndo 2449 5 g4 1,64 Degradado
SADIA rompeu
beads 7 mm
] CANCER TRIzol + Amostra bem grande, Somente uma '
AC175 PRE DE Triturador + 2 enroscou na haste, ndo 0,1848 1,76 0,41 barde defirida
MAMA beads 7 mm triturou bem ;
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< MAMA TRIzol + Néo apareceram
AE180 POS SADIA Triturador ) 0,2673 1,74 0,9 bandas
< MAMA TRIzol + . N&o apareceram
AC180 POS SADIA Triturador Aquecida - heat block 0,4397 1,94 0,95 bandas
TRIzol +
Ac183 POs  MAMA T Thtrador + 2 . 03982 194 108  Duasbandas
SADIA definidas
beads 7 mm
Tecido gorduroso
TRIzol + : ’
AC184 POs MAMA - piirador + 2 RLIFH bEm; 0,3807 1,04 1,04 Degradado
SADIA beads 7 mm contaminag&o com
haste da AC183
] CANCER TRIzol +
AC187 PRE DE Triturador + 2 - 1,2931 1,95 0,83 Degradado
MAMA beads 7 mm
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TRIzol +
AC188 PRE VAMA - qiirador+2 | Amostragrande, 4.,y gs 0,01 Duas hangas
SADIA dificuldade para triturar definidas
beads 7 mm
 BIOPSIA  TRIzol + Duas bandas
AC196 PRE  DE Triturador + 2 ; 40319 1,95 121 1as band
MAMA beads 7 mm
BIOPSIA
AC209 PRE  DE TTrmf;’('j; ; 01945 175 0,49 D‘jfesﬁrt]’%g‘:as
MAMA
c MAMA TRIzol + Duas bandas
HCZ10 PRE  anppy Triturador - 0300 149 0,57 definidas
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TRIzol + Amostra grande,
AC212 POs MAMA - riirador + 2 bastante gordura, 01897 1,83 0,44 D endes
SADIA definidas
beads 7 mm rompeu bem
- CANCER TRIzol + Amostra grande Duas bandas
AC215 POS DE Triturador + 2 demorou e?ra tritu,rar 0,3632 1,86 0,92 discretas
MAMA  beads 7 mm P
Dificuldades na parte
da secagem, pellet ndo
A aderiu no tubo, ndo
GANOER TRIzol + retirado todo o etanol Duas bandas
AC231 - DE . . - 0,3732 1,9 06 )
Triturador (30 minutos), ndo definidas
MAMA
secado
"completamente” o
etanol
TRIzol + .
AC232 MAMA * riityrador+2 ~ 1ecidogordurosoe 5555 4 gq 0,45 Degradado
SADIA bem pequeno

beads 7 mm
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. CANCER TRIzol + Tecido mindsculo Né&o apareceu no
AC233 PRE DE Triturador + 2 itorado bom | 00394 1,62 0,21 P o
MAMA  beads 7 mm 9
_ BIOPSIA TRIzol + Dijgs baridas
AC242 PRE DE Triturador + 2 - 03918 1,9 0,79 discretas
MAMA beads 7 mm
. CANCER TRIzol + Amostra bem pequena
AC244 PRE DE Triturador + 2 o t'f er?n 0,0545 1,64 0,21 Degradado
MAMA beads 7 mm
TRIzol +
AC252 '\S":['\)’:ﬁ Triturador + 2 . 02534 1,84 0,46 Degradado

beads 7 mm
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~ BIOPSIA TRIzol + Duas bandas
AC258 PRE DE Triturador + 2 ~ Amostra pequena e fina 0,1293 1,88 0,73 definid
MAMA  beads 7 mm efinidas
_ BIOPSIA TRIzol + Duas bandas
AC259 PRE DE Triturador + 2 - 0,3738 1,91 0,64 discretas
MAMA beads 7 mm
_ CANCER TRIzol + Amostra fina e
AC265 PRE DE Triturador + 2 - 0,3592 1,85 0,64 Degradado
MAMA beads 7 i pequena, triturou bem
. CANCER TRIzol + Amostra sem gordura e Somente uma
AC266 POS DE Triturador + 2 g 0,1197 1,83 0,53 .
MAMA bewds 7 i bem pequena banda definida
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] CANCER TRIzol +
AC270 PRE DE Triturador + 2 - 0,4336 1,85 0,67 Degradado
MAMA beads 7 mm
. CANCER TRizol + Amostra grande e Somente uma
AC272 PRE DE Triturador + 2 ordurosa t?'iturou bemn 04071 1,92 0,96 by dicfinidl
MAMA  beads 7mm 9 ’
) BIOPSIA TRIzol + Somente uma
AC276 PRE DE Triturador + 2 Tecido bem fino 0,2755 1,93 0,8 barida definida
MAMA beads 7 mm
] BIOPSIA TRIzol + Amostra fina, demorou Somente uma
AC282 PRE DE Triturador + 2 um pouco mais pra  0,1558 1,91 1,12 bands definida
MAMA beads 7 mm triturar
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Amostra bem fina,

] BIOPSIA TRIzol + fibrosa, praticamente
AC283 PRE DE Triturador néo triturou, ndo formou 0,0812 1,81 0,3 Degradado
MAMA pellet durante a
extracao
Nao formou pellet
~ BIOPSIA TRIzol + durante a extracao, T ——
AC287 PRE DE Triturador dificuldades pois era  0,1348 1,62 0,24 gel
MAMA uma amostra bem fina
e pequena
CANCER TRIzol + As amostras sem
AC288 PRE DE Triturador + 2 gordura mas bem 0,312 1,84 0,72 Degradado
MAMA beads 7 mm pequenas
] MAMA _TRIzoI +
AC289 PRE SADIA Triturador + 2 - 0,2628 1,76 0,53 Degradado

beads 7 mm




TRIzol +
AC201 PRE MAMA  Tiitirador + 2 . 00804 18 058 Duas bandas
SADIA definidas
beads 7 mm
A Amostra grande, com
CANCER kL
AC297 POS  DE TRizol ¥ bastante conteddo ) 3355 4 g4 0,58 Degradado
Triturador gorduroso , demorou
MAMA .
para romper (2 min)
) MAMA TRIzol + Amostra grande néo
AC298 POS Triturador + 2 trituraram muito bem, 0,7034 1,94 0,86 Degradado
SADIA
beads 7 mm fios de nylon soltaram
Tecido fibroso, ndo
TRIzol + tinha gordura mas néo ~
AC299 POs MAMA - Liirador+2  rompeu, trocado de 00187 1,89 38 Ao aparecelno
SADIA . ) gel
beads 7 mm haste pois o fio da

primeira haste soltou
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Amostras bem

