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RESUMO

ADEYANJU, Grace Nicole OIivejra. TRANSPORTADORES ABC E SUA
INFLUENCIA NA QUIMIORRESISTENCIA. 2019. 50f. TCC (Graduacéo) - Curso de
Biomedicina, Centro Universitario Sao Camilo, Sao Paulo, 2019.

Os transportadores ABC constituem uma das maiores familias de proteinas de
membrana. Até o momento, 48 transportadores ABC foram detectados no corpo
humano. A grande maioria séo transportadores ativos, exigindo energia na forma de
ATP para translocar substratos especificos através de membranas celulares. Essas
proteinas transportadoras tém dominios transmembranares semelhantes que podem
bombear os farmacos citotoxicos das células tumorais contra um gradiente de
concentracéo, reduzindo assim o acumulo intracelular de agentes quimioterapicos e
protegendo as células tumorais da toxicidade. Esta revisdo teve como objetivo
identificar esses transportadores e relatar qual é a sua principal relacdo com a
resisténcia ao tratamento do cancer. Até o momento, a falha na quimioterapia devido
ao efluxo de drogas € um tdpico ativo de pesquisa que fornece continuamente mais
evidéncias sobre resisténcia a multiplas drogas (MDR) auxiliando os cientistas a
combater e superar essa questdo. O MDR classico ocorre devido principalmente ao
aumento das bombas de efluxo na membrana celular, entre as quais o0s
transportadores de MDR mais amplamente caracterizados incluem: Glicoproteina P
(P-gp / ABCBL1), proteina associada a resisténcia a multiplas drogas-1 (MRP1 /
ABCC1) proteina de resisténcia do cancer de mama (BCRP / ABCG2). Uma maneira
de superar a MDR é desenvolver inibidores do transportador ABC para sensibilizar as
células tumorais para farmacos quimioterapicos. Mais otimismo é garantido com a
descoberta de novos inibidores potentes e nao téxicos e novas estratégias de
tratamento, incluindo a combinacdo de novas terapias alvo com terapias voltadas a
prevencao da resisténcia aos medicamentos.

Palavras-chave: 1. Calgranulina B 2. Membro 1 da subfamilia B de cassetes de
ligacdo de ATP 3. Resisténcia a doenga 4. Resisténcia a multiplos medicamento.



ABSTRACT

ADEYANJU, Grace Nicole Oliveira. ABC TRANSPORTERS AND ITS INFLUENCE
ON CHEMISTRESISTANCE.. 2019. 50f. TCC (Undergraduate) - Biomedicine Course,
Sé&o Camilo University Center, S&o Paulo, 2019.

ABC transporters constitute one of the largest families of membrane proteins. To date,
48 ABC transporters have been detected in the human body. The vast majority are
active transporters, requiring energy in the form of ATP to translocate specific transport
substrates across cell membranes. These ABC transporter proteins have similar
transmembrane domains that can pump the chemotherapeutic drugs out of cancer
cells against a concentration gradient, thus reducing intracellular accumulation of
chemotherapeutic agents, and protecting cancer cells from toxicity. This review aimed
to identify these transporters and what is their main relationship with cancer therapy
resistance. Up to date, chemotherapy failure due to ABC drug efflux is an active
research topic that continuously provides further evidence on multiple drug resistance
(MDR), aiding scientists in tackling and overcoming this issue. The classical MDR is
due mostly to increased efflux pumps in the cell membrane among which the most
extensively characterized MDR transporters include: P-glycoprotein (P-gp/ABCB1),
multidrug resistance associated protein-1 (MRP1/ABCC1), and breast cancer resistant
proteins (BCRP/ABCG2) . One way to overcome MDR is to develop ABC efflux
transporter inhibitors to sensitize cancer cells to chemotherapeutic drugs. Further
optimism is warranted with the advent of potent, nontoxic inhibitors and new treatment
strategies, including the combination of new targeted therapies with therapies aimed
at the prevention of drug resistance

Keywords: 1. Calgranulin B 2. Member 1 of ATP-binding cassette subfamily B 3.
Disease resistance 4. Multidrug resistance.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ABC ATP Binding Cassete

ABCA Familia A de Transportadores

ABCB Familia B de Transportadores

ABCG Familia G de Transportadores

ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina Trifosfato

BCRP Proteina Resisténcia a drogas relacionado ao cancer de mama
BRAF Isoforma B da proteina Raf

Ca? Célcio

Cd? Cadmio

CPCNP Cancer de pulmao de células ndo pequenas
Cu? Cobre

DNA Acido Desoxirribonucleico

GSH Conjugado De Glutationa

GSSG Glutationa oxidada

H* Hidrogénio

HCMV Citomegalovirus Humano

K+ Potassio

kDa kilodaltons

MDR Resisténcia a multiplas drogas

MDR1 Proteina Resisténcia a Mdltiplos Drogas 1
Mg+ Magnésio

MiRNAs Micros RNAS

MRP1 Proteina associada a residéncia a mdultiplas drogas
MXR Fator de Resisténcia a Mitoxantrona

NBD Dominio De Ligagédo De Nucleotideo



Na2+
P-gp
PCR
RNA
SNP

TMD

Saédio

Glicoproteina-P

Reacédo em cadeia da polimerase
Acido Ribonucleico

Polimorfismo de Nucleotideo Unico

Dominio transmembranar
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1 INTRODUCAO

As bombas dirigidas por ATP frequentemente sdo denominadas ATPases
transportadoras, pois hidrolisam ATP em ADP e fosfato e usam a energia liberada
para bombear ions ou outros solutos através de uma membrana. Existem trés
principais classes de bombas dirigidas por ATP, e representantes de cada uma dessas
classes sdo encontrados em todas as células de eucariotos e procariotos. Essas
bombas sdo: Bombas tipo P, Bombas tipo V e Transportadores ABC (ALBERTS et al.,
2017).

As ATPases/Bombas tipo P estdo localizadas principalmente na membrana
plasmatica, tendo esse nome porque sao fosforiladas por ATP durante o processo de
transporte. Conhecem-se ATPases tipo P que transportam H*, Na*, K*, Ca?*, Cu?*,
Cd?* e Mg?* contra seus gradientes de concentragdo. Elas sdo distinguidas de outros
tipos de ATPases transportadoras de ions porque séo inibidas pelo vanadato (V04%,
um analogo de ions fosfato (VOET; VOET, 2013).

