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«Se vocé esta insatisfeito com alguma coisa
mesmo que Seja uma coisa boa, que gostaria
de realizar e ndo esta conseguindo -,
PARE AGORA. Se as coisas nao andam,
s6 existem duas explicagoes:
ou sua perseverancga esta sendo testada,
ou vocé precisa mudar de rumo.
Para descobrir qual das opgoes € correta
—  ja que sdo atitudes opostas -
use o siléncio e a oragao.

Aos poucos as coisas vao ficando

misteriosamente claras, até que vocé tem forgas

suficientes para escolher. Uma vez tomada a decisao,

esquega por completo a outra possibilidade.
E siga adiante, porque Deus é o Deus dos Valentes.
Disse Domingos Sabino:
- Tudo sempre acaba bem no final.

Se as coisas nao estdo bem é porque vocé

ainda nao chegou ao final.”

(“Maktub” — Paulo Coelho)
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RESUMO

O MDR1 é um gene que confere resisténcia a multidrogas, esta jocalizado no
cromossomo 7 (7921) e € constituido de 28 éxons. Um polimorfismo no éxon 26
(C3435T) mostra uma significativa correlacdo com O0S niveis de expresséo da
glicoproteina-P, que & uma proteina de membrana celular e tem a funcéo de bomba de
efluxo, transportando os farmacos para fora da célula e baixando o nivel intracelular a
niveis subletais. Esse baixo nivel de drogas no meio intracelular confere a célula
resisténcia ao tratamento.

Este trabalho teve como objetivo analisar a frequéncia do polimorfismo gene
MDR1 em pacientes portadores de neoplasias mamarias. A pesquisa incluiu 60
pacientes portadores de neoplasias mamarias assistidos pelo Hospital do Cancer da
Universidade Federal de Uberlandia, escolhidos aleatoriamente. O DNA foi extraido e
submetido a Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR). O polimorfismo foi pesquisado
pelas técnicas: LIS-SSCP e Restrigaéo Enzimatica com a endonuclease Mbo |.

A técnica LIS-SSCP nao se mostrou eficiente para a pesquisa do polimorfismo
do gene MDR1, por sé tratar de uma mutacdo de ponto que nao promoveu uma
configuragao diferenciada da cadeia de DNA afetada.

A frequéncia genotipica das amostras investigadas variou da seguinte forma:
15% das amostras apresentaram um padréo homozigoto para o alelo T (mutante), 45%
apresentaram um padrdo homozigoto C (selvagem) e 40% um padréo heterozigoto
(portadores do alelo mutante).

Um estudo da expressdo da glicoproteina-P nos pacientes portadores de
polimorfismo no éxon 26 do gene MDR1 (mutantes TT) podera direcionar a terapéutica
do cancer, bem como garantir a aderéncia e o sucesso do tratamento.
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1- INTRODUCAO

A heterogeneidade na resposta individual a medicamentos, tanto em termos de
toxicidade como eficacia de tratamento tem levado a nuMerosos esforcos na realizagéo
de estudos relacionados a terapia medicamentosa. Causas potenciais para esta
variabilidade nos efeitos da droga inclui a patogénese e a severidade da doenca a
serem tratadas, interagdes medicamentosas, idade, estado nutricional, fungdo renal e
hepatica e doengas concorrentes. Com relacéo a todas estas causas de variabilidade
clinica dos efeitos das drogas, sao reconhecidas atualmente as diferencas hereditarias
no metabolismo e disposicao das drogas. Variagtes genéticas a resposta comum a
determinado agente quimico pode ser devido a alteragdes no alvo (ex. sistemas
receptores), ou seja, alteragoes na farmacodinamica, ou na biodisponibilidade da droga
(ex. sistema de biotransformac&o), ou ainda, alteragbes na farmacocinética (Kalow,
1997).

O gene de resisténcia a multidrogas humano (MDR1) tem como produto a

glicoproteina-P (PGP), uma proteina integral de membrana pertencente a familia das



proteinas dependentes de ATP para realizar o transporte de substrato. (Ueda et al,,
1988: Bost et al., 2000). A glicoproteina-P foi originalmente identificada pela habilidade
em conferir resisténcia a multidrogas em células tumorais . A principal fungéo dessa
proteina é o efluxo, dependente de energia, de substratos incluindo bilirrubina, drogas
cancerigenas (ex. alcaldides, antracilinas, colchicina, taxanos) (Gottesman et al,
1995).

O gene MDR1 localiza-se no braco longo do Cromossomo 7 e é formado por
uma regido promotora e 28 éxons (Chen et al., 1990). Sua expresséo encontra-se em
niveis muito alto nas glandulas adrenais € no rim, em niveis intermediarios no pulmao,
no figado, no jejuno, no célon & no reto e em baixos niveis em muitos outros tecidos
(Fojo et al., 1987).

A distribuicdo da glicoproteina-P  em tecidos normais sugere que esta
desempenhe o papel de excrecdo de xenobioticos toxicos e metabolitos na urina, bile e
no lumem intestinal (Thiebaut et al., 1987). A habilidade de células tumorais
desenvolverem simultaneamente resisténcia a multiplos compostos citotoxicos
representa o principal problema na quimioterapia do cancer. Aumentos na expressao
do MDR1 tém sido associados com muitos canceres resistentes, como exemplo, O
carcinoma de células renais (Riordan et al., 1985; Fojo et al., 1987; Goldstein et al.,
1989).

Estudos de linhas celulares resistentes a multidrogas tém revelado que a
resisténcia a muitas drogas nos canceres & devido a baixa concentragéo de drogas
dentro da célula. Isto deve-se ao aumento da expressao do gene MDR1 0 que é
comumente observado em tumores que nNao tenham regredido durante o tratamento, ou
depois da quimioterapia, como exemplo, cancer de mama, cancer de ovario, linfoma,
leucemia (Goldstein et al., 1989). A expresséo do MDR1 em tumores mamarios pode
também estar associado com uma pobre resposta a quimioterapia. (Trock et al., 1997).
Mutacéo no gene MDR1 em camundongos resulta na auséncia da glicoproteina-P e
isto leva ao aumento no nivel da droga em muitos tecidos e a diminuicdo na sua
eliminacdo (Schinkel et al, 1996). A glicoproteina-P também esta envolvida no
transporte in vitro de trés inibidores de proteases HIV-L, potentes agentes na terapia da

infeccao por HIV (Kim et al., 1998). Depois de uma administracdo, concentracdes



plasmaticas encontram-se elevadas duas a cinco vezes em camundongos com MDR1
deficiente e com administragao intravenenosa, concentragdes cerebrais estéo elevadas
de 7-36 vezes (Kim et al., 1998). Administracdo intravenosa de um potente inibidor da
PGP resulta no aumento até 37vezes aumentando a concentragéo de inibidores de
proteases no cérebro de camundongos (Choo et al., 2000).

Contudo, a biologia molecular para variagéo da glicoproteina-P entre pacientes
ainda ndo é clara. Recentemente, um simples polimorfismo de nucleotideo (SNP)
resultado da transi¢ao C para T tem sido descrito no éxon 26 (C3435T), onde 0 alelo
homozigoto T esta associado mais que 4 vezes a diminuicdo no nivel da expressao da
glicoproteina-P em comparagao com niveis CC (Hoffmeyer et al., 2000).

Os beneficios de um estudo farmacogendémico para o paciente consistem em
assegurar que somente 0 paciente com resposta favoravel receba determinada terapia
medicamentosa, melhorando a eficacia e aderéncia ao tratamento, minimizando 0S8
efeitos adversos e reduzindo 0s custos de gerenciamento da doenca.

Este trabalho teve como objetivo genotipar o polimorfismo c3435t do gene MDR1
em pacientes com cancer de mama evitando posteriormente 0 USO de drogas

substratos para a glicoproteina-P.



2. REVISAO DE LITERATURA

Cada ser humano apresenta uma individualidade bioquimica que pode ser
demonstrada por meio da biologia molecular, a qual lhe é tao peculiar quanto as
proprias impressoes digitais. A causa dessa variacdo reside na diversidade genética
dos individuos. Proteinas € enzimas sdo os produtos génicos primarios € a existéncia
de variantes enzimaticas € protéicas decorre da existéncia de alelos diferentes que
produzem proteinas (ou enzimas) parecidas, poréem nao iguais. Desse modo, embora
as pessoas sejam fenotipicamente semelhantes, em nivel molecular as diferengas sao
muitas.

Muitos fatores contribuem na resposta individual a uma determinada droga,
como 0s genéticos, ambientais e fisioloégicos que participam na regulagdo das reacoes
de biotransformagdes de drogas. Os fatores mais importantes s30 o uso concomitante
de outras drogas, a patogenia € severidade da doencga, O estado nutricional, a idade,
funcao renal e hepatica € 0 polimorfismo genético. As diferencas genéticas podem ser
refletidas na capacidade das pessoas em absorver, distribuir, biotransformar € excretar

uma droga apos sua administragéo s&o reconhecidamente responsaveis pelas grandes



diferencas interindividuais observadas em resposta a esta droga numa populagdo. Na
execucdo de todos esses processos 0 organismo utiliza enzimas, muitas das quais sem
grande importancia aparente para a saude do individuo em condigBes usuais, porém
essenciais e indispensaveis para o metabolismo de certas drogas. Consequentemente,
a deficiencia de enzimas com tais caracteristicas sO sao descobertas quando O
individuo apresenta reagbes inesperadas ao uso de drogas. Essas reagoes podem ser
observadas quanto a eficacia e quanto aos efeitos adversos. Mas, seja qual for o tipo
de reacdo inesperada, 0 denominador comum na maioria das situacoes decorre de
uma enzima anormal (variante genética) incapaz de desempenhar O seu papel no
metabolismo da droga. Como todas as enzimas estéo sob controle direto dos genes, as
relacdes entre gene, enzimas e drogas tornam-se evidentes (Croop,1988).

Variacdes na resposta a certas substancias foram notadas atraveés da historia, o

historiador Herdédoto mencionou a ocorréncia da doenca denominada favismo, comum

na area do Mediterraneo. Determinadas pessoas, ap6s ingerirem a fava (Vicia faba)
desenvolviam crise hemolitica aguda (Salzano, 1990). Na década de 50, surgiram as
primeiras demonstragdes de que reacdes a drogas tém componentes geneticos. Com o
desenvolvimento da tecnologia € @ capacidade em rastrear variacbes genéticas pode-
se sugerir que certos tipos de reacao individual a drogas poderiam ser causados pela
presencga de enzimas ou proteinas diferentes do usual. O termo farmacogenética foi
criado para designar essa nova especialidade que tem por objetivo estudar as relacdes
entre a constituicdo genética e 0 metabolismo dos farmacos. Iniciaimente, os estudos
eram restritos a mecanismos monogénicos de heranca, porem O acumulo de
observacdes em gémeos monozigoticos evidenciou a existéncia também de controle
genético multifatorial no metabolismo do farmaco. Assim, a farmacogenética deixou de
ser uma area restrita ao estudo sobre algumas reagdes em comum a drogas para
tornar-se uma disciplina de importancia central em farmacologia e terapéutica. (Kalow e
Spielberg, 1991).

A farmacologia pode ser dividida em duas areas, farmacocinética €
farmacodinamica. A farmacocinética esta focada na absorg&o, biodisponibilidade €
excrecao da droga, O que determinam a concentracao sistémica da droga. No entanto,

a farmacodinamica estuda o mecanismo de transporte, interagéo e a concentragao da



droga no sitio receptor dentro da resposta terapéutica. EmM nivel molecular,
farmacocinética € controlada em parte por enzimas de metabolizagdo € a
farmacodinamica € controlada por proteinas receptoras. Em outras palavras, uma
mudanga molecular numa enzima metabdlica pode causar baixa (lenta) ou elevada
(répida) metabolizagdo de uma determinada droga. Isto pode causar uma super ou
uma inadequada quantidade da droga no sitio receptor, a despeito de uma dose
normal.

As diferencas fenotipicas na quantidade da droga excreta, através de uma via
cujos genes apresentam polimorfismo, levam a classificagdo dos individuos como
metabolizadores (rapidos) ou ruins (lentos). Em muitos casos, o metabolismo deficiente
de um farmaco através de uma via polimérfica associa-se a uma grande incidéncia de
ofeitos adversos na populagado com metabolismo lento. Todas as principais deficiéncias
na atividade metabolizadora de farmacos s&o geralmente monogeénicas € herdadas
com tracos autossémicos recessivos (Evans et al, 1999).

O polimorfismo genético é simplesmente a variacéo na estrutura de um gene,
podendo ocorrer de varias formas. A mais comum & o polimorfismo de um unico
nucleotideo (mutagéo de ponto), no gual um nucleotideo é alterado em um gene
(American Pharmaceutical Association Annual Meeting, 2000).Um gene é considerado
funcionalmente polimorfico quando existem variantes alélicos estaveis na populagao,
uma ou mais, das quais alteram a proteina codificada em relagéo a sequéncia do tipo
selvagem. Em muitos casos 0 polimorfismo genético esta associado a redugao da
atividade da proteina codificada, mas existem também exemplos onde O alelo variante
codifica uma proteina com atividade aumentada (Evans et al, 1999).

O polimorfismo pode ocorrer em enzimas de metabolizagao, proteinas
receptoras e proteinas transportadoras de drogas, interferindo nos efeitos da droga. As
diferencas genéticas entre os individuos interferem na seguranga, eficacia e
cumprimento do tratamento (Curt,1984).

Estudos farmacogeneticos focalizam as diferencas nas respostas as drogas
devido a fatores hereditarios e polimérficos (variagéo genética) que levam a alteracoes
das concentragbes sistémicas da droga e das respostas terapéuticas. Estudos

farmacogendmicos referem-se a aplicagao da tecnologia genbmica na terapia



medicamentosa € no desenvolvimento de drogas (American Pharmaceutical
Association Annual Meeting, 2000).

Na pratica diaria 0s estudos farmacogenomicos teriam aplicacbes nas seguintes
situagdes:

. Doencgas cronicas onde o individuo fara uso da medicacdo por um longo
periodo, talvez, a vida toda;

_  Terapia por longo tempo ou aquela que deve ser dada por um longo periodo
antes que a eficacia possa ser avaliada;

- Regimes terapéuticos muito caros;

. Casos como osteoporose, doencas neurodegenerativas, cancer nas quais
terapia impropria pode causar mudancas irreversiveis;

_ Tratamentos associados a riscos de eventos adversos severos;

- Ao um custo baixo, 0s estudos farmacogendmicos poderiam ser usados em
tratamentos que frequentemente causam eventos adversos (American
Pharmaceutical Association Annual Meeting, 2000).Reagbes adversas 2
medicamentos (RAM) € um evento que ocorre nas terapias, em parte pela
variabilidade individual em resposta a droga. Estima-se que nos Estados Unidos
morrem cerca de 100.000 pessoas por ano em hospitais devido a ocorréncia de
RAM. O médico tendo em maos quem sera metabolizador rapido ou lento,
podera otimizar a terapéutica ajustando 0 regime de dose antes de iniciar 0
tratamento, melhorando 0s resultados clinicos e diminuindo os custos em saude.
Teste farmacogendmico pode ser um aparato util no uso racional de
medicamentos. (American Pharmaceutical Association Annual Meeting, 2000).

Na industria farmacéutica a aplicagéo de estudos farmacodinamicos esta no
desenvolvimento de novas drogas. O uso da farmacogendmica pode propiciar
estudos mais rapidos € eficientes, aumentando a seguranga, eficacia € ©
cumprimento.

O cancer &€ um complexo grupo de doencas geneéticas causadas por fatores
ambientais, alteragbes em células germinativas ou mutacoes células somaticas. Alguns
tipos de canceres estao associados a alteragbes genéticas que podem afetar 0

prognostico. A quimioterapia do cancer esta limitada por significativas variagbes



interindividuais na resposta € toxidade. Os polimorfismos genéticos estao geraimente
ligados a variagbes na farmacocinética ou farmacodinamica de drogas empregadas
para este fim.

Uma triagem farmacogenémica para drogas utilizadas no tratamento do cancer
pode levar a identificacdo de uma especifica predisposicao 3 toxicidade ou resposta

deficiente a droga (lyer et al, 1998).

2.1- FARMACOGENETICA DO CANCER

O cancer & um termo genérico para uma variedade de neoplasmas malignos que
podem resultar em efeitos deletérios ao hospedeiro devido a0 seu carater invasivo e
metastatico.

As células tumorais podem surgir a qualquer fase da vida, em qualquer tecido,
podendo apresentar a caracteristica de invadir tecidos vizinhos por extensao direta ou
disseminar-se através do organismo por vasos linfaticos ou sangliineos.

O Brasil apresenta em seu quadro sanitario a ocorréncia de doencas ligadas a
pobreza, tipicas dos paises em desenvolvimento, € ocorréncias de doengas cronico-
degenerativas, caracteristicas dos paises mais ricos. Analisando-se as taxas de
mortalidade das macro-regioes brasileiras, 0 cancer ocupa diferentes posicdes, porem,
sempre entre as principais causas de mortes. Atualmente 0 cancer ocupa a segunda
posigdo entre as causas de morte, por doenga, no Brasil. (Brasil, 1997).

Em um paciente com cancer, o tratamento & um ponto critico, na medicina
existem poucas situacdes onde © procedimento terapéutico seja tao decisivo para a
cura ou a morte do paciente. A responsabilidade € grande € a tomada de decis&o tem
que ser criteriosa.

Um dos maiores problemas na farmacologia do cancer & a previsdo dos
resultados do tratamento em termos de toxidade e resposta do tumor. Saber porque
alguns pacientes apresentam clevada toxidade a uma dose padrdo, porque alguns
respondem a quimioterapia enquanto outros n&o, se as mesmas drogas e dosagens

s30 usadas, € uma questao que vem intrigando. A causa da variabilidade na resposta a



quimioterapia pode ser classificada em duas classes, as relacionadas no hospedeiro e
as relacionadas ao tumor (Canal et al, 1998).

Com relagéo ao tumor, muitos fatores podem influenciar a quimioterapia, por
exemplo: tipo do tumor, localizacéo, volume, agressividade, estagio de disseminagao,
tratamentos anteriores (resisténcia), niveis de marcadores moleculares biologicos €
fenotipo farmacogenético (Canal et al, 1998).

O sucesso na cura de alguns canceres foi possivel quando as drogas foram
seletivamente mais toxicas para as células do tumor de que para as células do
hospedeiro. Seletividade toxica destas drogas n&o sao tao simples como as
observadas na quimioterapia anti-infecciosa, pois as células do tumor tiveram origem
nas células normais e as diferencas entre células normais € tumorais sao muito sutis.

Com relagéo ao hospedeiro, parametros fisiopatologicos podem influenciar 0s
resultados do tratamento, por exemplo: idade, Sexo, tratamentos concomitantes
farmacogenética (Canal et al, 1998).

A aplicabilidade da farmacogenética na quimioterapia antineoplasica é critica
pelas seguintes razoes:

- Os agentes antineoplasmaticos possuem estreita margem de seguranca,

_ Muitos destes agentes s&o pro-drogas € para exercerem sua agao necessitam
da biotransformagao, que & realizada por enzimas due podem exibir
polimorfismo genético;

- Formas ativas s&o associadas, frequentemente, a toxidade;

- Certos agentes antineoplasicos necessitam de biotransformagéo por um sistema
de enzimas polimérficas, para serem excretados;

_ A maioria das drogas usadas na quimioterapia exibe significativa variabilidade
interindividual.

Os polimorfismos genéticos de algumas classes de enzimas envolvidas na
farmacocinética e na farmacodinamica de alguns agentes antineoplésicos ja foram
descritos.

Tiopurina S-metiltransferase (TPMT) o qual exibe um polimorfismo autossomico
co-dominante, realiza importante fungdo no metabolismo de drogas antileussémicas e

imunossupressoras como 6-mercaptopirina (6-MP), tioguanina e azatioprina. Em



pacientes deficientes de TPMT, elevadas concentracbes de nucleotideos de ©6-
tioguanina acumulam em tecidos hematopoiéticos 0 qual é a base para hemotoixidade
observada nestes pacientes. Paciente de TPMT pode requerer reducéo das doses
usuais de 6-MP para prevenir a hemotoxidade. Em contraste, homozigdticos com
elevada atividade de TPMT pode apresentar resisténcia a terapia por 6-MP (Krynetski
et al, 1999 ; lyer et al, 1998).

Outra familia importante & a Glutationa S-transferase (GST), séo enzimas da
fase 1l de metabolizagdo de substratos especificos, coOmo herbicidas, inseticidas,
carcinogénicos e drogas anticancer. Resisténcia aos quimioterapicos antineoplasicos
como 0s agentes alquilantes, foi diretamente relacionado com a superexpressao das
GST (lyer et al, 1998).

O polimorfismo na aceitacdo da isoniazida pela n-acetiltransferase (NAT) foi um
dos primeiros polimorfismos genéticos a serem identificados e documentados. Segundo
a atividade da NAT 0s individuos podem ser classificados como lento ou rapido
acetilador (lyer et al, 1998).

A uridina difosfato glucoronosiltransferase constitui numa super familia de
enzimas gque desempenham importante fung@o na eliminagéo de metabdlicos
nucleofilicos de carcinogénicos. Duas principais classes de UGT foram identificadas:
UGT1 e UGT2. UGT1 sé&o enzimas que catalisam a glucorinidagéo da bilirrubina e
fenois, enquanto 0s substratos das UGT2 incluem sidovudina, morfina e agentes
antiinflamatorios n&o estercides (lyer et al, 1998).

O sistema citocromo P450 é o principal sistema de biotransformagdo no homem.
Polimorfismo para varios membros desta super familia ja foram descritos. Para drogas
anticancer o citocromo P450 metaboliza ciclosfosfamida, ifosfamida, etoposido,
teniposido, paclitaxal (taxol), tamoxifeno, tio-TEPA, vinblastina e vindesida (Vermes et
al, 1997).

2.2- GLICOPROTEINA-P

A corrente hipotese para explicar a classica resisténcia a varias drogas em

células que super expressam a glicoproteina-P (PGP) é sua funcdo de bomba de
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efluxo, onde transporta as drogas anticancer para fora da célula, reduzindo a
concentragdo intracelular a niveis subletais (Trambas, 1997).

O desenvolvimento de resisténcia a varias drogas nao relacionadas € 0 maior
impedimento para quimioterapia. Chen et al (1986) demonstraram que a resisténcia em
células tumorais humanas para colchicina, vinblastina ou adriamicina esta associada
com a amplificacdo de determinada seqténcia de DNA designada como locus de
resisténcia a multiplas drogas (MDR1). Super expresséo da glicoproteina-P (PGP)
parece ser uma caracteristica bem consistente de células de mamiferos que mostram
resisténcia a varias drogas anticancer e foram indicadas para serem mediadoras da
resisténcia (Kartner et al, 1985 ; Riordan et al, 1985).

Slovak et al (1987) encontraram mudangas em 7q como a mais frequente
aberracdo em linhagem de células resistente a doxorubicina. A amplificacdo génica em
células de tumor humano é frequentemente mediada por elementos extracrossomais,
inclusive “doublé minutechromosomes” (DMs). Podem ser formados a partir de
pequenos precursores circulares submicroscopicos referidos como epissomas. Ruiz et
al (1989) demonstraram a replicacdo auténoma dos epissomas contendo MDR1 em
uma linguagem de célula humana multi-resistente a droga.

Estudos que examinaram quase 50 casos de cancer de mama usando métodos
de deteccdo de RNA indicaram que canceres de mamas recentemente diagnosticados
mostram a incidéncia de 0-29% de expressdo PGP, mas que estes podem aumentar
para 70% (Sanfilippo et al, 1991). A expressao de PGP em canceres de mamas
apresenta um significativo aumento com o usoO de taxanos e doxorubicina no
tratamento ( Roy et al, 1985).

Examinando diferentes PGP para mutag&o adquirida no curso da quimioterapia,
Mickley et al (1997) identificaram um rearranjo génico envolvendo o gene MDR1 de
uma linhagem de célula como novo mecanismo de resisténcia adquirida. A delecéo dos
68 primeiros residuos de MDR1 em uma linhagem de células adriamicina selecionadas
depois de uma translocagéo 4,7,(t49;7q), resultou em um RNAm hibrido contendo
sequéncias do MDR1 e um novo gene no cromossomo 4. Expresséo de RNAm hibrido

foi controlado pelo gene do cromossomo 4, provando um modelo de superexpresséo
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do MDR1. O rearranjo randémico cromossomal com superexpresséo de RNAm hibrido
de MDR1 estabelece um mecanismo de resisténcia adquirida.

Hoffmeyer et al (2000) descreveram a identificacdo de 15 polimorfismos no gene
MDR1 humano em uma populagdo. Um destes polimorfismos mostrou significativa
correlacdo com niveis de expressao de MDR1 e atividade da PGP in vivo.

O MDR1 é expresso em células ndo tumorais, incluindo leucocitos, mas sua
funcado fisiologica para MDR1 tem sido pobremente definida. Rondolf et al (1998)
identificaram uma fungao fisiologica para MDR1 durante a mobilizagdo de ceélulas
dedriticas apresentando antigeno € ajudou a elucidar como estas células migram da

periferia para nédulos linfaticos para iniciar imunidade mediana por linfocitos T.



3- MATERIAL E METODOS

3.1-OBTENGAO DAS AMOSTRAS

Sangue periférico foi obtido de pacientes portadores de neoplasias mamarias
assistidos pelo servigo do Hospital do Cancer da Universidade Federal de Uberlandia.
As amostras foram colhidas pelo sistema vacutainer em tubos contendo EDTA. A
pesquisa contou com a participagcao voluntaria de 60 pacientes que assinaram um
termo de consentimento aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade

Federal de Uberlandia (Anexo ).

3.2-EXTRAGAO DE DNA

O DNA foi extraido segundo protocolo (Anexo Il).

3.3-OTIMIZACAO DA REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi feita utilizando 500ng de DNA, 10
pmol dos primers MDRL LF (5'- TGC TGG TCC TGAAGT TGATCTGTG AAC-3)e



MDRL LR (5'- ACA TTA GGC AGT GAC TCG ATG AAG GCA - 3). Tampao da Taq
DNA polimerase 1 X (10 mM tris e 50 mM KCI), 1,5 mM MgClz, 200 mM de cada dNTP
e 2U Taq DNA polimerase para uma reacdo final de 50 uL. A reacao foi levada ao
termociclador (PTC — 150 MiniCycler TM) programado para: 95°C por 4 minutos de
desnaturagéo, 31 ciclos de 95°C por 30 min, 61°C por 30 segundos de anelamento,
72°C por 1 minuto de extensdo e 72°C por 10 minutos de extensdo final. O produto
amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e corado com brometo

de etidio.

3.4-DETECGAO DO POLIMORFISMO POR LIS-SSCP

O polimorfismo foi pesquisado pela técnica LIS-SSCP. onde 1ulL do produto
amplificado foi desnaturado em 20uL de tampdo de LIS (sacarose 10%, azul de
bromofenol 0,01% e xilenocianol 0,01%) a 98°C por 5 min e aplicado em gel de
poliacrilamida nao desnaturante de acrilamida/bis,49:1 a 8%, 6%, 12% e submetido a

eletroforese por 4hs, 15mA a temperatura ambiente e corado por nitrato de prata.

3.5-RESTRIGAO ENZIMATICA

O produto amplificado pela PCR foi submetido & restrigdo enzimatica com 15ul
de DNA, 11puL de agua,3ul do tampao da enzima e 1 unidade da endonuclease Mbo L.
Essa reagao foi submetida ao banho-maria a 37°C por 2 horas. O produto cortado foi
aplicado no gel de agarose a 29 e submetido a eletroforese por 30 minutos e corado
com brometo de etidio. O produto também foi analisado em ge!l de poliacrilamida a 8%
e submetido a eletroforese por 4hs, 15mA a 4°C e corado por nitrato de

prata/carbonato de sodio.

3.6- COLORAGAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

Apos a eletroforese, o gel foi retirado e fixado em solugdo de acido 10% por

30min, lavado 2x por 2 minutos em agua destilada. Logo apos, foi colocada a solugéo
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de nitrato de prata (200mg), formaldeido (150ul) e agua (100ml) e incubada por 20
minutos. Lavou-se 2x novamente com agua por 30 segundos e, imediatamente,
colocou-se a solugdo reveladora gelada de carbonato de sédio (3g), formaldeido
(150ul), tiossufato de sodio (50ul) e agua (100ml) até que os alelos apareceram. A

reacao foi finalizada com solugéo fixadora por no minimo 10 minutos.
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene de resisténcia a multidrogas MDR1 mostra uma intima relagdo com 0S
niveis de expressdo da glicoproteina-P, sendo a superexpressdo desta uma
caracteristica bem consistente de células de mamiferos que mostram resisténcia a
varias drogas anticancer (Kartner et al. 1985 ; Riordan et al,1985). Portanto, uma
quimioterapia n&o responsiva pode estar correlacionada com o polimorfismo estudado.

Os primers utilizados para a amplificagdo do éxon 26, do gene MDR1, foram
eficientes, resultando num fragmento de 248 pb, como foi previsto (Figura 1).

O polimorfismo do gene MDR1 nao foi detectado pela técnica do LIS-SSCP, a
simples troca de uma base C3435T n&o produziu uma conformagao diferente na fita de
DNA mutada. A fita selvagem e a mutada tiveram 0 mesmo padrdo quando foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante de concentragoes
variadas (Figura 2). Uma possivel explicagdo para a nao deteccao desse polimorfismo
¢ a de que a posigao e o tipo de mutacé&o n&o apresentam correlagdo com a mobilidade
das fitas, mas com as sequéncias de bases ao redor da mutagéo (Glavac' e Dean,
1993).

Quando o produto foi submetido a restricdo enzimatica, foi detectada a mutacao

pesquisada tanto em gel de agarose (Figura 3), quanto em gel de poliacrilamida para

16



deteccdo da banda de 60 pb (Figura 4). A enzima Mbo | corta o DNA selvagem
produzindo fragmentos de 172bp, 60bp e 16bp. A mutagdo C3435T destréi um sitio de
restricdo da enzima Mbo | produzindo fragmentos de 232bp e 16bp.

Dos 60 pacientes submetidos 3 pesquisa, constatou-se o seguinte resultado:

FREQUENCIA OBSERVADA
CLASSIFICACAO NUMERO DE FREQUENCIA
PACIENTES GENOTIPICA
"~ Heterozigotos (CT) 24 40%
Mutantes (TT) 9 15%
Selvagens (CC) 27 45%
Total 60 ' 100%

A mutacdo C3435T faz-se presente na populagdo amostrada e pode ser
comparada com populagbes de ancestrais africanos. O genétipo TT acomete 1%, 4% e
6% de pessoas Africanas, Kenianas e Sudanés respectivamente(Hoffmeyer et al.,
2000).

A pesquisa encontrou uma frequéncia relativamente maior de mutag¢ado nos
pacientes amostrados com relacéo ao estudo de Hoffmeyer et al., 2000. Os pacientes
mutantes homozigotos apresentam uma diminuigdo mais que quatro vezes no nivel de

glicoproteina-P (Hoffmeyer et al., 2000).
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248 pb

Figura 1. Padrdo eletroforético em gel de agarose 2%, de um fragmento de 248 pb do
éxon 26 do gene MDR1. M = marcador de 100 pb; 1 a 13 correspondem a
amostras de pacientes portadores de neoplasias mamarias.

Figura 2. Padrdo eletroforético em gel LIS-SSCP a 8% para a analise do alelo
MDRI1.
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Figura 3. Padrdo eletroforético do produto cortado pela
endonuclease Mbo 1 para a analise do alelo MDRI1 , em
gel de agarose 2%. Os nimeros 5 ¢ 10 sio homozigotos
para o alelo T; 1, 3, 4 e 8 sdo heterozigotos; 2, 6, 7 € 9
sio homozigotos para o alelo C.

Figura 4. Padrio eletroforético em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. Os
amplicons foram cortados pela endonuclease Mbo 1 para a genotipagem do MDRI1. Os
nameros 1 e 11 sdo homozigotos para o alelo T; 3, 4, 5, 8, 9 e 10 s3o heterozigotos; 2, 6,
7.12. 13 sdo homozigotos para o alelo C; M = marcador de 100 pb.
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5-CONCLUSOES

. A mutag&o de ponto nao proporcionou uma conformacgao diferencial do

DNA para os pacientes analisados.

. A restricdo enzimatica mostrou-se uma técnica de baixo custo e
eficiente;
. A alta incidéncia do alelo C pode explicar a alta incidéncia de resisténcia

e tumores agressivos nos individuos portadores de neoplasias
mamarias e assistidos pelo Hospital do Cancer da Universidade Federal
de Uberlandia;

. Um estudo da expressdo da glicoproteina-P nos pacientes portadores
de polimorfismo no éxon 26 do gene MDR1 (mutantes TT) podera

direcionar a terapéutica do cancer, bem como garantir a aderéncia e 0

sucesso do tratamento.
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ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO

O laboratério de genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia esta
realizando estudo genético relacionado & resisténcia a multidrogas. Este estudo esta
sendo dirigido pelo Professor Doutor Luiz Ricardo Goulart Filho e Doutor Rogerio
Agenor de Araujo juntamente com a académica Ligia Cristina Guimaraes, graduanda
em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Federal de Uberlandia.

O projeto consiste na espressad génica em pacientes portadores de neoplasias
mamarias.

Para detectar a express&o génica, sera utilizada uma aliquota de sangue periférico
previamente colhido no ambulatorio do Hospital do Cancer, quando 0s enfermeiros
forem puncionar a veia para a guimioterapia, assim, o paciente ndo sofrera nenhum
desconforto adicional.

O material coletado sera enviado ao laboratério de Genética Molecular da Universidade
Federal de Uberlandia, onde serdo realizados es exames de DNA.

O paciente podera pedir esclarecimentos da finalidade da pesquisa, destino do material
coletado e resultados dos exames realizados e aqueles que concordarem em participar

da pesquisa poderdo desistir de faze-lo a qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

Pelo presente termo apresentado por este documento,
Eu,

Concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios

e direitos.

Paciente,

Testemunhas




ANEXO Il

EXTRAGAO DE DNA

1) Colete 5ml de sangue, na presenga de anticoagulante (EDTA, ACD ou
Heparina). Homogeinize bem o sangue antes de proceder a extragdo.

2) Adicione 10,0ml de TLH.

w

Agite até ocorrer a lise (mudanga na cor do sangue-rosada).

a A

)
)
) Centrifugue por 5 minutos a 1000rpm ( centrifuga clinica).
) Descarte o sobrenadante sobre a agua sanitéria.

)

»

Solte o pelet de linfécitos manualmente dando leves pancadas no fundo do tubo

manualmente + 5 vezes. Isto é essencial.

) Adicione mais 10,0ml de TLH e homogeinize manualmente.
)} Centrifugue novamente 5 minutos a 1000 rpm.

9) Descarte 0 sobrenadante sobre a agua sanitaria.

10) Solte novamente o pelet e adicione mais 10,0ml de TLH. Centrifugue por 5
minutos a 1000 rpm.

11) Descarte o sobrenadante e solte o pelet manualmente e adicione 1,5ml de
tampao de lise do nucleo (TLN) 1x. Adicione gotejando 50ul de SDS (separar a
4°C).

12) Adicione 25l de proteinase K 20mg/ml. Deixe 16 horas ou overnight a 37°C.

13) Adicione 500 ul de NaCl saturado. Agitar vigorosamente 20 segundos.

14) Deixe no freezer por 15 minutos e centrifugar 10 minutos a 3000 rpm. Transferir
o sobrenadante para outro tubo.

15) Adicione dois volumes de etanol absoluto a temperatura ambiente para
precipitacdo. Prenda o pelet na parede e adicione 2 volumes de etanol 70%.

16) Lave o DNA no etanol 70%, descarte o etanol e ressuspenda o DNA em TE (=

500pl).



TLH 1X (Tampé&o de lise de Hemacias)

Reagentes [Estoques  [Final 1 litro 100ml
NH4Cl 3,1 M 0,155 M

KHCOs 20M 0,010 M

EDTA 0,5M 1,0 mM

H20

TLN 1X (Tampé&o de Lise do Nucleo)

Reagentes Estoques  [Final 1 litro 200m| 100m|
Tris-HCl pH8,01,0M 0,010 m

NaCl 3,0 M 0,40 m

EDTA 05M 2,0 Mm

H20