] CANCER TRIzol + equenas com
AC300 PRE DE Triturador + 2 difi pldqd 0,2335 1,89 0,6 Degradado
MAMA Beads 7 fif ificuldade para romper
tecido
_ CANCER  TRIzol+ Aé"‘l’;trrlzss 2‘32
AC304 POS DE Triturador + 2 difi pldqd 0,2477 1,74 0,44 Degradado
MAMA beads 7 mm ificuldade para romper
tecido
BIOPSIA
AC305 PRE  DE TRizal =+ ; 02825 185 0,79 Semente uma
MAMA Triturador banda definida
< CANCER TRlzal Aénﬁit;:lss t():?)rr?] Duas bandas
AC308 POS DE Triturador+2 .. P4 0,1299 1,85 0,4 ;
MAMA Bezds 7 [ dificuldade para romper discretas

tecido
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~ CANCER TRIzol + Bomentes Ui
AC312 PRE DE Triturador + 2 06752 1,97 1,15 barda definida
MAMA beads 7 mm
CANCER
AC315 POS  DE il 51264 188 1,72 Puas pandas
MAMA
~ CANCER TRIzol + Duas bandas
AC316 POS DE Triturador + 2 0,9754 1,81 0,72 discretas
MAMA beads 7 mm
~ CANCER TRIzol +
AC359 POS DE Triturador + 2 0,1104 1,74 0,34 Degradado
MAMA beads 7 mm
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3
) CANCER TRIzol + Amostra grande. T - =
AC368 POS DE Triturador + 2 Enroscou na haste, 0,4873 1,96 1,34 defiidas -
MAMA beads 7 mm gordurosa -
-
] CANCER TRIzol +
AC369 PRE DE Triturador + 2 Nao triturou bem - - - Degradado
MAMA beads 7 mm
- CANCER ThizallS Tecido pequeno, ndo -
AC382 PRE DE Triturador + 2 tritSro?J bem7 0,0997 1,8 0,36 Degradado -
MAMA beads 7 mm -
:
CANCER ~ TRizol+ 'eGd0pedueno e duro, B
AC384 PRE DE Triturador +2 r(‘)?s" d: ‘;'6°:e ir:aos 0,1399 1,92 0,67 ‘Laefﬁn%gsas
MAMA  beads 7 mm P 9 ’

amostra saiu do tubo
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) CANCER TRIzol + Triturou pouco, tecido Duas bandas
AC390 POS DE Triturador + 2 ficou preso no fundo do 1,277 1,9 0,89 definidas
MAMA beads 7 mm tubo
TRIzol +
AC392 PRE MAMA - piirador + 2 Triturou bem 06343 1,03 122 Bluigs: bramdas
SADIA definidas
beads 7 mm
] MAMA TRIzol + Tecido bem pequeno,
AC393 PRE Triturador + 2 como se fosse biopsia. 0,9464 1,94 1,07 Degradado
SADIA o
beads 7 mm Nao triturou bem.
CANCER TRIzol + Somante: UiE
AC406 PRE DE Triturador + 2 Triturou pouco 1,5431 1,97 1,34 barda defiriida
MAMA beads 7 mm
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< CANCER TRizol + Tecido médio, triturou Duas bandas
AC463 POS DE Triturador + 2 bem ’ 0,4093 1,91 0,77 definidas
MAMA beads 7 mm )
] CANCER TRIzol + Tecido fino,
AC467 PRE DE Triturador + 2 caracteristico de - - - Degradado
MAMA beads 7 mm biépsia; triturou bem
’ CANCER TRIzol + Somente uma
AC471 POS DE Triturador + 2 Nao triturou bem 2,4764 1,97 1,53 banda definida
MAMA beads 7 mm
) CANCER TRIzol +
AC479 POS DE Triturador + 2 Triturou bem - - - Degradado
MAMA beads 7 mm
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Tecido muito grande,

< CANCER TRizol + triturou bem. Usado 4 Duas bandas
ACA4380 POS DE Triturador + 2 ; 4,4400 2,04 1,92 .
MAMA beads 7 mm mI_ d(’i' trizol e definidas
reconstituido para 40 ul
) CANCER TRIzol + Triturou bem; tecido Dijas baridas
AC499 POS DE Triturador + 2 grande. Usado 2 ml de 0,8802 1,91 0,97 diseratas
MAMA beads 7 mm trizol
, CANCER TRIzol + Somente uma
AC504 POS DE Triturador + 2 - 0,5618 1,89 1,13 barida defmida
MAMA beads 7 mm
] CANCER TRIzol + Somente uma
AC507 PRE DE Triturador + 2 - 1,2415 1,96 1,33 banda definida
MAMA beads 7 mm
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TRIzol +
Ac509 POs MAMA T ritirador + 2 - 0,3521 1,95 0,96 =omente uma
SADIA banda definida
beads 7 mm
’ CANCER TRIzol +
AC511 POS DE Triturador + 2 Nao triturou bem 0,1047 1,9 0,57 Degradado
MAMA beads 7 mm
’ CANCER TRIzol +
AC519 POS DE Triturador + 2 Néao triturou bem 0,3247 1,91 0,76 Degradado
MAMA beads 7 mm
CANCER TRIzol + Sormarite ifia -
AC527 - DE Triturador + 2 - 1,9544 2 1,59 barida detiid
MAMA  beads 7 mm diica gelitiza -
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- CANCER TRlzol 5 Tecido azulado, triturou
ACH33 PRE DE Triturador + 2 Bar ’ 0,4525 1,95 1,2 Degradado
MAMA beads 7 mm
TRIzol + .
AC538 MAMA  riturador +2  Tecidogorduroso, g 445y 4 g 1,05 Das bandeas
SADIA triturou bem discretas
beads 7 mm
] CANCER TRIzol +
AC)H39 PRE DE Triturador + 2 - 0,3993 1,92 0,89 Degradado
MAMA beads 7 mm
< CANCER ThizallS Biopsia; néo triturou Somente uma
AC606 POS DE Triturador + 2 psia, 0,2757 1,9 0,75 .
bem banda definida
MAMA beads 7 mm
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CANCER TRIzol +
AC617 - DE Triturador + 2
MAMA beads 7 mm

Bidpsia; néo triturou
bem

0,5335

1,9

1,11

Duas bandas
discretas

FONTE: Laboratério Neoplasias Resistentes a Drogas (LCDR)
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FIGURA 6 - mRNA ratio por RT-PCR das amostras de mama saudaveis.
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eficiéncia da RT-PCR e os valores de Ct para cada amostra, conforme a equacdo mRNA ratio = (2)ACt
alvo(média alvo de todas as amostras — alvo da amostra teste) / (Z)AC‘[ referéncia(média dos 3 genes de referéncia de todas as amostras — média dos 3

genes da amostra teste)
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FIGURA 7- mRNA ratio por RT-PCR das amostras de cancer de mama.
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genes da amostra teste)
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7. DISCUSSAO

A analise de expresséo génica tem crescido na pratica clinica, especialmente
na oncologia, permitindo uma melhor analise do perfil molecular dos diferentes
tumores, incluindo a analise do perfil de resisténcia as drogas. A utilizacdo da
expressdo génica pode auxiliar na descoberta e padronizacdo de novos
biomarcadores, tanto preditivos, quanto prognosticos e até mesmos biomarcadores
de resisténcia a terapias. No entanto, varios fatores influenciam a qualidade de uma
analise de expressao génica, sendo a principal delas a qualidade e quantidade do
RNA utilizado (LOCY et al., 2021; NARRANDES, XU; 2018).

A grande maioria dos exemplos na literatura utiliza blocos de parafina para
analise de imunohistoquimica e para armazenamento dessas amostras a longo prazo,
uma vez que o uso de blocos de parafina permite a preservacdo das proteinas
(NARRANDES, XU; 2018). Entretanto, quando se trata de extracdo de RNA para
analise de expressao génica, as amostras em bloco de parafina muitas vezes ndo s&o
adequadas pois 0 RNA pode ser degradado muito facilmente, tanto antes quanto
durante e apos o processo de fixagdo na parafina, devido sua instabilidade, além do
dano que a propria formalina pode causar ao RNA das amostras. (SAMADANI et al.,
2015; LOCY et al., 2021).

A extracdo de RNA de tecidos frescos e congelados permite uma melhor
analise do perfil de expressdo génica quando comparado as amostras fixadas em
formalina e embebidas em parafina (SAMADANI et al., 2015; LOCY et al.,, 2021). No
entanto, o uso dessas amostras acaba tendo seu uso limitado devido a dificuldades
na padronizacido de extracdo e analise, além das dificuldades relacionadas a coleta
da amostra, ao tamanho da amostra e padronizacdo do tamanho para analise,
transporte e levantamento de dados clinicos e padronizacido dos dados clinicos
(NARRANDES, XU; 2018).

Apesar de alguns protocolos para extracdo de RNA estarem descritos em
literatura, ha uma dificuldade de padroniza¢do na técnica, uma vez que mesma pode
ser influenciada por diversos fatores, incluindo a prépria técnica de extracédo e as
técnicas de coleta, transporte e armazenamento de amostras. Diferencas presentes
nas préprias amostras, como tamanho, tipo de tecido, também influenciam extracéo,
a quantidade, a integridade e qualidade desse RNA (SAMADANI et al., 2015; LOCY

et al., 2021).0 RNA costuma ser menos estavel e mais reativo que o DNA devido a
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estrutura da ribose, que possui grupamento hidroxila nos carbonos 2’ e 3’ da ribose,
conferindo uma maior reatividade a molécula, quando comparado ao DNA e uma
maior susceptibilidade as enzimas que degradam RNA, as RNAses (GREEN e
SAMBROOK, 2019).

Durante as extragdes das amostras de RNA total por TRIzol, observou-se uma
maior dificuldade na extragcdo de amostras pequenas, especialmente em amostras de
bidpsias por puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF). As amostras de bidpsia por
PAAF possuiam a caracteristica de serem extremamente finas € o tecido pequeno,
com uma média de tamanho de 1 cm, com didmetro em torno de 0,1 a 0,2 cm e peso
aproximado de 50 mg, enquanto as amostras de tecido variavam de 0,5 a 1 cm de
didmetro e peso de aproximadamente 100 mg. Para todas as amostras de bidpsia por
PAAF nao foi necessario mais do que 1 mL de TRIzol para o processo de extracao.
Além disso, por serem pequenas e finas, as amostras ficavam presas nos fios de nylon
da haste, sendo necessario interromper o rompimento em varios momentos para
soltar a amostra e voltar a tritura-la, o que interfere na qualidade da extracdo uma vez
gue ndo se recomenda manter a amostra por mais de um minuto no triturador devido
ao aumento da degradagcdo da amostra. Por fim, por serem amostras pequenas, as
esferas (beads) utilizadas para otimizar a extragcado acabavam escapando do tubo de
falcon, 0 que também reduzia a qualidade da extracdo das amostras.

Outra dificuldade em relagdo as amostras de biopsia por PAAF ou amostras
pequenas (com menos de 0,5 cm) foi em relagdo a caracteristica da amostra - caso a
amostra tivesse uma caracteristica mais fibrosa, tornava-se mais dificil ainda a
extracdo dessa amostra. Para amostras maiores, especialmente aquelas que
utilizaram mais de 1 mL de TRIzol, a extragdo tornava-se mais facil pois o contato
entre amostra, fios de nylon da haste e as beads era maior, facilitando a trituracao.
Por outro lado, a grande maioria dos tecidos grandes, que necessitavam de mais
TRIzol durante a extracdo, apresentavam uma caracteristica mais gordurosa,
conforme mencionado na tabela 9, sendo que, em alguns casos, apds a primeira
centrifugacao durante a extracdo, mais da metade do conteudo era gorduroso e n&o
era utilizado para o resto do procedimento da extracdo. Alguns estudos mostram que
as caracteristicas dos tecidos, entre elas tamanho e tipo de tecido, influenciam na
qualidade da extragdo e no rendimento do RNA ao final da extragcdo (SAMADANI et
al., 2015; LOCY et al., 2021).
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Além da quantidade de RNA obtido pelas amostras, especialmente amostras
pequenas, outro ponto a ser considerado durante o processo € a integridade do RNA.
A integridade do RNA ¢ fundamental para permitir a analise do mesmo através de
técnicas como RT-gPCR, microarranjo (microarrays). A analise do RNA extraido por
meio de gel de agarose permite com que a integridade e qualidade do material
extraido seja avaliado com base na separacdo dos diferentes tamanhos de
fragmentos do acido nucléicos, sendo que os fragmentos maiores se deslocam mais
lentamente quando comparados aos fragmentos menores. Esses fragmentos s&o
corados com corantes, geralmente intercalantes de RNA ou DNA, como por exemplo,
o brometo de etidio, que podem estar presentes diretamente no gel ou podem ser
aplicados no gel apos o término da corrida. A ligac&do entre o agente intercalante e o
acido nucléico, quando excitado, emite a fluorescéncia que permite a leitura dos géis
em transiluminador UV. Para um RNA integro, o gel de agarose apresentara duas
bandas, correspondentes aos fragmentos 18S e 28S do RNA ribossomal. A razéo 2:1
entre os fragmentos (28S:18S) também caracteriza um RNA de boa qualidade. Além
disso, a intensidade da fluorescéncia das bandas € proporcional a quantidade de
acidos nucléicos presentes na amostra. Caso ndo seja possivel ver as duas bandas,
€ um alto indicativo de degradacdo do RNA. (WIECZOREK, DELAURIERE e
SCHAGAT, 2022; Invitrogen, 2019; MASOTTI e PRECKEL, 2006).

Nos resultados observados na tabela 9, pode-se observar que muitas amostras
(37,78%) apresentaram algum grau de degradacao quando visualizadas no gel pois
nao apresentaram as duas bandas 18S e 28S bem definidas. A degradacédo das
amostras pode ocorrer por diversos fatores: presenca de RNAses nos equipamentos
ou reagentes, longo periodo de armazenamento em nitrogénio liquido ou freezer -
80°C (devido a pandemia da COVID-19, algumas amostras foram armazenadas por
mais de um ano), demora no rompimento das amostras e demora no processo de
extracdo de modo geral, levando a amostra a ficar longos periodos fora do gelo.

Como mencionado anteriormente, a contaminagéo das amostras por enzimas
RNAses € uma das principais dificuldades e um dos principais fatores que pode
influenciar a extragdo, a quantidade e a qualidade da extragcdo de RNA (SAMADANI
et al., 2015; LOCY et al., 2021). As RNAses sdo enzimas importantes no metabolismo
dos acidos nucléicos tanto em células eucariotas quanto procariotas. Essas enzimas
sd0 onipresentes, podendo ser encontradas em todas as células, na saliva, na

transpiracdo, na pele e também em superficies inanimadas, como superficies de
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bancadas, equipamentos (centrifugas, aparelhos de eletroforese, etc), particulas no
ar, vidrarias, etc. A estrutura das RNAses, de modo geral, é composta por inumeros
residuos de cisteina, que permite com que essa enzima forme ligagdes dissulfidicas,
0 que confere uma alta resisténcia a essa estrutura, sendo resistente a baixas
temperaturas e também a autoclave. A presenca de qualquer resquicio de RNAse ja
é suficiente para comprometer a integridade do RNA e degradar o mesmo (GREEN e
SAMBROOK, 2019; Invitrogen, 2019; WIECZOREK, DELAURIERE e SCHAGAT,
2022).

Uma das estratégias utilizadas para que a degradagdo das amostras fosse
reduzida, foi a rotina para autoclavar e para utilizar os materiais e reagentes e optou-
se por extrair poucas amostras por vez para evitar que as amostras ficassem muito
tempo fora do freezer, 0 que melhorou a qualidade das extragcdes ao longo do tempo.
Além disso, quando a amostra apresentava somente uma banda definida, o que
ocorreu para 12 amostras, era realizada a leitura em nanodrop, uma vez que 0 nao
aparecimento da segunda banda poderia estar relacionado com a baixa concentragéo
da amostra durante a corrida no gel.

A quantificagdo das amostras foi realizada pela analise de absorbancia UV a
260 nm espectrofotdmetro Nanodrop e a analise de qualidade foi feita através das
razdes de absorbancia no mesmo equipamento, A260/A230 e A260/A280.

Conforme mencionado nos resultados, para as amostras extraidas, os valores
de A260/A280 e A260/A230 obtiveram médias de 1,87 e 0,79, respectivamente,
indicando que o processo de extracdo n&o resultou em contaminagdes significativas
por proteinas pois ficou entre a raz&o esperada pela literatura (IMBEAUD et al., 2005;
LAM et al.,, 2012; MLCOCHOVA et al., 2014). No entanto, os valores de razdo
A260/A230 foram abaixo do que a literatura considera como puro (proximo de 2)
(IMBEAUD et al., 2005; LAM et al., 2012). Entretanto, ndo ha consenso sobre o limite
inferior aceitavel da razdo A260/A230. Possiveis candidatos que podem aumentar a
absorbancia a 230 nm incluem sais, carboidratos, peptideos e fenol ou compostos
aromaticos em geral. O aumento da absorbancia a 230 nm em amostras de RNA é
quase sempre devido a contaminagdo com tiocianato de guanidina. O reagente
comercial TRIzol utilizado para todas as extracées do RNA total € uma solucéo
monofasica contendo isotiocianato de guanidina e fenol. Embora o fabricante
Invitrogen nao fornecga a concentracéo final do isotiocianato de guanidina presente no

reagente TRIzol, o artigo que inicialmente desenvolveu 0 método para isolamento de
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RNA com uma mistura acida de tiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio descreve a
concentragéo de 4 M de tiocianato de guanidina (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987).
Isso pode resultar em contaminacdo com tiocianato de guanidina apoés resuspensao
do pellet de RNA com agua. De qualquer forma, foi demonstrado que a contaminacéo
por tiocianato de guanidina mostrou n&o interferir nas aplicagbes moleculares
subsequentes até 100 mM em amostras de RNA (QIAGEN, 2018). Portanto, a analise
subsequente de RNA foi realizada por RT-gPCR com a necessidade prévia de
transcricdo reversa para obtencdo de cDNA a fim de que a expressao de transcritos
que codificam para os transportadores ABC bem como normalizadores pudesse ser
determinada.

Verificou-se que foi possivel identificar a expressdo dos genes ABC de
interesse, tanto nas amostras de mama normal, quanto nas amostras de cancer de
mama. Nas amostras de mama normal, observou-se a expressao de todos os 20
genes de interesse, enquanto a literatura relata que os genes ABCA7, ABCB4,
ABCBS5, ABCC1, ABCC2, ABCC5 e ABCC11 ndo sdo comumente expressos em
células de mama normal (MODI et al., 2022). Ja em relagdo as amostras de cancer
de mama, observou-se que os genes da subfamilia ABCA, genes ABCB2, ABCBS,
ABCB6, ABCC3, ABCC4 e ABCG1 n&o foram expressos em algumas das amostras,
nédo sendo igual o perfil de expressé&o entre os tumores. Por outro lado, estudos
demonstram que as proteinas ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCB2, ABCC4 e ABCG1
podem ser encontrados expressos em diferentes amostras de tumor de mama (MODI
et al., 2022). Essa variacdo do perfil de expressdo entre as amostras pode ser
justificada pela heterogeneidade das amostras (BRAAKMAN et al.,, 2015) e que
podem diferir dependendo, por exemplo, do estadiamento da doencga, da expressao
de receptores hormonais e receptores do fator de crescimento epidérmico, das linhas
de tratamentos e da idade das pacientes (WIND, HOLEN; 2011). Um grupo maior de
amostras e sua correlacdo com os dados clinicos das pacientes deve ser avaliado
para que possa ser estabelecida uma relacéo entre 0s genes expressos e o perfil de
resisténcia as drogas nessas pacientes.

A falta de uma padronizacdo dos métodos para extragdo, quantificacdo e
analise dos transportadores ABC em tumores sdlidos dificulta a comparagdo da
expressao desses genes em diferentes tecidos. Além disso, as dificuldades na coleta,
transporte e armazenamento dessas amostras acaba sendo um fator limitante nas
analises (WIND, HOLEN; 2011; VERMA, 2012; NARRANDES e XU, 2018; NOUVEL
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et al., 2021). Os estudos em tumores de mama com analise de tumores frescos s&o
escassos na literatura. A grande maioria dos estudos utilizam a imunohistoquimica
como técnica para analise de expressdo e, na maioria das vezes, as amostras
utilizadas séo amostras em blocos de parafina (WIND, HOLEN; 2011; SAMADANI et
al., 2015; NARRANDES e XU, 2018; LOCY et al., 2021). O método de extracéo
apresentado nesse trabalho permitiu a extragdo do RNA das amostras e posterior
amplificagdo do cDNA por RT-gPCR. Desse modo, observa-se que o método
apresentado nesse ftrabalho foi eficiente para analisar a expressado desses
transportadores em amostras de mama, porém, € necessario a correlagcdo das
amostras com as caracteristicas clinicas das pacientes, além de um maior numero de
amostras para reduzir a variabilidade entre os tecidos e garantir a reprodutibilidade

dos resultados.
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8. CONCLUSAO

A andlise da expressdo génica em tecidos frescos permite uma maior
compreensado dos mecanismos fisioldgicos e patoldgicos nas células, além de
caracterizar com maior especificidade o perfil de expressao de proteinas nas células.
Além disso, uma analise da expressao génica de diferentes amostras pode permitir a
caracterizacdo de novos biomarcadores tumorais, tanto preditivos quanto
progndsticos.

As proteinas da familia ABC desempenham um importante papel fisioldgico no
organismo e tém ganhado importancia na oncologia, especialmente nos tumores
resistentes as drogas. A padronizagdo de um método de extracdo de RNA total e
analise de expressdo dos genes que codificam para essas proteinas em diferentes
tecidos € de grande importancia na determinagdo de MDR clinica em pacientes com
cancer e na caracterizacdo dessas proteinas como possiveis biomarcadores tumorais.

Com esse estudo foi possivel concluir que a extracdo de amostras recém
coletadas e congeladas, tanto no freezer -80°C quanto no nitrogénio liquido, resultou
em RNAs integros e com capacidade de serem amplificados para demonstrar o perfil
de expressdo génica do tecido. No entanto, a técnica ainda precisa de melhorias
quanto a contaminacéo por compostos fendlicos e otimizagdo da RT-gPCR. A técnica
mostrou-se adequada para a extracdo de RNA e para analise do perfil de expresséo
dos transportadores ABC em amostras de mama, tanto saudaveis quanto tumorais.
Em estudos futuros, sera possivel comparar 0s niveis de expressao génica entre
amostras saudaveis e amostras tumorais, comparar o perfil dos pacientes em relacéo
a presenca dos transportadores ABC e determinar uma relagéo dos transportadores

ABC como biomarcadores preditivos e progndsticos em pacientes oncoldgicos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise dos niveis de expressdo de transportadores ABC em amostras de pacientes
com cancer

Pesquisador: GLAUCIO VALDAMERI

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 17187219.5.0000.0102

Instituicdo Proponente: Programa de P6s Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.507.574

Apresentaciao do Projeto:

O projeto a ser avaliado quanto ao seu carater bioético tem como titulo "Andlise dos niveis de expressao de
transportadores ABC em amostras de pacientes com cancer", tem como pesquisador reponsavel o Prof. Dr.
Glaucio Valdameri do PPG em Ciéncias Farmacéuticas do Setor de Ciéncias da Saude - UFPR e, ainda, na
equipe de pesquisa Leticia C. Delabio, Edilaine T. da Silva, Manoella A. da Costa e Andrezza V. L. Marques.

O projeto sera realizado no periodo compreendido entre outubro de 2019 a junho de 2023.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o autor, o projeto tem como objetivo primario:

"Identificar quais sao os transportadores ABC responsaveis pela resisténcia ao fratamento quimioterapico
em pacientes com cancer."

E, ainda, como objetivos secundarios:

"Avaliar os niveis de expressao transcricional de transportadores ABC em amostras de biopsias tumorais
antes e depois do tratamento quimioterapico;

Apontar os principais transportadores ABC que impactam no tratamento quimioterapico;
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Confirmar os niveis de expressio dos transportadores ABC a nivel proteico; Identificar a presenga de
resisténcia intrinseca ou adquirida;

Avaliar quais os tipos de cancer estdo mais susceptiveis a resisténcia mediada por transportadores ABC;
Verificar se a resisténcia esta relacionada com: quimioterapicos isolados, classes

farmacolégicas ou se 0 medicamento quimioterapico esta associado a um transportador especifico;

Propor protocolos de tratamento as neoplasias malignas com base nos niveis de expressao dos
transportadores identificados."

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores, sdo riscos envolvendo esta pesquisa aqueles "relacionados ao sigilo das
amostiras bioldgicas. Para assegurar que os dados dos pacientes nao sejam divulgados, os pesquisadores
comprometem-se em manter o material sob a guarda exclusiva do Laboratério de Imunologia
Clinica(Departamento de Andlises Clinicas - Setor Ciéncias da Saude) da Universidade Federal do Parana
(UFPR)durante todo o periodo destinado ao estudo.”

Ainda, segundo os autores, os beneficios estao relacionados ao fato da pesquisa visar "identificar quais os
tipos de cancer podem ser mais susceptiveis a resisténcia mediada por transportadores ABC. Sendo assim,
os beneficios estao relacionados a escolha personalizada dos protocelos de tratamento aos pacientes,
sendo apontados agueles com previsao de resisténcia aos tratamentos propostos.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto a ser desenvolvido trata-se de um estudo observacional transversal com coleta prospectiva de
amostras biologicas (n=500) de biépsias tumorais, por meio de sele¢ao intrahospitalar.

Apos andlise sobre a presenga e expressao de fransportadores ABC, serd realizada uma coleta
retrospectiva dos dados acerca dos tratamentos quimioterapicos realizados por meio de consulta ao
prontuario do paciente para verificar a associagao da superexpressdo destes com a resisténcia tumoral.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram devidamente apresentados.

Recomendacgoes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Os pesquisadores responderam as questoes e alteraram os documentos conforme as recomendagoes
desse colegiado. Portanto, o parecer é favoravel a aprovacao do projeto no que se refere ao seu carater
ético.

- E obrigatério retirar na secretaria do CEP/SD uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovacgao por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

*Em caso de projetos com Coparticipantes que possuam Comités de Etica, seu TCLE somente sera liberado
apos aprovagao destas instituigcoes.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma copia ficara com o participante da
pesquisa (Carta Circular n2. 003/2011CONEP/CNS).

Favor agendar a retirada do TCLE pelo telefone 41-3360-7259 ou por e-mail cometica.saude@ufpr.br,
necessario informar o CAAE.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAGAQ. Demais
alteragbes e prorrogacao de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execucgao da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagao de
prorrogagao de prazo.

Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica.ufpr.br (obrigatério envio)
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagbes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/08/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1326197.pdf 10:38:03
TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_VERSAQO_2.docx 10:37:33 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
TCLE/ Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_PAIS_RESPONS 10:37:20 |LOURENCO
Justificativa de AVEL_VERSAQO_2.docx MARQUES
Auséncia
TCLE / Termos de |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_VERSA| 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / O_2.docx 10:36:58 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
Outros CARTA_DEVOLUCAO_PENDENCIAS.d| 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito

ocx 10:36:41  |LOURENCO
MARQUES
Projeto Detalhado / | PROJETO.docx 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Brochura 15:37:22 |LOURENCO
Investigador MARQUES
Declaracao de SOLICITACAO_DE_ACESSO_LAUDOS| 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicao e _AMOSTRAS_CITOPAR.pdf 15:35:54 |LOURENCO
Infraestrutura MARQUES
Declaracao de AUTORIZACAO_PARA_REALIZACAO_| 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e DA_PESQUISA_E_MANIPULACAO_DA| 15:35:38 |LOURENCO
Infraestrutura DOS ANGELINA CARON.pdf MARQUES
Declaragao de TERMO_COMPROMISSO_USO_DADO| 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Pesquisadores S_DE_ARQUIVO.pdf 15:19:50 |LOURENCO
MARQUES
Outros CHECK_LIST_DOCUMENTAL.pdf 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
15:15:39 |LOURENCO
MARQUES
Declaracao de CONCORDANCIA_DE_SERVICO_ENV| 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e OLVIDO.pdf 15:11:54 |LOURENCO
Infraestrutura MARQUES
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
11:27:11 LOURENCO
MARQUES
TCLE / Termos de | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_PAIS_RESONSA 11:24:43 |LOURENCO
Justificativa de VEL.docx MARQUES
| Auséncia
TCLE / Termos de | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E E ESCLARECIDO.docx 11:24:34 |LOURENCO
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Justificativa de TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 09/07/2019 |MARQUES Aceito
Auséncia E_E ESCLARECIDO.docx 11:24:34
TCLE / Termos de | TERMO_DE_ASSENTIMENTO.docx 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / 11:24:25 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
Declaragao de SOLICITACAO_DE_ACESSO_AQOS_DA| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e DOS_DE_PRONTUARIOS_HEG.pdf 11:24:02 |LOURENCO
Infraestrutura MARQUES
Declaracao de SOLICITACAO_DE_ACESSO_AOS_DA| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e DOS_DE_PRONTUARIOS_ANGELINA_| 11:23:53 |LOURENCO
Infraestrutura CARON pdf MARQUES
Declaragao de AUTORIZACAO_PARA_REALIZACAQO_| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Manuseio Material [DA_PESQUISA_E_MANIPULACAOQ_DQO| 11:20:38 |LOURENCO
Biolégico / S_DADOS_HEG.pdf MARQUES
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragao de AUTORIZACAO_PARA_REALIZACAO_| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Manuseio Material |[DA_PESQUISA_E_MANIPULACAO_DO| 11:20:28 |LOURENCO
Biologico / S_DADOS_CITOPAR.pdf MARQUES
Biorepositorio /
Biobanco
Declaracao de TERMO_GUARDA_MATERIAL_BIOLO | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Pesquisadores GICO.pdf 11:18:22 |LOURENCO
MARQUES
Declaracao de DECLARACOES_EQUIPE_PESQUISA.| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Pesquisadores pdf 11:17:45 |LOURENCO
MARQUES
Declaragao de CONCORDANCIA_INST_COPARTICIP | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e ANTES_HEG.pdf 11:17:11  |LOURENCO
Infraestrutura MARQUES
Declaragao de CONCORDANCIA_INST_COPARTICIP | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e ANTES_CITOPAR.pdf 11:17:00 |LOURENCO
Infraestrutura MARQUES
Declaracao de CONCORDANCIA_INST_COPARTICIP | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Instituicdo e ANTES_ANGELINA_CARON.pdf 11:16:45 |LOURENCO
Infraestrutura MARQUES
Declaragao de ANALISE_DE_MERITO.pdf 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Pesquisadores 11:11:55 |LOURENCO
MARQUES
QOutros ATA_DE_APROVACAO_PPGCF_PROJ| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
ETO_CEP.pdf 11:11:25 |LOURENCO
MARQUES
Declaracao de CARTA_ENCAMINHAMENTO_PESQUI| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Pesquisadores SADOR_AQO_CEP.pdf 11:10:17 |LOURENCO
MARQUES
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

CURITIBA, 14 de Agosto de 2019

Assinado por:
IDA CRISTINA GUBERT
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise dos niveis de expressao de transportadores ABC em amostras de pacientes
com cancer

Pesquisador: GLAUCIO VALDAMERI

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 17187219.5.3002.5226

Instituicdo Proponente: Hospital e Maternidade Angelina Caron/ PR
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.614.000

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional transversal com coleta prospectiva das amostras biologicas, as
biépsias tumorais, por meio de selecao intrahospitalar. Sera feita também a coleta retrospectiva dos dados
acerca dos tratamentos quimioterapicos realizados através de consulta ao prontuario do paciente para
verificar a associagao da superexpressao de transportadores ABC com a resisténcia tumoral. Os servigos
coparticipantes irdo disponibilizar os horarios de agendamento do procedimento de biopsia dos pacientes,
para que os pesquisadores se desloguem aos servigos, expliquem o estudo e apliguem entdo o TCLE aos
pacientes antes da realizagao do procedimento. Havendo concordéncia na participagaoc do estudo, o
participante, pais ou responsavel legal, ira assinar o Termo, autorizando o uso das amostras biologicas e
dados de prontudrio. Sera aplicado ao participante, aos pais ou responséavel legal o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ou o Termo de Assentimento a participantes maiores de 12 anos e
menores de 18 anos. Amostras: Serao utilizadas amostras de bidpsias tumorais fornecidas pelos servigos
coparticipantes que disponham de amostra tecidual antes do primeiro tratamento quimioterapico e amostra
do mesmo paciente e apos o tratamento. As amosiras serdo obtidas através de colaboragdes firmadas com
instituicdes coparticipantes.

1)Citopar — Térreo, Loja 3. Av. Sete de Setembro, 5426 - Batel, Curitiba — PR.

2)Hospital Erasto Gaertner — Rua Dr. Ovande do Amaral, 201 - Jardim das Américas. Curitiba — PR.

As amostras bioldgicas serao usadas especificamente para os propositos dessa pesquisa e
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posteriormente serdo descartadas e destruidas no proprio laboratério responsavel pela pesquisa. Os dados
de prontudrio serdo obtidos através das instituigoes:

1)Hospital Angelina Caron — Rodovia do Caqui, 1150 - Centro, Campina

Grande do Sul — PR.

2)Hospital Erasto Gaertner — Rua Dr. Ovande do Amaral, 201 - Jardim das Américas. Curitiba — PR.

A utilizacao das amostras se dara em um unico momento, portanto, as mesmas serao encaminhadas ao
proprio laboratéric de pesquisa com conservacao em temperatura ambiente e serao analisadas logo apos o
fornecimento das mesmas. As amostras de biopsias serao destruidas e descartadas logo apoés o término da
realizagao das andlises laboratoriais.A andlise sera realizada através de:-Isolamento de RNA e Sintese de
cDNA- Quantificagao do mRNA por gRT-PCR em tempo real-Western Blot.

Dados de prontuarios:Serao realizadas consultas aos prontuarios dos pacientes para correlacionar
resultados das amostras de biépsias tumorais aos tratamentos medicamentosos propostos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar quais sao os transportadores ABC responséaveis pela resisténcia ao tratamento quimioterapico em
pacientes com cancer.

Objetivo Secundario:

Avaliar os niveis de expresséao transcricional de transportadores ABC em amostras de biépsias tumorais
antes e depois do tratamento quimioterapico; Apontar os principais transportadores ABC que impactam no
tratamento quimioterapico;Confirmar os niveis de expressao dos transportadores ABC a nivel
proteico;ldentificar a presenca de resisténcia intrinseca ou adquirida;Avaliar quais os tipos de cancer estao
mais

susceptiveis a resisténcia mediada por transportadores ABC;Verificar se a resisténcia esta relacionada com:
quimioterapicos isolados, classes farmacologicas ou se 0 medicamento quimioterdpico esta associado a um
transportador especifico;Propor protocolos de tratamento &s neoplasias malignas com base nos niveis de
expressdo dos transportadores identificados.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos, envolvendo esta pesquisa, estao relaciocnados ao sigilo das amostras biologicas. Para assegurar
que os dados dos pacientes nao sejam divulgados, os pesquisadores comprometem-se em manter o
material sob a guarda exclusiva do Laboratéric de Imunologia Clinica (Departamento de Analises Clinicas -
Setor Ciéncias da Saude) da Universidade Federal do Parana (UFPR) durante
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todo o periodo destinado ao estudo. Reforga-se que as amosiras de bidpsia tumoral, logo apos andalise
laboratorial sera destruida e descartada, pois a utilizagao do material ocorre em etapa Unica.
Beneficios:

A pesquisa visa identificar quais os tipos de cancer podem ser mais susceptiveis a resisténcia mediada por
transportadores ABC. Sendo assim, os beneficios estdo relacionados & escolha personalizada dos
protocolos de tratamento aos pacientes, sendo apontados aqueles com previsao de resisténcia aos
tratamentos propostos.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo observacional transversal com coleta prospectiva das amostras biolégicas, as
biépsias tumorais, por meio de sele¢ao intrahospitalar. Apés analise laboratorial das amostras, seré feita
coleta retrospectiva dos dados acerca dos tratamentos quimioterapicos realizados através de consulta ao
prontuario do paciente para verificar a associagao da superexpressao de transportadores ABC com a
resisténcia tumoral.A consulta aos prontuarios dos pacientes visa correlacionar os resultados laboratoriais
obtidos com a resposta aos tratamentos quimioterapicos realizados. No decorrer do tratamento oncolégico,
serdo registrados os dados de prontudrio no que diz respeito ao protocolo proposto no inicio do tratamento e
em quais medicamentos quimioterapicos consiste o protocolo inicial. Serao levantados dados afim de serem
identificadas possiveis alteragdes no plano terapéutico que sejam decorrentes de resposta terapéutica
insatisfatéria & neoplasia.

Desfecho Primario:

Apontar quais os tipos de cancer estdo mais susceptiveis a resisténcia mediada por transportadores ABC e
quais sao os principais transportadores ABC envolvidos na resisténcia aos tratamentos quimioterapicos afim
de serem propostos protocolos de tratamento as neoplasias malignas com base nos niveis de expressao
dos transportadores identificados.

Desfecho Secundario:

Verificar se a resisténcia esta relacionada com quimioterdpicos isolados, classes farmacologicas ou se o
medicamento quimioterapico esta

associado a um transportador especifico e identificar a presencga de resisténcia intrinseca ou adquiria.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Projeto com tema relevante, atual e de importancia cientifica. Com embasamento teérico, bem elaborado,
descrevendo em detalhes todos os procedimentos que serdo realizados no decorrer da
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pesquisa.

Yo

asil

Todos os documentos referentes ao projeto estdo adequados ao que se propde e respeitam as normas
vigentes. O Termo de Consentimento possui linguagem de facil entendimento e contém todas as

informagdes necess

Recomendacdes:

arias aos pacientes.

N&o foram detectadas falhas éticas ou metodologicas, nao havendo portanto, pendéncias no referido
projeto. Salientamos a importancia do envio de relatorios semestrais ao CEP-HAC, assim como qualquer
alteragao do protocolo e um relatério final na conclusao da pesquisa.

Conclusdes ou Pend

éncias e Lista de Inadequacoes:

Diante do exposto, o CEP-HAC de acordo com suas atribuigdes definidas na resolugio 466/12, manifesta-se

pela APROVAGAO do Projeto, nos termos em que esta proposto.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_VERSAQO_2.docx 10:37:33 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
TCLE / Termos de | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_PAIS_RESPONS 10:37:20 |[LOURENCO
Justificativa de AVEL_VERSAOQO_2.docx MARQUES
Auséncia
TCLE / Termos de |TERMO_DE_ASSENTIMENTO_VERSA| 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / O_2.docx 10:36:58 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
Outros CARTA_DEVOLUCAO_PENDENCIAS.d| 13/08/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito

ocx 10:36:41 |LOURENCO
MARQUES
Projeto Detalhado / |PROJETO.docx 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Brochura 15:37:22 |LOURENCO
Investigador MARQUES
Outros CHECK_LIST_DOCUMENTAL.pdf 10/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
15:15:39 |LOURENCO
MARQUES
TCLE/ Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E ESCLARECIDO PAIS RESONSA 11:24:43  |LOURENCO
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Justificativa de docx 09/07/2019 |MARQUES Aceito
Auséncia 11:24:43
TCLE / Termos de | TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO.docx 11:24:34 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
TCLE/ Termos de |TERMO_DE_ASSENTIMENTO.docx 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Assentimento / 11:24:25 |LOURENCO
Justificativa de MARQUES
Auséncia
Declaracao de AUTORIZACAO_PARA_REALIZACAO_| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Manuseio Material |DA_PESQUISA_E_MANIPULACAO_DO| 11:20:38 |[LOURENCO
Biologico / S_DADOS_HEG.pdf MARQUES
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragao de AUTORIZACAO_PARA_REALIZACAO_| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito
Manuseio Material |DA_PESQUISA_E_MANIPULACAO DO| 11:20:28 |LOURENCO
Biologico / S_DADOS_CITOPAR.pdf MARQUES
Biorepositorio /
Biobanco
Outros ATA_DE_APROVACAO_PPGCF_PROJ| 09/07/2019 |ANDREZZA VIVIANY| Aceito

ETO_CEP.pdf 11:11:25 |LOURENCO

MARQUES

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Endereco:

Bairro: Jardim Aracatuba

UF: PR
Telefone:

CAMPINA GRANDE DO SUL, 01 de Outubro de 2019

Assinado por:

Fatima dos Santos de Bittencourt

(Coordenador(a))
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