As Bombas tipo V sdo maquinas proteicas semelhantes a turbinas, formadas a
partir de multiplas subunidades diferentes. A bomba de préton tipo V transfere H* para
o interior de organelas como os lisossomos, vesiculas sinapticas e vacuolos de
plantas ou leveduras (ALBERTS et al., 2017).

Os Transportadores ABC (ATP-binding cassette transporters) constituem uma
grande familia de transportadores dependentes de ATP que bombeiam aminoécidos,
peptideos, proteinas, ions metalicos, varios lipideos, sais biliares e muitos
distinguemse estruturalmente das ATPases do tipo P (NELSON; COX, 2014).

A familia de transportadores ABC dependentes de ATP é de consideravel
importancia clinica. A familia é filogeneticamente antiga e suas fun¢des normais nas
células eucaridticas ainda precisam ser totalmente caracterizadas. A primeira dessas
proteinas foi encontrada em bactérias e leveduras (KRISHNA; MAYER, 2000).
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O aumento da taxa de efluxo de um farmaco anticancer nas células
cancerigenas pelos membros da superfamilia de transportadores ABC é um dos
mecanismos de resisténcia a multiplas drogas (MDR) mais importantes. MDR é um
termo usado para descrever o fendmeno caracterizado pela capacidade dos tumores
resistentes a medicamentos exibirem resisténcia simultdnea a varios agentes
quimioterapicos estrutural e funcionalmente nédo relacionados (KRISHNA; MAYER,
2000).

A resisténcia ao tratamento antineopldsico causa recidiva da doenca e
metastase, dificulta a melhora do desfecho clinico para os pacientes e continua sendo
o principal obstaculo no tratamento do cancer. Ha dados que sugerem que 90% dos
pacientes que morrem de cancer estdo relacionados com a quimiorresisténcia.
Portanto, € muito importante entender seus mecanismos moleculares e descobrir

novas abordagens terapéuticas (ZHENG, 2017).

Esses problemas podem ser resolvidos pelo uso de drogas anticancer que
podem desviar o mecanismo de resisténcia. Como por exemplo, 0 uso de outros
medicamentos, como os alquilantes (ciclofosfamida), os antimetabdlitos (5fluorouracil)
e o0s medicamentos modificados pela antraciclina (annamicina e
peptideodoxorrubicina) que nao funcionariam como substratos de transportadores do
ABC. Basicamente o objetivo final de superacdo da resisténcia € administrar
substancias que inibem transportadores ABC aliada simultaneamente a uma terapia
de drogas anticancer. Essas substancias reverteriam a resisténcia contra 0s
medicamentos antineoplasicos para, eventualmente, as células cancerigenas serem

sensibilizadas para os medicamentos antineoplasicos (CHOI, 2005).

O entendimento das proteinas transportadoras ABC pode ser um avango
significativo para demonstrar o mecanismo molecular fundamental na resisténcia aos

medicamentos.
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2 OBJETIVOS

Descrever os aspectos moleculares e genéticos dos transportadores ABC e sua
relacdo com a resisténcia a multiplas drogas que resulta na ineficacia do tratamento

do cancer.
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3 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo narrativa subjetiva da literatura, para a escolha de
livros, artigos cientificos, artigos de jornais e revistas, obtidos nas bases de dados:
Bireme, PubMed, Google Académico e o portal de revistas eletronicas SciELO,
restringindo a busca a artigos escritos de 1998 a 2019 usando as seguintes palavras
chaves em inglés e com sua tradugdo em portugués: “ABC transporters”, “mrp1”,

“berp”, “cancer resistance”, “P-glycoprotein”, “multidrug resistance”.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Cancer

4.11 Conceito

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo e foi
utilizada pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina. O cancer ndo é uma
doenca nova. O fato de ter sido detectado em mumias egipcias comprova que ele ja
comprometia o homem ha mais de 3 mil anos antes de Cristo. Atualmente, cancer é o
nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que tém em comum O
crescimento desordenado de células que tendem a invadir tecidos e 6rgaos vizinhos
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011).

A célula cancerosa prolifera muito, perde a capacidade de aderéncia, secreta
enzimas que atacam a matriz extracelular, invade os tecidos vizinhos, penetra nos
vasos sanguineos e linfaticos e se espalha pelo organismo, estabelecendo-se e
proliferando em locais distantes de sua origem, nos quais produz tumores
secundarios: as metastases (Figura 1). As células malignas secretam moléculas que
estimulam o crescimento dos vasos sanguineos capilares, promovendo a

angiogénese (neoformacéao vascular) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Tradicionalmente, os canceres séo classificados de acordo com os tecidos e
os tipos celulares dos quais eles derivam. Os canceres derivados de células epiteliais
sdo denominados carcinomas e séo o tipo de cancer mais comum em humanos. Esse
tipo de cancer chega a 80% dos casos, provavelmente porque, em adultos, a maior
taxa de proliferagcéo celular ocorra no epitélio. Sarcomas séo os tumores derivados do
tecido conjuntivo ou de células musculares. Os canceres que ndo se enquadram em
nenhuma dessas duas categorias incluem as varias leucemias e linfomas, derivados
de leucdcitos ou de células hematopoiéticas, assim como os canceres derivados de
células do sistema nervoso (ALBERTS et al., 2017).
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Geralmente, chama-se de cancer os tumores malignos, para distingui-los dos
tumores benignos. No tumor benigno (Figura 1), as células permanecem localizadas,
prejudicando apenas o 6rgdo em que se originou o tumor e os tecidos adjacentes, que
podem ser comprimidos. Assim, 0s tumores benignos geralmente sdo curados
facilmente pela cirurgia. J& o tratamento cirargico dos tumores malignos so é eficaz
se realizado antes de ocorrerem as metastases (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 1 — Proliferagdo de Tumores Malignos e Benignos

SiSk

Clone benigno

~J Células de tumor
\ benigno que crescem

é\J sem invadir os tecidos
/ adjacentes

\/

Células de cancer da
pele invadindo o tecido
subjacente e
insinuando-se entre as
células normais

Célula normal
estimulada por
agente
cancerigeno
comeca a dividir
dependentemente
do controle do

organismo % i )

Clone maligno

Células cancerosas
gue invadem vasos
sanguineos e linfaticos,
colonizando 6rgaos a
distancia (metastase)

Fonte: Adaptado de (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013)

O risco de uma pessoa desenvolver cancer depende de muitos fatores,
incluindo idade, fatores genéticos e exposi¢do a fatores de risco (incluindo alguns
fatores relacionados ao estilo de vida, potencialmente evitaveis). Fatores de risco para
cancer sao similares em todo o mundo. Tabagismo, atividade fisica insuficiente,
alcool, dieta, sobrepeso e obesidade e infecgcdes sdo responsaveis por uma alta
proporcdo de canceres em todo o mundo, como ocorre no Reino Unido (CANCER
RESEARCH UK, 2015).
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4.12 Epidemiologia

Atualmente, o cancer é um dos problemas de saude publica mais complexos
gue o sistema de saude brasileiro enfrenta, dada a sua magnitude epidemiolégica,
social e econémica. Ressalta-se que pelo menos um ter¢o dos casos novos de cancer
gue ocorre anualmente no mundo poderia ser prevenido (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2011).

Nos adolescentes e adultos jovens (de 15 a 29 anos), o cancer € a principal
causa de morte nos paises desenvolvidos. Nesse grupo etario, ndo se observam as
mesmas melhorias na sobrevida como a das criancas e dos adolescentes. Uma
possivel explicacdo inclui dificuldade de acesso e atraso no diagndstico e no
tratamento. O cancer é a segunda causa mais comum de morte entre criancas de 1 a
14 anos nos Estados Unidos, superada apenas por acidentes. Em 2019, um numero
estimado de 11.060 criancgas (do nascimento aos 14 anos) serao diagnosticados com
cancer e 1.190 morreréo da doencga (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).

Estima-se, para o Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos
novos de cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma
(cerca de 170 mil casos novos), ocorrerdo 420 mil casos novos de cancer. O célculo
global corrigido para o subregistro, aponta a ocorréncia de 640 mil casos novos. Essas
estimativas refletem o perfil de um pais que possui os canceres de prostata, pulmao,
mama feminina e célon e reto entre 0os mais incidentes, entretanto ainda apresenta
altas taxas para os canceres do colo do utero, estbmago e esdfago (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2017).

Segundo a International Agency for Research on Cancer (2018) os tipos de
cancer mais incidentes no mundo em 2018 foram pulmao (2,093 milhdes), mama
(2,088 milh&o), colorretal (1,849 milh&o) e proéstata (1,276 milhao) (Figura 2).
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Figura 2 - NUmero de novos casos de cancer em 2018, ambos 0s sexos, todas as
idades (mundialmente)

PULMAO
2093 876 (11.6%)

[y

2088 849 (11.6%)

OUTROS

COLORRETAL

7 753 946 (42.9%)

1849 518 (10.2%)
PROSTATA
1276106 (7.1%)

ESTOMAGO

1033 701 (5.7%)

COLO DO UTERO
569 847 (3.2%)

ESOFAGO FiGADO

572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

TOTAL 18 078 957 CASOS

Fonte: Adaptado de (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018)

Esses numeros sdo decepcionantes e indicam que a terapia padrao nédo pode
controlar completamente o céncer; no entanto, algumas mudancas se tornaram
evidentes recentemente. A American Cancer Society relatou que, para 2018, a
mortalidade por céncer foi reduzida em 1,7%. Isso pode ser devido a reducgbes
constantes no tabagismo, avanc¢os no tratamento e no diagndéstico precoce. A reducao
nas taxas de mortalidade inclui os principais tipos de cancer, como pulméo, mama,
prostata e cancer colorretal (SCHIRRMACHER, 2019).

4.13 Tratamento

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia
e quimioterapia, sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos € erradicar 0
cancer, normalmente por meio da terapia combinada, na qual € associado mais que
um tipo de tratamento (ALMEIDA et al. 2005).
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Uma combinacao de dois ou varios medicamentos € frequentemente usada em
quimioterapia, pois cada medicamento inibe um alvo especifico e a combinacéo
poderia, portanto, maximizar o efeito de morte de células cancerosas, de forma aditiva
e sinérgica. A combinacdo de drogas tem como alvo varias vias celulares
simultaneamente, que ndo apenas aumenta o efeito citotoxico dos medicamentos
antitumorais, mas também diminui a ocorréncia de resisténcia a medicamentos,

proporcionando um resultado terapéutico ideal (O'CONNOR, 2009).

Os antineoplasicos podem ser classificados em diferentes classes de acordo
com seu mecanismo de acdo (Quadro 1). A maioria possui atuacdo inespecifica,
promovendo lesdo tanto nos tecidos normais quanto nas células tumorais. Os
guimioterapicos agem destruindo as células tumorais ou impedindo seu crescimento,
sendo que os farmacos atuam nas diferentes fases do ciclo celular (ALMEIDA et al.
2005; RANG, et al, 2016).

Os agentes farmacologicos projetados para induzir a morte de células tumorais
e suprimir o crescimento pertencem a diferentes classes com base no seu mecanismo
de acdo. Enquanto que 0s recentes avancos na terapéutica anticAncer se
concentraram no desenvolvimento de inibidores que exploram muta¢gdes oncogénicas
especificas que hiperativam as vias reguladoras do crescimento, 0s agentes mais
utilizados sé@o poucos seletivos para células neoplasicas e dependem de diferencas
triviais entre células benignas e células tumorais que envolvem taxas de proliferacéo,
replicacdo de DNA, instabilidade do genoma, estados redox, angiogénese e outras
caracteristicas para fornecer um indice terapéutico favoravel (GORDON; NELSON,
2012).

Existem inUmeros mecanismos hipotéticos e comprovados que contribuem
para a resisténcia a terapia antineoplasica que abrangem a dinamica celular, tumoral
e sua relacdo com o hospedeiro. E importante ressaltar que as pistas para o0s
principais mecanismos de resisténcia podem estar nas bem orquestradas e altamente
conservadas respostas celulares e sistémicas contra uma situacao de injdria ou stress
(GORDON; NELSON, 2012).



QUADRO 1 - Principais farmacos anticancer
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Tipo

Alquilantes e agentes
relacionados

Antimetabdlitos

Antibioticos citotéxicos

Derivados de plantas e
compostos semelhante

Horménios/antagonistas

Grupo

Mostardas
nitrogenadas

Nitrosureias
Composto de platina

Outros

Antagonista do folato

Via da pirimidina

Via da purina

Antraciclinas

Outros

Taxanos

Alcoloides da vinca

Campofecinas
Outros

Hormadnios/analogos

Antagonistas

Inibidores de
aromatase

Exemplos

Bendramustina, clorambucilo,
ciclofosfamida, estramustina,
ifosfamida, melfalano
Carmustina, lomustina

Carboplatina, cisplatina,
oxaliplatina

Busulfano, dacarbazina,
hidroxicarbamida,mitobronitolo,
treossulfano procarbazina, tiotepa,
temozolimide

Metotrexato, pemetrexed,
raltitrexed

Azacitidina, capecitabina,
citarabina,decitabina, fluorouracilo
gencitabina,

Cladibrina, clofarabrina,
fludarabina, mercaptopurina,
nelarabina, pentostatina,
tioguanina

(Amascrina), daunorubicina,
doxorubicina, epirubicina,
idarubicina, (mitoxantrina)

Bleomicina, dactinomicina,
mitomicina, trabectedina

Cabazitaxel, docetaxel, paclitaxel

Vinblastina, vincristina, vindesina,
vinflunina, vinorelbina (eribulin)

Irinotecano, topotecano
Etoposida

Buserelina, dietilestilbestrol,
etinilestradiol, goserelina,
histrelina, lanreotida,
leuporrelina,medroxiprogesterona,
megesterol, noristerona,
triptorrelina, octreotida, pasreotida
Bicalutamida, ciproterona,
degarelix, flutamida, fulvestranto,
mitotano, tamoxifeno, toremifina
Anastrozole, exemestano, letrozol

Mecanismo
principal

Ligacao
cruzada entre
cadeias de
DNA
impedindo sua
replicacéo

Bloqueio da
sintese de
DNA e/ou RNA

Varios efeitos
na sintese do
DNA/RNA e
acdo da
topoisomerase

Arranjo dos
microtubulos;
impede a
formacéo do
fuso mitético
Inibicéo da
topoisomerase

Atuam como
agonistas
fisioldgicos,
antagonistas
ou inibidores
da sintese de
hormonios
para perturbar
0 crescimento
tumoral
horménio
dependente
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Inibidores da proteina Inibidores da tirosina | Axitinibe, crizotinibe, dasatinibe, A inibicdo de
guinase quinase ou de outras | erlotinibe, gefitinibe, imatinibe, guinases
quinases lapatinibe, nilotinibe, pazopanibe, | envolvidas na
ruxolitinibe, sunitinibe, transducéo de
vandetanibe, vemurafenibe sinal do
Inibidores da Pan Everolimus, sorafenib, receptor do
quinase temsirolimus fator de
crescimento
Anticorpos monoclonais | Anti-EGF, EGF-2 Panitumumabe, trastuzumabe Bloqueia a
proliferacéo
celular
Anti-CD20/ Brentixumabe, ofatumabe, Inibicdo da
CD30/CD50 rituximabe proliferacédo
linfocitaria
Anti-CD3/EpCAM ou | Catumaxomabe Liga-se a
CTLA-4 moléculas de
adesdao para
promover
morte celular
Anti-VEGF Bevacizumabe Impede
angiogénese
Vérios Antagonistas do Inibe
receptor X retinoide | Bexaroteno proliferacéo e
diferenciagéo
celular
Inibidor do Bortezemibe Ativacdo da
proteassoma morte celular
programada
Enzima Cristantaspase Esgota
asparagina
Citotoxicos Porfimero, temoporfina Acumulam-se
fotoativadores nas células e

provocam sua

morte quando

ativados pela
luz

Fonte: adaptado de (RANG et al., 2016)

4.14 Quimiorresisténcia

O sucesso da maioria dos quimioterapicos depende da capacidade do farmaco
de diminuir o tamanho do tumor ou o0 de minimizar sinais e sintomas por um periodo
de tempo. Essa medida de sucesso € intuitiva e muitos farmacos avaliados por esses
critérios sdo usados em protocolos de tratamentos eficazes. Porém, é evidente que,
em alguns casos, a eliminacdo da maior parte das células tumorais pode selecionar

efetivamente células resistentes (HASAN et al., 2018).
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As células tumorais induzidas a uma exposicdo prolongada por um udnico
medicamento quimioterapico poderiam exibir resisténcia ndo apenas aquele farmaco,
mas também a outros farmacos aos quais elas nunca foram expostas e nao
compartilhavam um alvo comum (ZHANG et al., 2014). Esse fenbmeno recebeu o
nome de resisténcia a multiplas drogas (MDR) por abranger um amplo espectro de
agentes citotoxicos descritos na década de 1960 (Kessel et al., 1965 apud FUKUDA,;
SCHUETZ, 2012).

4.2 Resisténcia a multiplas drogas (MDR)

O desenvolvimento da MDR € um processo complicado e multifatorial. Durante
as ultimas décadas, diversos mecanismos foram envolvidos no desenvolvimento de
MDR tanto quanto de forma intrinseca (no inicio da quimioterapia) ou adquirida
(contraida depois o periodo de tratamento) (LU; SHERVINGTON, 2008).

Os principais mecanismos incluem: superexpressao de transportadores MDR;
defeitos no processo de apoptose; inducéo de autofagia; alteracdo no metabolismo de
drogas; modificacdo dos alvos de drogas e reparo de DNA; interrup¢céo do processo

de oxidacao e reducéo celular (AN et al., 2017).

Segundo Huber, Maruiama e Almeida (2010) um estudo com linhagens
celulares que possuiam fendtipo de resisténcia a multiplas drogas apresentou que
havia uma baixa concentracdo intracelular do farmaco. Este fato esta relacionado a

amplificac@o génica e ao aumento da expressao de algumas proteinas.

Exemplos destas proteinas séo os transportadores MDR, membros da familia
ABC que possuem grande importancia clinica; portanto, sdo amplamente estudados
e seu aumento de expressdo é uma das causas mais importantes de

guimiorresisténcia (AN et al., 2017).
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4.3 Familia de Transportadores ABC

O nome ABC foi primeiramente introduzido por Chris Higgins. Estes
transportadores sdo proteinas transmembranares que apresentam dominios de
ligacao a ATP (“cassete”), que ddo o nome a familia: ABC, sigla do inglés ATP-Binding

Cassette, ou transportadores cassetes de ligacdo ao ATP (HIGGINS, 2007).

Os transportadores ABC constituem uma grande familia que bombeiam
aminoacidos, peptideos, proteinas, ions metalicos, varios lipideos, sais biliares e
muitos compostos hidrofébicos, incluindo farmacos, para fora das células contra um
gradiente de concentracdo (ALBERTS et al., 2017).

A familia ABC inclui exportadores e importadores. Os importadores, que
normalmente utilizam a ajuda de proteinas ligadoras (do inglés “substrate-binding
protein”) periplasmicas para fornecer substratos ao nucleo do transportador, séo
considerados restritos a procariontes, ja 0os exportadores sdo comuns a todos 0s
reinos (THEODOULOU; KERR, 2015).

Os Transportadores ABC possuem quatro dominios principais (Figura 3). Dois
dominios citoplasmaticos NBDs (nucleotide binding domains), sitio de ligacdo de
nucleotideos que ligam e hidrolisam o ATP, e dois dominios transmembranares TMDs
(transmembrane domains), constituido por multiplas a-hélices que juntas formam o
local especifico de ligacdo do substrato e o caminho através do qual o substrato
transportado atravessa a bicamada lipidica (HIGGINS; LINTON, 2004).

Ambos os NBDs séo essenciais para o funcionamento adequado da proteina e
a sua atividade é totalmente dependente da presenca de ATP. Os dominios de ligagéo
ao ATP atuam como ATPase, que converte o ATP em ADP para fornecer a energia
necessaria para bombear substratos através das membranas, frequentemente contra

gradientes de concentragcéo (ZHOU, 2008).
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Figura 3 — Estrutura de transportadores ABC
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Fonte: adaptado de (LOCHER, 2016) Qualquer dado transportador ABC é um importador ou um
exportador. Estruturalmente, todos os transportadores ABC tém dois dominios transmembranares

(TMD) e dois dominios de ligacao de nucleotideos (NBDs).

Proteinas ABC caracterizam-se por 5 pequenas sequéncias de motivos
proteicos (Figura 4). O motivo Walker A, um residuo de glutamina altamente
conservado localizado na regido Q-loop; um motivo de assinatura, este considerado
distintivo de ATPases ABC; o motivo Walker B e um residuo de histidina altamente

conservado dentro do circuito H-loop ou regido Switch (DASSA, 2011).
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Figura 4 — Regides conservadas de motivos proteicos em proteinas ABC
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Fonte: adaptado de (DASSA, 2011) A) Representagdo linear dos trés principais motivos
caracteristicos encontrados em todas as ABC ATPases. (B) Localizacdo de uma sequéncia motivo na
estrutura de um mondmero de proteina ABC. Os poligonos grandes representam 0s motivos proteicos
Walker A e Walker B, que formam a dobra de liga¢do nucleotidica da proteina RecA-like, e 0 motivo de

z

assinatura, que é exclusivo das proteinas ABC e também interage com o ATP. Outros motivos
caracteristicos, incluindo o Q-loop e o H-loop (também chamado de regido de switch), contém apenas
um residuo altamente conservado e sao representados por triangulos.

Muitas ATPases que usam a energia de ligagdo de nucleotideos e hidrolise
para trabalho mecanico tém um dominio estrutural comum visto pela primeira vez em
Rec-A, uma proteina de E. coli envolvida em recombinacdo de DNA. Um grande
namero destas enzimas move macromoléculas para uma camara proteolitica para

degradacgdo ou se move ao longo de macromoléculas (YE et al., 2004).

A regido de Q-loop é importante pois esta em posicéo de unir os sitios de ligacao, no
interior dos TMDs (Figura 3), aos sitios de ligacdo de ATP dos NBDs. Ela também liga
os dois subdominios do NBD e, portanto, os dois conjuntos de sitios de ligacdo de
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ATP, oferecendo uma explicacdo molecular para a alosteria observada entre 0s sitios
cataliticos de ATP (LINTON, 2007).

A translocacdo de subtratos mediada por transportadores ABC pode ser
exemplificada por mecanismos cinéticos simples. Geralmente, a ligacdo ao substrato
inicia o ciclo de transporte e a ligacdo ao ATP induz a dimerizacdo do NBD e a
configuracdo de um “sanduiche” com o ATP. (Figura 5). Embora as mudancas nas
estruturas transportadoras em diferentes estagios nao estejam totalmente elucidadas,
0s substratos parecem estar ligados no local de alta afinidade dentro dos TMDs. As
alteracdes na conformacéo por ligacao seguida de hidrolise do ATP ou por movimento
do préton via gradiente eletroquimico convertem o local de alta afinidade em local de
baixa afinidade na membrana e o lado alternativo da membrana é liberado. Essas
alteracbes conformacionais podem ser transmitidas entre dominios de
transportadores ABC. Os substratos cruzam a bicamada dentro do nucleo do
transportador, assim sendo protegido da fase lipidica que os cercam. A hidrolise da
segunda molécula de ATP e a liberacdo de soluto separam os NBDs e restauram o
estado conformacional estavel para a ligacdo de outro soluto (ALBERTS et al., 2017,

HEE CHOI; YU, 2014).
Extracellular space
Bicamada -
| lipidica
citopla&ifla
ADP Pi
»

Fonte: adaptado de (WU et al., 2019) O modelo demonstra a ligagdo do substrato (circulo azul de

Figura 5- Transporte de substrato

12 pontos) aos TMDs (azul e verde) em seguida altera¢cdes estruturais nos NBDs (vermelho e amarelo).
A hidrolise de ATP seguida de formacao de dimeros fechados de NBDs provoca grande mudanca
conformacional nos TMDS, que inicia translocagéo do substrato. Apds a hidrolise de ATP libera-se ADP

e Pi, e a perda de estabilidade do dimero restaura sua configuragao inicial para outro novo ciclo.
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A classificacéo de proteinas ABC tem sido objeto de muitos estudos, com foco
nos transportadores de eucariotos ou de vertebrados, devido a importancia médica
desses sistemas. Existem 48 transportadores ABC em humanos (Quadro 2) que
podem ser subdivididos por andlise filogenética em sete subfamilias distintas, de A a
G (DEAN; HAMON; CHIMINI, 2002).

QUADRO 2- Lista de genes de transportadores ABC humanos, localizacéo
cromossoOmica e fungao.

Simbolo Outro nome Localizacao Funcéo

ABCA1 ABC1 9g31.1 Efluxo de colesterol para HDL

ABCA2 ABC2 9934.3 Resisténcia a drogas

ABCA3 ABC3, ABCC 16p13.3 Secrecéo de surfactante

ABCA4 ABCR 1p21.3 Efluxo de n-retinilideno
fosfatidiletanolamina

ABCAS5 17924.3

ABCAG6 17924.3

ABCA7 19p13.3

ABCAS8 17924.3

ABCA9 17924.3

ABCA10 17924.3

ABCA12 2934

ABCA13 7p12.3

ABCB1 PGY1, MDR 7921.12 Resisténcia a multiplas drogas

ABCB2 TAP1 6p21.3 Transporte de peptideo

ABCB3 TAP2 6p21.3 Transporte de peptideo

ABCB4 PGY3 7921.12 Transporte fosfatidilcolinas

ABCB5 7p21.1

ABCB6 MTABC3 2035 Transporte de ferro

ABCB7 ABC7 Xq21-g22 Transporte de centros de
ferroenxofre

ABCBS8 MABC1 7036.1

ABCB9 12g24.31

ABCB10 MTABC2 1942.13

ABCB11 SPGP 2024.3 Transporte de Acido biliar

ABCC1 MRP1 16p13.12 Resisténcia a drogas



ABCC2
ABCC3
ABCC4
ABCCS5
ABCC6

ABCC7
ABCCS8
ABCC9
ABCC10
ABCCl11
ABCC12
ABCD1

ABCD2
ABCD3

ABCD4

ABCE1l
ABCF1
ABCF2
ABCF3
ABCG1
ABCG2

ABCG4
ABCG5
ABCG8

MRP2
MRP3
MRP4
MRP5
MRP6

CFTR
SUR

SUR2
MRP7

ALD

ALDL1, ALDR
PXMP1, PMP70

PMP69, P70R

OABP, RNS4|
ABC50

ABCS8, White
ABCP, MXR,
BCRP
White2
White3

10q24.2
17g21.33
13¢32.1
3g27.1
16p3.12

7931.31
11p15.1
12p12.1
6p21.1
16q12.1
16q12.1
X(28

12q11
1p22.1

14924.3

4¢31.31
6p21.1
7936.1
3927.1
21022.3
4922

11923
2p21
2p21

Efluxo de anion orgéanico
Resisténcia a drogas
Transporte de nucleosideo

Transporte de nucleosideo

Canal ibnico de CI
Receptores Sulfonilureia

regulagéo de canal K'(ATP)

Regulacgédo do transporte acidos graxos de
cadeia muito longa (VLCFA)

Proteina ligadora de oligoadenilato

Transporte de colesterol

Efluxo de toxina, resisténcia a
drogas

Transporte de esterol

Transporte de esterol

Fonte: adaptado de (DEAN; HAMON;CHIMINI, 2002).
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A MDR é caracterizada pelo aumento na regulacao de transportadores ABC de

membrana, entre 0s quais 0s mais amplamente investigados sédo glicoproteina P
ABCB1 (MDR1), proteina de resisténcia a multiplas drogas ABCC1 (MRP1) e a
proteina de resisténcia ao cancer de mama ABCG2 (BRCP) (SHAROM, 2008).
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4.31 Glicoproteina P

A glicoproteina P (P-gp) foi a primeira proteina transportadora de cassete de
ligacdo a ATP (ABC) a ser identificada e € classificada como o primeiro membro da
subfamilia B na superfamilia de transportadores ABC, de acordo com a Human
Genome Organization. Atualmente, a glicoproteina P (em humanos também
conhecida como ABCB1 / MDR1) € um dos membros mais amplamente estudados da

superfamilia ABC encontrados em plantas e animais (BARRAND, 2017).

A ABCBL1 foi identificada em 1976 por Juliano e Ling como uma glicoproteina
de membrana de 170 kDa superexpressa em linhagens celulares resistentes a
colchicina e foi referida como uma glicoproteina que reduz a permeabilidade do
farmaco (CHEN et al., 2016).

A P-gp é expressa nha membrana apical de muitos tipos de células secretoras,
como rim, figado, intestino, glandula adrenal e barreira hematoencefalica, onde a
funcdo normal envolve a excrecdo de medicamentos e seus metabdlitos (ZHOU,
2008).

Os modelos hidrofébicos ‘aspirador de pd' e ‘flipase’ (Figura 6 ) foram propostos
para descrever a translocacdo de medicamentos mediada por P-gp. No modelo
hidrofébico de 'aspirador de pé', a P-gp puxa seus substratos da bicamada lipidica e
os bombeia para fora da célula através da cavidade central. De acordo com o modelo
de flipase, a P-gp escaneia o folheto interno da bicamada lipidica e liga lipidios
especificos com drogas hidrofébicas antes de sua expulsdo, que é baseada na
inversdo dos fosfolipidios dos folhetos interno e externo da bicamada lipidica. O
modelo flipase e o modelo hidrofébico de 'aspirador' ndo sdo mutuamente exclusivos
(O'BRIEN et al., 2011).

Ambas as hipdteses podem ser apoiadas pelo fato de que a P-gp €
superexpressa na membrana plasmatica de barreiras, explicando seu mecanismo de
protecdo frente a célula. Um experimento em células de ovario de hamster chinés
provou que a P-gp constituiu cerca de 20% das proteinas totais da membrana

plasmatica intrinsecamente (EL-AWADY et al., 2017).
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Figura 6 - Modelo de transporte de substrato pela P-gp.
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antes de atingirem o citoplasma. (B) P-gp faz o efluxo de moléculas do citoplasma.

A P-gp reconhece e transporta uma variedade de compostos hidrofébicos
neutros ou carregados positivamente prevenindo o acumulo intracelular destes. Estes
compostos ndo possuem relacao estrutural e farmacolégica entre si, incluindo agentes
antineoplasicos, imunossupressores, hormoénios esteroidais, bloqueadores do canal
de célcio, beta-bloqueadores e glicosideos cardiacos, os quais sdo chamados
substratos da P-gp (Anexo A) (AZEREDO; UCHOA; COSTA, 2009).

A superexpressdo do ABCBL1 nas células cancerigenas resulta em resisténcia
a drogas de diferentes classes, como alcaloides da vinca, taxanos, antraciclinas,
epipodofilotoxinas. Um estudo usando Paclitaxel em células de camundongos
knockout para ABCB1, mostrou acumulo do medicamento no trato gastrointestinal e
no cérebro. Isso mostra que o ABCB1 é responsavel pela eliminacdo do paclitaxel na
bile e por impedir que ele atravesse a barreira hematoencefélica (KIRTANE et al.,
2013).
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4.311 Polimorfismos no Gene que codifica a glicoproteina P

A variedade de expressao ou funcédo de P-gp altera o alcance da absorcéo,
distribuicdo nos tecidos e excrecao de drogas, por isso € possivel formular a hipétese
de que a variabilidade genética deste transportador poderia influenciar a
biodisponibilidade dos farmacos, bem como a eficacia do tratamento (MARZOLINI et
al., 2004).

Zimprich et al. (2004) genotiparam um haplotipo ABCB1 definido por trés
polimorfismos de nucleotideo Unico nos exons 12 (1236C-T), 21 (2677G-T) e 26
(3435C-T) em 210 pacientes com epilepsia do lobo temporal, que foram estratificados
de acordo com seu grau de resisténcia aos medicamentos e separou 0 grupo controle
com 228 pessoas. Havia mais portadores homozigotos do haplétipo CGC em
pacientes com maior resisténcia a diferentes farmacos, sugerindo que o grau de

farmacorresisténcia pode ser modulado pelo gene ABCBL1.

Nos ultimos anos, mais de 20 polimorfismos de nucleotideos Unicos foram
identificados no gene MDR1. Jamroziak et al. (2006) relataram que a atividade de
ABCB1 em Leucemia linfocitica cronica de células B era dependente do gendtipo
ABCC1, com a maior atividade de ABCB1 em homozigotos 3435CC. Esses achados
sugerem que o polimorfismo de nucleotideo Unico ABCB1 C3435T em células
tumorais pode ter implicacdes para a resposta a farmacos antineoplasicos que séo

substratos para o transportador ABCBL1.

Yamauchi et al. (2002) avaliaram seis pacientes com eventos neurotoxicos e
11 pacientes sem eventos neurotdxicos e descobriram que o polimorfismo na posicao
2677 no gene MDR-1 € um dos preditores positivos para a neurotoxicidade induzida

pelo tacrolimus.

Alguns dos polimorfismos relatados (Figura 7) resultam em alteracbes de
aminoacidos cujos codons estdo localizados nos éxons 2, 5, 11, 21 e 24.
Curiosamente, trés desses exons codificam aminoacidos localizados nos dominios
transmembranares (5, 21 e 24), um no primeiro dominio intracelular da P-gp (exon 2)
e outro muito préximo ao local de ligagdo do ATP (AMBUDKAR et al., 2003).



31

Figura 7 - Modelo 2D da glicoproteina P
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Fonte: (AMBUDKAR et al., 2003). Representacéo esquematica que mostra a distribuicdo dos SNPs
MDR1, que afetam a sequéncia codificante, no modelo estrutural 2D da P-gp. No final da imagem, sé@o
mostrados os 28 éxons do gene MDR1,; a regido da proteina codificada por esses éxons também é

mostrada e destacada na mesma cor na estrutura P-gp

Apesar da influéncia de SNPs no gene MDR1 em algumas pesquisas ter tido
resultados contraditorios, a identificacdo dos diferentes gendtipos em pacientes pode
possibilitar uma terapia otimizada para os farmacos que sdo substratos da P-gp. Essa

identificagdo pode ser feita por PCR em um Gnico passo, sendo essa uma técnica
considerada simples e eficaz para este objetivo (AZEREDO; UCHOA; COSTA, 2009).
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4.32 MRP1

Por um periodo ap0s sua descoberta, acreditava-se que a P-gp era a causa
exclusiva do MDR. Durante o final dos anos 80, surgiram evidéncias crescentes de
um fendtipo de MDR na auséncia da P-gp, foram identificadas células MDR que néo
apresentavam deteccao da glicoproteina-P. Em vez disso, a resisténcia foi fortemente
correlacionada com outra proteina da mesma superfamilia, conhecida como
MRP1/ABCC1 (LU; POKHAREL; BEBAWY, 2015).

O grupo C da subfamilia C é composto por nove proteinas, frequentemente
denominadas MRPs (proteinas de resisténcia a multiplas drogas) ou proteinas ABCC.
O MRP1 foi identificado pela primeira vez em uma linhagem celular altamente
resistente a um medicamento citotdxico (doxorrubicina) e andlises subsequentes
mostraram que conferia MDR contra uma variedade de medicamentos antitumorais
incluindo alcaloides vinca, antraciclinas, epipodofilotoxinas, mitoxantrona e
metotrexato (SCHINKEL; JONKER, 2012).

Possuindo cerca de 190 kDa, o MRP1 é altamente expresso em muitas
linhagens celulares resistentes a medicamentos e, até o0 momento, € a Unica proteina
transportadora relacionada ao MDR para a qual um conjunto consideravel de
evidéncias indica a sua contribuicdo ao fracasso da quimioterapia em alguns tumores
malignos (COLE; DEELEY, 2006).

O MRP1 também transporta diversos substratos fisiolégicos, como folatos,
glutationa reduzida (GSH) e dissulfeto de GSH (GSSG), esteroides conjugados de
sulfato-, GSH- e glucuronideo- também transporta leucotrienos e prostaglandinas.
Essas atividades do MRP1 s&o importantes no processo celular normal, como no
efluxo de intermediarios enddgenos e na prote¢cdo contra danos toxicos. A
superexpressao do MRP1 em células cancerigenas, no entanto, permite a eliminacao
de uma ampla gama de agentes terapéuticos. Além disso, por sua capacidade de
exportar GSH e seus derivados, o0 MRP1 tem o potencial de influenciar o equilibrio
celular GSH-GSSG e, portanto, desempenham um papel na resposta celular ao
estresse oxidativo induzido por drogas associadas a diferentes estados de doenca
(MUNOZ et al., 2007).
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No cancer de préstata, os niveis de MRP1 tendem a aumentar com o estagio
da doenca e grau de invasdao. Além disso, a superexpressdo de MRP1 confere
quimiorresisténcia em linhagens celulares de cancer de préstata expostas ao agente
intercalante de DNA, doxorrubicina. Outros estudos in vitro demonstraram a
capacidade das células que superexpressam MRP1 em expulsar compostos
terapéuticos antiandrogénicos, sugerindo que o MRP1 pode ser um fator importante
na falha da terapia antiandrogénica (MUNOZ et al., 2007).

Ha evidéncias crescentes de que o MRP1 é um gene alvo do MYCN envolvido
no fenétipo MDR de tumores neuroblastoma. MYCN é membro da familia MYC de
proto-oncogenes e, como 0s outros membros, € um regulador transcricional bem
caracterizado tendo papéis no crescimento, proliferacdo e diferenciacao celular. A
amplificacdo do MYCN ocorre em aproximadamente 25% dos neuroblastomas
primarios e esta associada a rapida progressédo do tumor, estagio clinico avancado e
resultados ruins (YU et al., 2015).

A ligacdo entre MYCN e sua regulacao transcricional da expressao de ABCC1
estd bem estabelecida. Foi demonstrado que MYCN regula diretamente a atividade
de ABCC1 ligando-se a elementos do box-E dentro do promotor ABCC1, reduzindo
imediatamente a resposta do local de inicio da transcricdo. Assim, no neuroblastoma
de alto risco, a amplificacdo do MYCN leva ao aumento da expressdo de ABCC1
(Figura 8), que por sua vez é capaz de conferir um fenétipo de resisténcia a maltiplas
drogas (YU et al., 2015)
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Figura 8 — Regulacdo de MRP1 por MycN e seu papel na resisténcia a medicamentos
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Fonte: Adaptado de (MUNOZ et al., 2007). Diagrama simplificado que indica a difusdo e
efluxo de farmacos em células de neuroblastoma. Uma maior ligagdo do dimero MycN/Max aos
elementos de resposta MycN (E-boxes) localizados no promotor do gene MRP1 ativa a transcri¢ao,
resultando em aumento dos niveis de proteina MRP1, consequentemente aumento do transporte de

solutos e resisténcia a diferentes medicamentos

O carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP) é responsavel por
mais de 75% dos casos de cancer de pulméao e é tipicamente uma doenca agressiva
quimiorresistente. Verificou-se que o MRP1 era frequentemente superexpresso em
uma grande proporcdo de tumores antes da exposi¢cdo ao tratamento. Além disso, a
expressdo de MRP1 foi considerada um indicador altamente significativo de fraca

resposta a quimioterapia e baixa sobrevida global (HU et al., 2018).



35

A reativacao da infeccao latente por citomegalovirus humano (HCMV) é uma
das principais complicacbes em pessoas que receberam transplantes de 6Orgéos
sélidos (rim, coracao, figado, pulméo e pancreas) e esta associada a alta mortalidade.
In vivo, as células mielbides e seus progenitores sdo um importante local de laténcia
do HCMV, cujo estabelecimento e ou manutencao requerem a expressao do transcrito
viral UL138. Weekes et al. (2013) usaram isétopos estaveis como marcadores de
aminoacidos na espectrometria de massa baseada em cultura de células para
identificar uma perda dramética de MRP1 mediada por UL138 na superficie celular e
a reducao do substrato exportado por esse transportador. A perda de MRP1 associada
a laténcia e o acumulo da droga citotoxica vincristina, um substrato de MRP1,
eliminaram o virus dos progenitores CD14* (158120) e CD34* (142230) naturalmente
latentes, todos esses sendo locais de laténcia in vivo. Nesse estudo concluiram que a
perda de MRP1 mediada por UL138 fornece um marcador para detectar infecgéo
latente por HCMV e um alvo terapéutico para eliminar células latentes infectadas antes

do transplante.

4.33 BCRP

A proteina de resisténcia ao cancer de mama humano (BCRP) é o segundo
membro da subfamilia G da superfamilia transportadores dependentes de ATP (ABC)
e, portanto, também designada como ABCG2. O gene que codifica a proteina esta
localizado no cromossomo humano no locus 4g22.1 e consiste em aproximadamente

141 kb de sequéncia gendbmica com 16 éxons e 15 introns (CHEN et al., 2019)

O transportador ABCG2 (BCRP) é expresso em diversos tecidos em seres
humanos incluindo placenta, figado, rins, intestino e cérebro. Um estudo desenvolveu
um ensaio imuno-histoquimico para determinar a expressao e localizacao da proteina
em tecidos normais. Seus resultados demonstraram que a positividade do ABCG2 foi
consistentemente encontrada em pneumdcitos alveolares, glandulas sebéaceas,
epitélio de transicdo da bexiga, células intersticiais dos testiculos, epitélio prostatico,
células endocervicais do utero, epitélio escamoso do colo do Utero, células do epitélio
e mucosa intestinal, células acinares do pancreas, zona reticulada da glandula

adrenal, ducto coletor cortical do tubulos renais e hepatdcitos. Os sinciciotrofoblastos
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placentarios mostraram coloracdo positiva tanto na area citoplasmatica quanto na
membrana (Figura 9) (FETSCH et al., 2006).

Figura 9 — Resultado de imuno-histoquimica utilizando anticorpo policlonal anti-
ABCG2 em diferentes tecidos

Fonte: (FETSCH et al., 2006). (A) placenta; (B) pulmé&o; (C) glandulas sebaceas; (D) tecido
cerebral com forte coloracdo citoplasmatica e membranar das células endoteliais nos vasos
sanguineos; (E) células pancreéticas; (F) células de Sertolli e Leydig; (G) células renais; (H) glandula
adrenal; (1) hepatdcitos.

A ABCG2 (BCRP) é uma proteina de 72kDa composta por 665 aminoacidos e
sua estrutura também segue o modelo de transportadores de sua familia citado
anteriormente com dois dominios principais: um dominio citoplasmatico de ligacédo a
nucleotideos (NBD) e um dominio hidrofébico que atravessa a membrana, nesse caso
completando seis dominios transmembranares (TMD). