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RESUMO

O céncer de mama ¢ a segunda neoplasia maligna mais prevalente em mulheres no Brasil,
sendo responsavel por grande nimero de mortes relacionadas as neoplasias malignas.
Existem varias alternativas usadas no tratamento do cancer de mama, podendo ser
empregado tratamento cirdrgico, radioterapia e tratamento sistémico, pela quimioterapia
citotoxica, terapia hormonal e terapia bioldgica. Quando indicado tratamento sistémico
neoadjuvante, a resposta a quimioterapia empregada é importante para o sucesso da
terapia. Alguns fatores podem modificar essa resposta, tais como fatores ambientais,
genéticos e resposta as medicacfes. O gene MDR (ABCBL1) codifica a glicoproteina P,
uma transportadora de membrana, responsavel pelo efluxo celular de uma variedade de
drogas, xenobidticos, metabdlitos celulares e agentes anticancerigenos, estruturalmente
independentes. Os polimorfismos genéticos nesse sitio podem modificar a absorcdo,
acumulacdo no tecido e eliminacdo de drogas do organismo. Dessa forma, o objetivo do
estudo foi avaliar a associagéo entre o polimorfismo (SNPs) do gene ABCB1 C3435T com
a resposta a quimioterapia neoadjuvante em mulheres com cancer de mama na regido
Norte do estado do Ceard. Foi realizado estudo com 32 pacientes do sexo feminino, que
usaram os quimioterapicos de forma neoadjuvante. A genotipagem dos polimorfismos foi
feita por reacdo da polimerase em cadeia (PCR) em tempo real alelo especifica.A analise
estatistica foi realizada por meio do teste exato de Fisher ou Qui-quadrado de Pearson,
utilizando o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) vs20.0. Os
gendtipos encontrados para os polimorfismo C3435T estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg e suas distribuicdes genotipicas foram respectivamente CC= 10 (31,1%), CT= 14
(43,8%), TT= 08 (25,0%) sendo, y2: 0,86 e P-value> 0,05. As freqliéncias alélicas foram de C=
0,54 e T= 0,46. Nao ocorreram diferencas estatisticas entre os genotipos considerando a
resposta a quimioterapia neoadjuvante e a imunohistoquimica, sendo a presenga do alelo T
associada a pior resposta do status axilar a quimioterapia neoadjuvante.Dessa forma, ndo foi
possivel correlacionar a presenca do polimorfismo C3435T com a resposta a quimioterapia
neoadjuvante, sendo necessariaa realizacdo de novos estudos no Brasil envolvendo casuisticas

maiores para a validagao dos resultados.

Palavras- chaves: Cancer de mama. Neoadjuvancia.Polimorfismos. Gene ABCB1.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most prevalent malignant neoplasm in women in Brazil, accounting for
a large number of malignant neoplasm-related deaths. There are several alternatives used in the
breast cancer treatment, being able to be used surgical treatment, radiotherapy and systemic
treatment, by cytotoxic chemotherapy, hormonal therapy and biological therapy. When
neoadjuvant systemic therapy is indicated, the response to chemotherapy is important for the
therapy's success. Some factors can modify this response, such as environmental, genetic and
response factors. The MDR gene (ABCB1) encoding the P-glycoprotein, a membrane carrier,
responsible for the cellular efflux of a drugs' variety, xenobiotics, cellular metabolites and
anticancer agents, structurally independent. Genetic polymorphisms at this site can modify the
absorption, accumulation in the tissue and elimination of drugs from the body. Thus, the objective
of this study was to evaluate the association between the polymorphism (SNPs) of the ABC34
C3435T gene and the response to neoadjuvant chemotherapy in women with breast cancer in the
northern region of Ceard state. A study was conducted with 32 female patients, who used
chemotherapy in a neoadjuvant way. The polymorphisms genotyping was done by polymerase
chain reaction (PCR) in real-time allele-specific. Statistical analysis was performed using Fisher's
exact test or Pearson's Chi-square, using SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)
software vs20.0. The genotypes found for C3435T polymorphisms were in Hardy-Weinberg
equilibrium and their genotypic distributions were respectively CC = 10 (31.1%), CT = 14
(43.8%), TT = 08 (25.0%) being, ¥2: 0.86 and P-value> 0.05. The allele frequencies were C = 0.54
and T = 0.46. There were no statistical differences between the genotypes considering the response
to neoadjuvant chemotherapy and immunohistochemistry, with the presence of the T allele
associated with the worst axillary status response to neoadjuvant chemotherapy. Thus, it was not
possible to correlate the C3435T polymorphism presence with the response to neoadjuvant
chemotherapy, and it is necessary to carry out new studies in Brazil involving larger cases for the

results validation .

Keywords: Breast neoplasms, Neoadjuvant chemotherapy, polymorphism, ABCB1 gene.
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1. INTRODUCAO

Céncer é uma desordem genética ocasionada pelas alteracbes nas células normais,
podem ser originados pelo o desinquelibrio entre as taxas de crescimento e morte celular.
(HANAHAN D, WEINVERG RA, 2000)

O céncer de mama é a neoplasia maligna mais frequente entre as mulheres no Brasil e no
mundo. Com excec¢do dos tumores de pele ndo-melanomas, esse tipo de neoplasia ocupa a
primeira posicdo em todas as regides do Brasil, exceto na regido Norte(INCA,2018).

A cada ano, cerca de 20% a 29% dos casos novos de cancer em mulheres sdo de mama.
Sdo esperados para o Brasil em 2018, 59.700 casos novos de cancer de mama, com um risco
estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2018).

O tratamento para essa neoplasia, aquimioterapia neoadjuvante utilizada com a
Finalidade de reduzir o volume tumoral e levar a uma cirurgia futura menos agressiva,
visando a regressdo da doenca com a finalidade de uma cirurgia mais conservadora e a
maiores taxas de cura e sobrevida.

A expressdo genética tumoral tem grande repercur¢do na variagdo prognostica e preditora
de sobrevida nos pacientes de cancer de mama. O Estudo dos polomirfismos, tem sido
implicado em respostas variadas a diversos fatores, entre eles, farmacos, resposta inflamatéria
e imune. A presenca do Polomorfismo no Gene ABCBL implica na resisténcia a varias
drogas, tais como 0s quimioterapicos.

O presente trabalho, objetiva avaliar a relacdo entre o Polimorfismo ABCBL e a reposta a
quimioterapia neoadjunvante em mulheres com cancer de mama, visamos esclarecer o papel
dessa variacdo genética, no prognostico e sobrevida dessas pacientes, com grande implicacdo
clinica das pacientes residentes da regidao norte do Estado do Ceara.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do cancer

O cancer é definido como uma doenca gendmica e surge a partir de alteracGes
cumulativas no material genético (DNA) de células normais que sofrem transformc¢Ges até se
tornarem malignas. Todos os processos desde a iniciacdo tumoral, transformacdo, invasédo até
metastase ocorrem em multiplas etapas e podem envolver dezenas até centenas de genes, por
meio de mutacOes intragénicas, quebras e perdas cromossdmicas, amplificacBes génicas,
instabilidade genémica e mecanismos epigenéticos(como metilacdo e acetilacdo)(SILVA RL,
2005). Em tecidos normais, as taxas de crescimento e de morte celular estdo em equilibrio. No
cancer, esse equilibrio é rompido por perda no controle do crescimento celular e/ou
mecanismos de apoptose(também chamada de morte celular programada). As causas que
contribuem para o desenvolvimento do cancer sdo multifatoriais, envolvendo fatores
ambientais (tabagismo, radiagdo ionizante, alcool, administragdo de hormonios etc.), fatores
enddgenos (envelhecimento, obesidade, alteragdes hormonais, entre outros) e heranca
genética, em proporcdes variadas (HANAHAN D, WEINBERG RA, 2000).

Geneticamente, classifica-se 0 padrdo de apresentacdo dos casos de cancer em trés
grupos:

Cancer esporadico: corresponde a 70% dos casos de canceres e apresenta-se como casoS
isolados em uma familia, geralmente ocorrendo em idade mais avancada. A principal causa
sdo fatores ambientais e endégenos (ROCHA JCC, VARGAS FR, 2001).

Cancer familial (ou agregacao familial de cancer): corresponde a 20% dos casos de canceres,
apresentando maior frequéncia de casos numa mesma familia, porém sem padrdo de heranca
medeliano. Além de fatores ambientais e enddgenos, os fatores genéticos também contribuem
para 0 aumento de risco ao desenvolvimento de tumores malignos. Geralmente, as alteragdes
geneéticas encontradas nesse grupo sdo polimorfismos (ou variagbes genéticas comuns na
populagdo), chamados de “genes modificadores de risco”, por exemplo, em genes envolvidos
nos processos de metabolismo e degradacdo de produtos toxicos as células (ROCHA JCC,
VARGAS FR, 2001).

Cancer hereditario: responde por cerca de 5% a 10% dos casos de cancer cuja causa principal
¢ a mutacdo germinativa (presente em todas as células do corpo) em um gene de alta
penetrancia(ROCHA JCC, VARGAS FR, 2001)

A formagc&o do cancer é um processo longo, unidirecional e sequencial. E um jogo de forgas

entre genes e proteinas com agdo supressora versus outros genes e proteinas de atuacéo
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contréria. Farber et al. (1980) com base em modelos animais, propuseram a divisdo de
carcinogénese em trés etapas: iniciacdo, promocao e progressdo. Esta divisdo é racional e
didatica, mas os compartimentos ndo sdo estaticos, ou seja, existem intersecdo e
simultaneidade nas etapas de carcinogénese.

Iniciacdo: caracterizada por mutacbes em uma célula tronco provocada por agentes
quimicos, fisicos (radiacdo ultravioleta e ionizante), bioldgicos (virus) e herdadas
(hereditariedade), geralmente irreparaveis e permanentes, afetando a proliferacdo celular e
morte programada (apoptose). O processo se inicia com a inativacao de genes supressores de
tumor ou com a ativagdo de protoncogenes em oncogenes (ROCHA JCC, VARGAS FR,
2001).

Promocdo: nessa fase ocorre a expansdo de clones mutantes composta de células
fenotipicamente alteradas por estimulos a proliferacdo celular de fatores de crescimento
autocrinos onde a célula em transformagdo secreta seu proprio fator de crescimento
(EGF,IGF,VEGF,PDGF, TGF-alfa, HIF, entre outros) ou recruta células inflamatorias e
estromais para produzirem esses fatores. A célula desenvolve mecanismos de evasdo ao
sistema immune, ndo somente neutralizando linfécitos e macréfagos, mas também os
recrutando como verdadeiros aliados (HANAHAN D, WEINBERG RA, 2011).

Progressdo: o processo de transformacdo atinge seu climax, com células mutantes
imortais, capazes de proliferar indefinidamente, destruir a 1dmina propria e invadir tecidos,
linfaticos e ganhar a corrente sanguinea. Genes ligados ao metabolism da glicose,
angiogénese e moléculas de adesdo sdo reprogramados para que a célula consiga sobreviver
em situagdes indspitas de acidose e hipdxia extrema. Fenotipicamente constituem carcinomas
in situ e carcinomas invasivos(HANAHAN D, WEINBERG RA, 2011).

Desta forma o estudo da influéncia da expressdo génica na tumorigénese pode
contribuir no entendimento da biologia do cancer, despertando grande interesse dos

pesquisadores nos ultimos anos, sendo importantes na avaliagcdo prognostica e preditiva.

2.2. Cancer de Mama

O céancer de mama ¢ classificado mundialmente como o segundo tipo de cancer de
maior prevaléncia, sendo o mais comum entre as mulheres(PAYANDEH ET AL., 2015).
Atualmente & um problema de satde publica devido a elevada incidéncia e mortalidade. Para
o Brasil, em 2018, sdo esperados 59.700 casos novos de cancer de mama, com um risco
estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo

melanoma, esse tipo de cancer também é o primeiro mais frequente nas mulheres das Regides
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Sul (74,30/100 mil), Sudeste (68,08/100 mil), Centro-Oeste (55,87/100 mil) e Nordeste
(38,74/100 mil). Na regido Norte, é o0 segundo tumor mais incidente (22,26/100 mil). O cancer
de mama é o tipo que possui a maior incidéncia e a maior mortalidade na populacdo feminina
em todo o mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises
desenvolvidos(INCA,2018).

Durante ano de 2012, ocorreram aproximadamente 1,67 milhdes de casos novos dessa
neoplasia em todo o mundo, representando aproximadamente 25% de todos os tipos de cancer
diagnosticados nas mulheres. As mais altas taxas de incidéncia encontram-se na Europa
Ocidental e as menores taxas na Asia Oriental. Aproximadamente 43% dos novos casos
estimados ocorreram na Europa e na América do Norte. Foram estimados, em 2012, 500 mil
Obitos por cancer de mama em mulheres em todo mundo. Essas mortes correspondem a 15%
de todos os Obitos por cancer em mulheres, sendo que 34% também incidem em paises
desenvolvidos na Europa e América do Norte(INCA,2018).

Em geral, as taxas de mortalidade sdo mais elevadas em regides mais desenvolvidas
socioeconomicamente. Entretanto, configura como a principal causa de morte (324 mil 6bitos)
nas regides menos favorecidas e ocupa agora a segunda posi¢do (198 mil dbitos) nas regides
mais desenvolvidas ficando atras apenas do cancer de pulmao(INCA,2016).

O céancer de mama é considerado uma doenca heterogénea com relacdo a clinica e a
morfologia. E um tipo de cancer considerado multifatorial, envolvendo fatores bioldgico,
enddcrinos, vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida. Envelhecimento, fatores
relacionados a vida reprodutiva da mulher, histéria familiar de cancer de mama, alta
densidade do tecido mamario (razdo entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama) sao
0s mais bem conhecidos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama. Além
desses, consumo de alcool, excesso de peso, sedentarismo e exposicdo a radiacdo ionizante
também sdo considerados agentes potenciais para o desenvolvimento desse cancer. A idade
continua sendo um dos mais importantes fatores de risco. As taxas de incidéncia aumentam
rapidamente até os 50 anos. Apos essa idade, o aumento ocorre de forma mais lenta, o que
reforga a participagdo dos hormdnios femininos na etiologia da doenca (INCA, 2016).

Entretanto, o cancer de mama observado em mulheres jovens apresenta caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas bem diferentes das observadas em mulheres mais velhas.
Geralmente sdo mais agressivos, apresentam uma alta taxa de presenca da mutacdo dos genes
BRCAL e BRCAZ2, além de superexpressarem o gene do fator de crescimento epidérmico

humano receptor 2 (HER2).
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A hiperexpressdo de alguns oncogenes é presente de forma importante na
carcinogénese mamaria. S&o comuns no cancer de mama ganhos nos bragos do cromossomo
19, 8q, 16p e 17q (STEPHENS P, 2005). O gene amplificado da ciclina D1, € relatado em 13
a 21% dos tumores de mama. A expressdo do Gene Ciclina D1 é verificada nas fases iniciais
da carcinogénese mamaria, principalmente em tumores ER (receptores de estrogenos)
positivos. Outro gene de elevada importancia é o HER-2, do grupo dos receptores da familia
EGFR, localizado no gene 17q, amplificado em torno de 20-25% dos casos de cancer de
mama (STEPHENS P, 2005).

Os genes supressores tumorais, sao aqueles que limitam ou suprimem a replicacdo
celular, sendo comum sua perda de funcdo na carcinogénese mamaéria nos casos de
heterozigose dos genes BRCA 1, BRCA 2 e p53 (MILLER LD, 2005).

O advento da tecnologia de microarranjos de DNA complementar, com a analise
paralela de milhares de genes, tém permitido correlacionar perfis de expressao génica dos
canceres de mama com a evolugdo clinica das pacientes e com as respostas as terapias
utilizadas(RAKHA EA,2008). Posteriormente, com a necessidade de métodos menos
complexos e mais adaptados a rotina clinico-laboratorial, utiliza-se o estudo
imunoistoquimico para correlacionar estes subtipos com fatores progndésticos e preditivos
(SPITALE A, 2009).

Esta classificacdo dos subtipos baseada inicialmente na expressdo do receptor de
estrégeno (RE), no receptor de progesterona (RP) e na proteina HER2 caracterizou o subtipo
luminal A, como aqueles que sdo RE +/RP +/ HER2-; o luminal B como RE +/RP+/HER2 +;
0 subtipo HER2 + como RE -/RP-/HER2 + e o triplo-negativo com todos os trés marcadores
negativos (DE BROT, M. et al. 2009). Com a adicdo da analise da expressdo da CK 5/6 e do
EGFR estes tumores triplo-negativos foram designados como do subtipo basal-simile, quando
positivos para estes Ultimos marcadores. Além desses, também foi caracterizado outro subtipo
designado como “mama normal”, que demonstra negatividade para todos os cinco marcadores
tumorais utilizados(NGUYEN, P. L. et al. 2008).

Clinicamente, o grupo Luminal A apresenta o melhor progndstico, vindo a seguir o
Luminal B. Esses dois subtipos sdo os que apresentam maior diferenciagéo tecidual,
aproximando-se do tecido mamario normal. A seguir, o grupo HER-2 e, o tipo basal-simile,
que sdo os de pior prognostico clinico e de maior complexidade terapéutica (LOI SM, 2006).

Segundo o INCA (2016), o tratamento do cancer de mama depende de certas
condicGes do paciente, tais como: idade, menopausa, comorbidades e caracteristicas pessoais,

além do estadiamento da doenca (associado ao prognostico da doenca) e de suas
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caracteristicas biologicas. O tratamento tem maior potencial curativo se a doenca for
diagnosticada logo no inicio. Em caso de evidéncia de metastases, o tratamento busca
melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevida do paciente (INCA,2016). O tratamento
atual do cancer de mama pode ser local por cirurgia e radioterapia, ou tratamento sistémico,
pela quimioterapia citotdxica, terapia hormonal e terapia bioldgica (VIANNNA-JORGE R.,
2013).

A quimioterapia pode ser efetuada com a administracdo de um ou mais agentes
quimioterapicos. Levando em conta a sua finalidade, ela pode ser classificada em: (a)
curativa: onde o objetivo é conseguir o controle por completo do tumor; (b) adjuvante: tem
por meta eliminar células residuais locais ou circulantes, sendo que essa modalidade se segue
apos a cirurgia curativa; (c) neoadjuvante: tem por objetivo reduzir parcialmente o tumor,
para posterior complementacdo com a cirurgia ou radioterapia; e (d) paliativa: tem por
finalidade a melhora da qualidade de vida, e ndo visa a cura (INCA,2013).

O beneficio clinico estabelecido de utilizar terapia neoadjuvante sistémica consiste em
ocorrerdownstagingde tumores grandes, inflamatérios e localmente avangados com o objetivo
de aumentar as opcBes cirurgicas (VERONESI U,1990). E bem estabelecida a correlago
entre o prognéstico da doenca com a auséncia de tumor invasivo residual apds terapia
neoadjuvante. Entre os varios regimes utilizados nesse cenério, temos os baseados em
antraciclinas e taxanos como o padrdo de cuidado em céancer de mama (KAUFMANN
M,2010).

Avaliacdo da resposta clinica pode ser feita através de mensuracdo clinica-
imaginoldgica ou por avaliacdo na peca cirargica (patolégica) (SETHI D, 2013). O critério
RECIST(Response Evaluation Criteria In Solid Tumours) é mundialmente aceito e tem sido
utilizado na determinacdo dos objetivos dos estudos clinicos, seja por investigadores, grupos
académicos, indastria farmacéutica ou entidades governamentais. Foi publicado em 2000 e
revisado em 2009. Consiste na avaliacdo dadimensao tumoral, devendo ser mensuravel uni ou
bidimensionalmente O critério de resposta: Resposta completa com o desaparecimento do
tumor; Resposta parcial (RP): 30% de reducdo da soma das lesdes tumorais em relagdo as
medidas iniciais; Doenca estavel (DE) com qualquer resultado que ndo qualifique como
resposta ou progressdo, ou aparecimento de nova lesdo; Progressdo da doenca (PD): 20% no
aumento da soma das lesGes tumorais em relagdo as medidas iniciais (EISENHAUER EA,
2009). Ja a avaliacdo da resposta patoldgica pode ser encontrada de forma completa, quando
ndo é visualizado nenhuma célula tumoral residual, incluindo Carcinoma ductal in situ

(CDIS). Resposta parcialquando ocorre reducdo de mais de 50% das células tumorais viaveis,
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doenca estavel quando menos de 50% de reducdo ocorre ou nenhuma mudancga e doenca
progressiva quando houver aumento de pelo menos 25% das células tumorais viaveis(SETHI
D, 2013).

Vérios parametros conhecidos podem influenciar a resposta a quimioterapia
neoadjuvante em pacientes com cancer de mama, entre eles podemos citar o tamanho e grau
do tumor, receptor de estrégeno(RE) e status HER-2 (ROUZIER R,2005). Existem fatores
genéticos que podem influenciar a disponibilidade e a resposta as drogas utilizadas. Entre

esses fatores, o transportador de drogas(influxo e efluxo), ABCB1, € um potencial candidato.

2.3. Polimorfismos genéticos

Mutacbes e polimorfismossdo dois tipos de alteracbes genéticas encontradas na
populacdo. Ambas sdo caracterizadas por alteracbes nas sequéncias de nucleotideos do
material genético, porém possuem caracteristicas distintas em relacdo a sua frequéncia em
uma dada populacdo. As mutacdes sdo representadas pela substituicdo de bases e alteracGes
na organizagdo ou no tamanho das  sequéncias de  DNA  (&cido
desoxirribonucléico)(BRASILEIRO-FILHO G,1998).0s polimorfismos sdo variantes
individuais no genoma e ocorrem na populacao geral de forma estavel, onde sua frequéncia é
de 1% ou superior (AYOUB N,2011).

Na sequéncia de DNA, os polimorfismos podem reduzir ou aumentar a atividade do
gene codificado, sendo que estes podem ser: polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs),
microssatélites, minissatélites, delecGes e insercbes(AYOUB N,2011). Uma das formas mais
estudadas sdo os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs), os quais sdo definidos como
polimorfismos resultantes da substituicdo de um nucleotideo por outro(AYOUB N,2011).

Em muitos medicamentos usados, os transportadores de drogas, sdo importantes na
absorcdo, acumulacdo no tecido e eliminacdo do organismo, podendo influenciar na
eficacia/toxicidade da droga. A alta concentracdo de drogas pode resultar em toxicidade
causando reagdes adversas(ISHIKAWA T,2012). Por outro lado, a falta de eficacia da droga
pode resultar em reducdo da terapéutica, por conta da exposicdo e/ou mutacGes de alvos de
drogas. Os transportadores de membrana tém sido reconhecidos por sua contribuicdo na
variabilidade frente a exposicao da droga e sua resposta(ISHIKAWA T,2012).

Atualmente os SNPs tém sido amplamente considerados nos estudos da variabilidade
de resposta a cada individuo frente a diversos fatores, tais como resposta a farmacos, resposta

inflamatdria e resposta imune.
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2.4.Gene ABCB 1 e glicoproteina P

As células podem expressar mecanismos que conferem resisténcia a varias drogas,
conhecidos como resisténcia a multiplas drogas (MDR) (GOTTESMAN MM, 1993). O
fendtipo MDR é definido como a capacidade das células resistirem a citotoxicidade de drogas,
sendo considerado o principal mecanismo de insucesso no tratamento de tumores
(GOTTESMAN MM, 2002). Em seres humanos, ocorrem dois subtipos de genes da familia
MDR, denominados MDR1 e MDR2, sendo que apenas o gene MDR1 confere o fenétipo de
resisténcia (NG WF, 1989). Na década de 80, o gene MDR1 foi mapeado na regido 7¢g21.12
do genoma humano,e possui 28 exons, tendo tamanho de 209 Kb (FOJO A, 1986).

O gene ABCBL, também conhecido como gene de resisténcia a multidrogas 1
(Multidrug Resistance gene - MDR1), é responsavel pela codificacdo da glicoproteina-P da
membrana celular. Esta proteina transportadora € responsavel pelo efluxo celular dependente
de ATP (Adenosina Trifosfato) de uma variedade de drogas, xenobidticos, metabolitos
celulares (ZHOU SF, 2008) e agentes anticancerigenos estruturalmente independentes (REIS
M,2006), reduzindo a exposicdo do ambiente intracelular a compostos com potencial toxico.

A glicoproteina-P possui duas subunidades, sendo que cada uma tem 12 segmentos
transmembrana, 1280 aminoacidos e peso molecular aproximado de 170 kDa (MARZOLINI
C, 2004). Ela é expressa em varios tecidos ndo tumorais, como intestino, figado, rim, e em
diversos tumores apresenta baixa expressdo, que aumenta ap6s administracdo de
medicamentos que sejam seus substratos. Este aumento esta relacionado com a resisténcia a
quimioterapicos como cisplatina, antraciclinas e vincristina, ao passo que, clinicamente, a
expressao elevada se associa com a diminuicdo da taxa de remissdo e sobrevida (RUBER PC,
2010).
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Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da glicoproteina-P. A glicoproteina-P

possui dois dominios homdlogos, em que cada um contém seis dominios transmembranares,
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que conferem especificidade para o substrato e um dominio de ligacdo ao ATP, permitindo o
transporte do substrato ao longo da membrana retirado de (CANNON, LAMPING et al.
2009).

2.5.Polimorfismo gene ABCB1

As inumeras variacbes na forma de como diferentes individuos respondem aos
tratamentos farmacoldgicos sdo constantemente observadas e podem resultar de diferengas
genéticas em enzimas de metabolizacdo e em proteinas de transporte de drogas (EFFERTH,
2005). Os polimorfismos genéticos podem alterar a expressdo de receptores celulares que
atuam com a funcdo de transportar diversas substancias. Esses transportadores se localizam
principalmente nas células intestinais, no epitélio renal e nas células hepaticas, sendo
responsaveis  pela  absorcdo, eliminacdo e  biodisponibilidade  de  varios
medicamentos(SAKAEDAT,2002). A afinidade do transportador pelo substrato pode resultar
em alteracdes na absorcdo e na eliminagdo de medicamentos. A resisténcia celular a diversas
drogas vem sendo considerada uma das barreiras mais significativas ao tratamento efetivo de
diversas infecdes e doencas.

As células podem expressar mecanismos que conferem resisténcia a varias drogas,
conhecidos como resisténcia a maltiplas drogas (MDR). Os polimorfismos mais estudados e
citados séo aqueles presentes do gene MDR1, como 0s SNPs C1236T, G2677T/A e C3435T.
Recentemente, foram analisadas combinagdes genotipicas dos trés principais polimorfismos,
observando que apenas o polimorfismo da posicdo 3435 esta envolvido neste processo,

reafirmando os resultados publicados por estudos anteriores (WANG D,2005).
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Figura 2 — Localizagdo dos polimorfismos do gene MDR1 na proteina
Pgp(SAKAEDA T,2005).

O SNP da posicéo 3435 apresenta as variantes alélicas C e T. Para esse polimorfismo,
o alelo tipo selvagem é considerado o alelo C. Tem sido demonstrado que o polimorfismo
C3435T, apesar de ser uma alteracdo silenciosa que codifica 0 aminoécido isoleucina, afeta a
expressdo e atividade da glicoproteina-P em muitos aspectos. Estudo funcional demonstrou
que o0 gendtipo TT esta associado com expressdo inferior da glicoproteina-P quando
comparado com o genotipo CC, sendo que esta correlacdo do polimorfismo C3435T com
expressdao da proteina e RNAmM nem sempre é encontrada. A expressdo elevada da
glicoporteina-P em células tumorais, mostrou associagdo com ma resposta a quimioterapia e
mau prognostico. Assim, o efeito deste polimorfismo, o desenvolvimento da resisténcia as
drogas e a recaida ap0s a quimioterapia tém sido extensivamente estudados. Os estudos visam
entender a acdo da glicoproteina-P que pode proteger o organismo de xenobidticos, agentes
ambientais e cancerigenos (WANG J, 2012).

O gene ABCBL é altamente polimérfico, e até 0 momento foram identificados 66 SNP
(polimorfismos de nucleotideo Unico). A expressao, efluxo, especificidade do substrato e a
estabilidade da glicoproteina P sdo influenciadas pelos varios SNPs presents no gene ABCB1
(KIMCHI-SARFATY C, 2007). Portanto, essas variacfes genéticas afetam o perfil
farmacocinético de varias drogas, levando a alteracdes na sua eficacia e nos efeitos colaterais
apresentados (ALLER SG, 2009).

Existe uma variacdo na resposta as terapias utilizadas no cancer de mama entre
individuos. Esses desfechos sdo mensurados através de resposta patoldgica a quimioterapia
neoadjuvante, quimiotoxicidade e sobrevida global. No polimorfismo do gene ABCB1 ocorre
alteracdo na eficacia da droga, toxicidade e taxa de sobrevida, uma vez que existe variacdo na
expressdo da glicoproteina P. Assim, a farmacogenética ajudard na avaliacdo de individuos
predispostos a pobre resposta a quimioterapia neoadjuvante, alto risco de toxicidade induzida
pela quimioterapia e sobrevida global diminuida (LEVY P, 2013).

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

Devido a auséncia de resultados e, considerando o importante papel do polimorfismo
do gene ABCB1, no processo resposta a quimioterapia do cancer de mama, realizamos esse
estudo para avaliar o seu papel como marcador de resposta a quimioterapia neoadjuvante em

mulheres brasileiras.
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3. JUSTIFICATIVA

Segundo os estudos realizados anterioremente tais como: RODRIGUES FF (2008),
VIANA JORGE (2013), KAFKA A, (2003), tem procurado uma associa¢do com os chamados
biomarcadores de resposta a quimioterapia neoadjuvante em pacientes com cancer de mama,
que poderiam modificar a evolucdo da doenca, levando a melhores taxas de sobrevida. O
polimorfismo no gene ABCB1 € um dos mais estudados e existem correlacfes controversas
da literatura (CHEN B, 2009), entre esse e a resposta a quimioterapia neoadjuvante, associado
a auséncia de trabalhos relevantes em populacGes da América do Sul sobre o tema, nos

incentivaram a realizar essa pesquisa com mulheres brasileiras.

3.1 Relevancia e contribuicao.
Este estudo visa investigar a distribuicdo de SNPs em gene ABCB1 em pacientes com cancer
de mama submetidas a quimioterapia neoadjuvante, avaliando a sua correlacdo com a resposta
clinica.

Caso encontremos uma associacdo significativa de algum genotipo especifico deste
polimorfismo com resposta a quimioterapia neoadjuvante em mulheres com cancer de mama,
este poderia ser considerado um novo marcador oncogénico que modificaria a conduta
médica, frente as mulheres portadoras dessa neoplasia, principalmente dentro da Regido Norte

do Ceara.
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagédo entre o polimorfismo (SNPs) do gene ABCB1 C3435T com a

resposta a quimioterapia neoadjuvante em mulheres com cancer de mama.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a distribuicdo genotipica desse polimorfismo genético em mulheres

brasileiras com cancer de mama.

e Avaliar a correlacdo desse polimorfismo genético com osachados patoldgicos e

imunohistoquimicos nas pacientes com cancer de mama.

5.METODOLOGIA

5.1. Desenho (Tipo de Estudo)

Trata-se de um estudo observacional e prospectivo de mulheres com diagnostico
histopatologico de cancer de mama, estadio clinico Ill, sem tratamento prévio, submetidas a

quimioterapia neoadjuvante.

5.2. Casuistica

Serdo colhidas amostras de escovado de mucosa bucal com escova do tipo
“cytobrush®” de 50 mulheres com diagnostico de CM, estadio clinico Il que serdo
submetidas a quimioterapia neoadjuvante atendidas no Servico de Mastologia da Santa Casa
de Misericordia de Sobral — CE e Ambulatdrio do Centro de Especialidades Médicas (CEM)
da Secretaria de Satde do municipio de Sobral — CE.

O diagnostico de carcinoma de mama foi realizado inicialmente através de exame
clinico e radiolégico (mamografia e/ou ultrassonografia), sendo posteriormente confirmado
pelo estudo histopatoldgico da peca cirdrgica. O estadiamento utilizado foi o (TNM) da
American Joint Committee on Cancer. Ele utiliza trés critérios para avaliar o estagio do
cancer: o proprio tumor, os linfonodos regionais, e se ocorreu disseminagdo do tumor para
outros 6rgdos. TNM é abreviatura de tumor (T), linfonodo (N) e metastase (M). Para cada

classificacdo existem subcategorias representadas por nimeros. Para 0 T temos subcategorias
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dela4; N,0Oa3eM,O0al. Estas combinagbes possibilitam a classificagdo do estagio do
tumor. A avaliacdo da resposta a quimioterapia foi realizada através da anélise patoldgica da
peca operatdria apos o procedimento cirurgico e clinica-radiologicamente apds o ultimo ciclo

de quimioterapia neoadjuvante.

5.3. Critérios
Critérios de inclusao:

e  Confirmacéo histopatoldgica de cancer de mama, com estadio clinico Il e 11I.

Critérios de excluséo:

Intolerdncia a quimioterapia que impossibilitou a conclusdo do tratamento
neoadjuvante;

e  Mulheres gréavidas.

o Homens com cancer de mama

e  Cancer de mama metastatico

. Cancer de mama bilateral

5.4. Coleta dos dados

A colheita do raspado bucal, com a utilizacdo de escovinha cytobrush,foram
realizadas no periodo de julho/2017 a dezembro/2017, mediante assinatura de termo de
consentimento pelas pacientes envolvidas no estudo, apos liberagdo da Comisséo de Etica em
Pesquisa da instituig&o.

Seré utilizado formulario padronizado para a coleta dos dados referentes ao estudo
de todas as pacientes que, serdo, posteriormente transferidos para planilha eletrénica (Excel —
Microsoft Office 2007).

Serdo avaliadas as  caracteristicas  clinicas, anatomopatologicas e
imunohistoquimicas das mulheres com cancer de mama e a correlagdo com a resposta a

quimioterapia e o polimorfismo do gene ABCB1
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5.5. Material e métodos

5.5.1. Analise estatistica

Os dados foram expressos em forma de média e desvio padrdo e ap6s categorizacao
em forma de frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio do teste exato de Fisher
ou Qui-quadrado de Pearson.

As analises foram realizadas no software Statistical Packcage for the Social Sciences

(SPSS) verséo 20,0 para Windows adotando uma confianca de 95%.

5.6. Ensaio Laboratorial

5.6.1. Extracdo de DNA

As amostras teciduais obtidas da raspagem bucal, serdo conservadas em —80°C para
posterior extracdo de DNA gendmico. A extracdo do DNA foi realizada segundo protocolo do
Kit GFX® (Amersham-Pharmacia) para células teciduais e sanguineas. O material obtido sera
inicialmente centrifugado, desprezando-se o sobrenadante. O DNA assim obtido estara pronto
para ser utilizado em PCR.

5.6.2. Realizacdo do PCR

O equipamento destinado a realizacdo do PCR em tempo real associa um
termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz proveniente de uma reacao de
amplificacdo.

A quantificacdo do produto amplificado é realizada através de comparagdo com uma
curva padrdo que correlaciona a intensidade dos sinais de fluorescéncia, gerados durante os
ciclos de amplificacdo, com as concentracfes conhecidas de uma sequéncia idéntica a que se
quer quantificar.

Apo0s o preparo do mix de reacdo e do preparo da placa com as amostras especificas
esta é pré-lida em um instrumento de PCR em Tempo Real 7.300 (Applied Biosystems). Apds
a pré-leitura, inicia-se os ciclos termais para amplificacdo das amostras de DNA para a
genotipagem das pacientes, representadas nas figuras 3 (padréo heterozigoto CT), figura 4
(homozigoto CC ) e figura 5 (homozigoto TT) No final realiza-se uma pds-leitura (da qual

foram descontados os valores iniciais de fluorescéncia em cada amostra), que é analisada



através do SDSSoftware v. 1.3.1 para a discriminacéo alélica baseada em controles positivos
pré-estabelecidos.

Figura 3 - Padréo heterozigoto (CT)

Amplification Plots

Fluorescence (dR)
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Figura 4 - Padrdo homozigoto (CC)

Amplification Plots

Fluorescence (dR)
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Figura 5 -Padrdo homozigoto (TT)

Amplification Plots

Fluorescence (dR)

5.7. Aspectos éticos da pesquisa

O cuidado ético fundamental do estudo sera manter em sigilo o nome das mulheres
envolvidas na pesquisa. Para tanto, cada caso foi identificado no instrumento de coleta de
dados, apenas pelo nimero do prontudrio, iniciais do nome e niumero do caso da pesquisa.

O estudo leva em consideracdo e se adequa a Resolugcdo 466/12, a qual trata das
diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e seus fundamentos
éticos e cientificos.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
instituicdo (anexo). Todos os pacientes tiveram o termo de consentimento livre e esclarecido,

sendo informados dos riscos e beneficios do estudo.

6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas gerais
Foram analisadas, 32 pacientes portadoras de cancer de mama que foram submetidas a

guimioterapia neo-adjuvante. Todas as pacientes se apresentavam no estagio I11.
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Destas pacientes, metade apresentavam 50 anos ou mais, ndao tinham histérico familiar
de cancer, ndo eram tabagistas, tiveram sua menarca em 63,3% dos casos apds os 12 anos (19
pacientes), menopausa apés 0s 45 anos em 51,9% (14 pacientes). Na Tabela 1, também estéo
descritas as caracteristicas referentes ao tumor, bem como o estadiamento, sendo
preponderante os T3 em 68,2% (15 pacientes) e N1 em 79,2% (19 pacientes).

Em relacdo aos receptores hormonais, 27 pacientes (84,4%) apresentavam receptores
hormonais positivos, status positivo (62,5%)relacdo ao HER-2(20 pacientes), Ki67 >15% em
22 pacientes (68,8%), tamanho tumoral menor que 5 cm em 73,1% (19 pacientes) e resposta
parcial a quimioterapia neoadjuvante em 28 casos (87,5%).

O polimorfismo estudado apresentou 0s seguintes gendtipos: 10(31,2%) eram
homozigotos (C/C), 08(25%) eram homozigotos (T/T) e 14(43,8%) eram heterozigotos.

Na tabela 1, sdo categorizadas as caracteristicas clinico-epidemioldgicas.

Tabela 1: Categoria das caracteristicas clinico-epidemioldgicas gerais.

Dados epidemioldgicos N %
Genotipo SNP

Heterozigoto 14 43,8

Homozigoto T/T 8 25,0

Homozigoto C/C 10 31,2
Idade (51,56+11,15)

Até 50 16 50,0

Mais de 50 16 50,0
Historico familiar

Né&o 20 62,5

Sim 12 37,5
Tabagismo

Né&o 25 78,1

Sim 7 21,9
Idade Menarca (13,23+2,18)

Até 12 11 36,7

Mais de 12 19 63,3
Idade Menopausa (44,30+6,26)

Até 45 13 48,1

Mais de 45 14 51,9
Idade primeiro parto (20,61+5,75)

Até 20 12 52,2

21-30 9 39,1

Mais de 30 2 8,7
Gestacoes (3,16+1,49)

1 4 16,0

2-3 11 44,0

>3 10 40,0




Dados referentes ao tumor
T

1
2
3
4

N
0
1
2

Receptores hormonais
Negativo
Positivo

HER2
Negativo
Positivo

ki67 (31,07+26,26)
<15%
>15%

Méaximo tamanho (7,07+3,31)

Até 5cm
Mais de 5cm

Minimo tamanho (6,31+2,87)

Até 5cm
Mais de 5cm

Resposta a QT neoadjuvante

Parcial
Completa

12
10

10
22

28
4

4,5
91
68,2
18,2

8,3
79,2
12,5

15,6
84,4

44,4
62,5

31,3
68,8

26,9
73,1

37,5
62,5

87,5
12,5

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual ou média e desvio-padrao.
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Em relagdo as caracteristicas relativas ao tumor apresentados na tabela 2, maioria das

pacientes se apresentavam em estagio clinico T, referente as tumores maiores que 5 cm

(68,2%) e N1, tumores que apresentam linfonodos axilar positivo (79,2%). Em torno de 85%

das pacientes (27) apresentavam receptores hormonais positivos (RE ou RP), c-erb B2

positivo em 62,5% e ki-67 >15% em 22 casos. A resposta a quimioterapia neoadjuvante foi

avaliada de acordo com o critério RECIST e classificada como parcial em 87,5% (28 casos) e

completa em 12,5% (4 casos). Ainda, referente a tumoracdo, foi evidenciado que a maioria

dos tumores (73,1%) apresentava diametros maiores que 5cm.
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6.2. Relacdo dos gendtipos do polimorfismo C3435T

Foram empregados os testes de associacdo (exato de Fisher ou Qui-quadrado) para
avaliarmos a relacdo dos gendtipos testados e resposta a quimioterapia neoadjuvante, bem

como a resposta linfonodal apds a terapia.

Tabela 2: Caracteristica clinico-epidemologico (Homozigoto TT).

Genotipo
C/IT+CIC TT p-Valor OR IC 95%

Resposta a QT neoadjuvante

Parcial 21 875% 7 875% 1,000 1,00 0,09 11,24
Completa 3 125% 1 12,5% 1
Resposta linfonodo pés QT

Negativo 7 292% 4 50,0% 0397 041 0,08 2,13
Positivo 17 70,8% 4 50,0% 1
Receptores hormonais

Negativo 5 208% 0 0% 0,296 4,80 0,24 96,87
Positivo 19 79,2% 8 100,0% 1
HER2

Negativo 11 458% 1 125% 0,204 5,92 0,63 55,88
Positivo 13 542% 7 87,5% 1
Ki 67

<15% 8 333% 2 250% 1,000 150 0,25 9,18
>15% 16 66,7% 6 75,0% 1

*p<0,05, teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

Na tabela 2, foi observado que ndo ocorreu associacdo com relevancia

estatistica em nenhum dos gendtipos e agrupamentos (p>0,05).
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Tabela 3: Caracteristica clinico-epidemoldgico, (Homozigoto CC)

Gendtipo
CIT+TT CcC p-Valor OR IC 95%
Resposta a QT neoadjuvante
Parcial 20 909% 8 80,0% 0,387 2,50 0,30 20,92
Completa 2 91% 2 20,0% 1
Resposta linfonodo p6s QT
Negativo 10* 455% 1 10,0% 0,048 7,50 1,11 69,74
Positivo 12 545% 9* 90,0% 1
Receptores hormonais
Negativo 2 91% 3 30,00 0,293 0,23 0,03 1,70
Positivo 20 909% 7 70,0% 1
HER2
Negativo 8 364% 4 40,0% 1,000 0,86 0,18 3,98
Positivo 14 63,6% 6 60,0% 1
ki 67
<15% 7 318% 3 30,00 1,000 1,09 0,21 5,52
>15% 15 682% 7 70,0% 1
*p<0,05, teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
Na tabela 3, ocorreu associacdo com relevancia estatistica considerando o gendtipo e
sua relacdo com o status linfonodal axilar (p<0,05).
Tabela 4: Caracteristica clinico-epidemologico (Homozigoto TT/CC)
Genotipo
TT CcC p-Valor OR IC 95%
Resposta a QT
neoadjuvante
Parcial 7 875% 8 80,0% 1,000 1,75 0,13 23,70
Completa 1 125% 2 20,0% 1

Resposta linfonodo pos

QT
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Negativo 4 500% 1 10,0 0,118 9,00 0,75 108,31

Positivo

SN

50,0% 9  90,0% 1

Receptores hormonais

Negativo 0 ,0% 3 30,00 0,216 0,13 0,01 2861,00
Positivo 8 100,0% 7 70,0% 1

HER?2
Negativo 1 125% 4 400% 0,314 0,21 0,02 2,48
Positivo 7 875% 6 60,0%

ki 67
<15% 2 250% 3 30,00 1,000 0,78 0,10 6,32
>15% 6 750% 7 70,0% 1

*p<0,05, teste exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.

Na tabela 4, foi observado que ndo ocorreu associacdo com relevancia estatistica

em nenhum dos gendtipos e agrupamentos (p>0,05).

7. DISCUSSAO

7.1 Caracteristicas gerais

Cancer de mama é uma complexa neoplasia maligna multifatorial causada por
fatores genéticos e ambientais, sendo a mais frequentemente diagnosticada e principal causa
de 6bito por cancer no sexo feminino (IARC GLOBOCAN.2012).

Nos paises em desenvolvimento, grande parte dos diagnosticos de cancer de mama
ainda sdo realizados nos estadios avancados, diminuindo a sobrevida e causando maior
morbidade entre essas mulheres que, frequentemente, sdo submetidas a cirurgias mais
extensas. O cancer de mama localmente avancado (CMLA) corresponde a 50 % de todos 0s
canceres de mama em paises com recursos limitados e possui um mau prognostico. No
passado, o tratamento para o cancer de mama localmente avancado e ndo curdvel por
nenhuma técnica cirdrgica existente era realizado apenas de forma paliativa, porém a partir de
1970, o tratamento paliativo foi substituido pela combinacdo da cirurgia, quimioterapia e
radiacdo, oferecendo a este grupo de pacientes 0 aumento da sobrevida (SCHWARTZ, 2004).

A terapia sistémica anterior a cirurgia impede a proliferacdo de células tumorais
metastaticas, garantindo uma maior sobrevida nessas pacientes (FISCHER 2002), além de
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garantir beneficio clinico em tumores menores, cirurgia mais conservadora e um tratamento
adjuvante mais efetivo (CAMERON 1997).

Um dos maiores desafios no tratamento dessa neoplasia € superar a resisténcia ao
tratamento (quimiorresisténcia) e um principais fatores envolvidos nesse processo é a
superexpressdo da glicoproteina p devido a ativacdo do gene ABCB1 (ALSAIF AA, 2013).
Essa proteina é responsavel pelo efluxo de drogas das células sendo presente em muitos
tecidos de forma constitutiva, tais como, no intestino, rins e mamas. O polimorfismo no exén
26 (3435C>T) do gene MDR1 tem um papel fundamental na alteracdo da funcionalidade da
glicoproteina p (HOFFMEYER S, 2000).

Devido a escassa literatura no Brasil abordando esse tema. Foi objetivo desse estudo
relacionar a presenca do polimorfismo C3435T do gene ABCB1 com a resposta a
qguimioterapia neoadjuvante. Os parametros utilizados para predizer resposta foram
principalmente por imagem, considerando o RECIST e clinico-patoldgica, utilizando os

linfonodos ressecados durante o procedimento cirdrgico.

7.2 Polimorfismo e o tratamento

O processo de carcinogénse relacionado a disfuncdo da proteina ABCB1 pode ser
provocado por mutacdo, seus metabolitos e/ou absor¢do e acumulacdo dos conjugados. Entéo,
essa proteina ativada pode ser considerada através de duas formas (CASCORBI 1,2010).
Poderia ocorrer diante de sua alta atividade funcional, uma protecdo tecidual importante
contra acumulo de xenobidticos e, ao considerarmos os casos de tratamento de céncer,
poderiamos observar uma pobre resposta a quimioterapia decorrente de um aumento da
atividade da glicoproteina P (LESCHZINER G, 2006)

A farmacogenética pode auxiliar nas adaptacbes ao tratamento, indicando
quimioterapicos menos toxicos e mais sensiveis contra o cancer, melhorando a sobrevida e
evitando comprometer a qualidade de vida dos pacientes (KRISTYANO H, 2010).

No atual estudo, a presenca do polimorfismo C3435T de acordo com 0s genoétipos
foram descritos como CC (31,2%), CT (43,8%) e TT (25%). Um estudo realizado na Turquia
(KAFKA A, 2003) encontrou uma frequéncia significante (p<.01) do alelo T em 57 pacientes
com cancer de mama comparadas com 50 controles saudaveis. Eles demonstraram um risco
1,5 maior de desenvolvimento de cancer de mama em carreadores do alelo T. Contudo, de 68
pacientes com cancer de mama em uma populagdo Caucasiana, somente 22% tinha TT e

20,5% tinha CC. A maioria dos pacientes (57,3%) apresentavam o genétipo CT.
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HOFFMEYER S, 2000, relatou que:

“O genGtipo TT era associado a reduzida expressdo da
glicoproteina P e, portanto, uma reduzida eliminacao celular e
mantendo de altas concentracdes plasmaticas de quimioterapicos.
Diante desse resultado, foi aventada a hipotese que pacientes com
0 genotipo 3435TT poderiam ter uma melhor resposta ao
tratamento e beneficio na sobrevida comparado aos genétipos CC
e CT.” (HOFFMEYER, 2000, p.161)

Situacdo que ndo foi atestada com nivel de significancia no presente estudo, estando
apenas a presenca do alelo T envolvida em uma pior resposta do status axilar a quimioterapia
neoadjuvante.

Um estudo coreano (HAN S, 2006) avaliou o impacto clinico do polimorfismo
C3435T e a resposta a quimioterapia neoadjuvante. Seus resultados foram semelhantes aos
estudos prévios, sendo o0 gendtipo TT associado a maior sobrevida global em relacdo aos
genotipos CT/TT e concentragdes plasmaticas mais elevadas de docetaxel e doxorrubicina
(esquema empregado no estudo). No entanto, ainda de acordo com esse estudo, 0s
homozigotos 3435TT foram expostos a mais episodios de neutropenia febril, diarreia e
neutropenia (grau 3-4).

O mecanismo de resisténcia a multiplas drogas ¢ um fendmeno complexo e os
resultados contraditérios podem ser explicados por interacfes gene-gene. Nos gendtipos TT
ocorre um defeito na producdo da glicoproteina-p, e com isso, 0 acimulo de drogas dentro das
células, mas outros mecanismos podem ocorrer resultando em resisténcia a quimioterapia
(ASHARIATI A, 2008). Ja& em pacientes com genétipo CC, devem existir outros
polimorfismos desconhecidos no gene MDR-1, bem como erros na translagdo na proteina
estrutural da glicoproteina-p que podem torna-la defeituosa (CIZMARIKOVA M, 2010).

Nesse estudo, encontramos 0s genoétipos distribuidos como 31,2% eram CC, 25%
eram TT e 43,8% eram CT. Outros autores (RODRIGUES FF, 2008) encontraram o padrdo
27.9% para CC, 52.2% para CT e 20.3% para TT.

A incidéncia do SNP C3435T do gene MDR-1 nesse estudo, ndo se correlacionou
com estagio tumoral e graus histolégicos e nucleares (KAFKA A, 2003). Havendo
significancia estatistica apenas na presenca do alelo T relacionada a pior resposta no status
axilar a quimioterapia neoadjuvante.

Em relacdo a expressdo de receptores de estrogeno, progesterona, c-erb B2 e Ki-67
ndo ocorreu correlacdo significante com o polimorfismo C3435T, também demonstrado por
outros autores. (DEXTER DW, 1998; KAFKA A, 2003).
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A resposta clinica ndo mostrou correlacdo de significancia estatistica com o SNP
C3435T, similar aos achados de (KAFKA A, 2003).

8. CONCLUSAO

A presenca do polimorfismo C3435T tem papel discutivel levando em consideracéo
a resposta aos quimioterapicos. Baseado na sua premissa de promover o influxo/efluxo das
drogas do ambiente intracelular, esperdvamos por encontrar de forma significativa mudancas
na reposta a quimioterapia neoadjuvante em pacientes com essa alteragdo genética. O estudo
mostra que ndo houve diferenca estatistica entre os genétipos do polimorfismo C3435T, com
relacdo a resposta a quimioterapia neoadjuvante e o perfil molecular determinado por
imunohistoquimica, com ressalvas a uma pior resposta do status axilar devido a presenca do
alelo T. Portanto, ndo foi possivel correlacionar a presenca do polimorfismo C3435T com a
resposta a quimioterapia neoadjuvante, portanto ressaltamos a necessidade de realizacéo de

novos estudos no Brasil envolvendo casuisticas maiores para a validacdo dos resultados.
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ANEXOS

Anexo 1- Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Vocé esté sendo convidada pelo médico e professor José Juvenal Linhares como participante da
pesquisa intitulada ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO (SNPS) DO GENE ABCB1 C3435T,
COM A RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE, EM MULHERES COM
CANCER DE MAMA. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidos.

Ao assinar este terno, vocé declara que aceitou submeter-se aos seguintes
procedimentos e que o medico José Juvenal Linhares explicou com clareza todas as seguintes
etapas do protocolo de coleta de dados.

- RASPADO BUCAL.: O material serd colhido por escovado de mucosa bucal com
escova do tipo “cytobrush®”, sendo o material armazenado em tubos secos. O procedimento
sera realizado através da friccdo de um escovinha na parte interna da bochecha e em seguida a
paciente bochechard 5 mL de soro fisioldgico e colocard em um tubo de vidro de 20mL. O
material sera enviado ao Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS — UFC) para analise.

- ENTREVISTA: O pesquisador fara os seguintes questionamentos:

Nome completo; idade; estado civil; profissdo; queixa principal; menarca; menopausa;
idade do primeiro parto; numero de gestaces prévias; numero de partos prévios; nimero de
abortos prévios; historia familiar de cancer; historia prévia de tabagismo.

Os potenciais riscos sdo: condi¢cdes clinicas que podem escapar do processo de
diagnose inicial; assimilacdo ndo desejada de potenciais informacdes inerentes ao processo de
coleta da histdria clinica.

N&o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando a
hiptese de que os polimorfismos estudados poderdo estar relacionados com o cancer de
mama e que possam vir a serem Uteis como medidas de prevencdo primaria dessa doenca.
Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio.

A participante ndo recebera nenhum pagamento por participar da pesquisa. Além disso,
ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também n&o ha compensagéo financeira relacionada a sua participagao.

O tempo estimado para a realizacdo da entrevista é de 10 minutos. A paciente
respondera 13 perguntas.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente. A participante tem o direito de ser atualizada
sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

A pesquisa ocorrera nas seguintes instituicdes: Centro de Especialidades Médicas
Doutor Aristides Andrade.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
meédico na Instituicdo, bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

O pesquisador compromete-se a utilizar os dados e o material coletado somente para
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esta pesquisa.

O estudo leva em consideracdo e se adéqua a Resolucdo 466/12, a qual trata das
diretrizes regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e seus fundamentos
éticos e cientificos.

O pesquisador responsavel garante que as informacBes conseguidas através da sua
participacdo ndo permitirdo a identificacdo da sua pessoa, exceto aos responsaveis pela
pesquisa, e que a divulgacdo das mencionadas informacdes so serd feita entre os profissionais
estudiosos do assunto.

A sua contribuicdo sera de grande valia para o desenvolvimento e progresso das
pesquisas em pacientes com cancer de mama.

Endereco do responsavel pela pesquisa:

Nome: José Juvenal Linhares
Instituicdo: Universidade Federal do Ceara
Endereco: Avenida Comandante Maurocelio Rocha Pontes, 100, Derby, Sobral, Ceara.

Telefones para contato: (88) 99922-3776

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou ddvida, sobre a suaparticipagio na pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo,
1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela avaliacao e
acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado : anos, RG: , declara
que é de livre e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro
que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua
leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também sobre a
pesquisa, e recebi explicacdes que responderam por completo minhas davidas. E declaro, ainda,
estar recebendo uma via assinada deste termo.

Sobral, / /

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura

(se o voluntério ndo souber ler)

Nome do profissional Data Assinatura

que aplicou o TCLE




Anexo 2 — Ficha de coleta de dados das mulheres do estudo

QUESTIONARIO APLICADO AS PACIENTES
DATA: / /

Identificacéo:

Nome: Idade:

No. do Protocolo:

Registro:

Estado Civil: Profissao:

Resumo Clinico:

Queixa Principal:

Mamografia:
Estadiamento Clinico (TNM):
T(cm): N(le2):

Anatomia Patoldgica (p0s cirdrgico):
T: N:

Antecedentes Gineco-obstétricos:
1 Menarca:

2 Menopausa:

3 Idade do primeiro parto:

4 Gestacoes:

Histéria Familiar: ( ) sim ( ) ndo

Tabaaismo: ( Ysim ( )néao
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Imuno-histoquimica:

RE+( ) -()

RP+( ) -()

Cerb2 ou Her2 +/+++( ) +++++( ) +++/+++( )
KIS %

Terapéutica instituida previamente a colheita do material:

Quimioterapia +
( ) Quadrantectomia/esvaziamento axilar + RT
( ) Mastectomia/esvaziamento axilar + RT

( ) outros

Resposta a terapéutica

( ) Crescimento tumoral

(') Sem resposta ate 50%

( ) Resposta parcial 50 a 99%

( ) Resposta clinica completa 100% clinicamente

( ) Resposta patologica completa 100% na patologia
( ) Metastase

( ) Recidiva
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Anexo 3 — Cronograma

Titulo do projeto: ASSOCIAGCAO DO POLIMORFISMO (SNPS) DO GENE ABCB1 C3435T, COM A
RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE, EM MULHERES COM CANCER DE MAMA.

Periodo | JUL 'AGO SET OUT NOV DEZ JAN FEV |MAR ABR MAI JUN
2017 2017 2017 (2017 (2017 2017 2018 2018 2018 2018 2018 2018
Atividades

Preparo e X X X X
impressdo dos
questionarios;
Revisao
bibliogréafica

Coleta de dados' X X X X X X

Avaliacéo X X X X X X
Laboratorial

Organizacéo X X X
dos dados
Andlise X X X
estatistica
Analise dos X X X
resultados
Publicacdo de X

artigo cientifico
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Anexo 4 — Orgamento

Os custos detalhados abaixo, referentes a execucdo da pesquisa intitulada
“ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO (SNPS) DO GENE ABCB1 (C3435T, COM A
RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE, EM MULHERES COM CANCER
DE MAMA” serdo custeados por custeio proprio (o pesquisador principal assumird o
financiamento do projeto).

ITEM VALOR R$
PURELINK KIT DE PL}RIFICAQAO DE DNA R$ 3.011,50
GENOMICO PARA CELULAS SANGUINEAS
ACIDO NUCLEICO INICIADOR 10ML R$ 281,97
TAQMAN MASTER MIX GENOTIPAGEM 10 ML R$ 3.105,00
Resma de papel A4 — Ripax® (04 Resmas) para uso R$ 60,00
diério de processamento dos dados
Cartucho de tinta preto para a impressora HP® R$ 350,00
(05 cartuchos)




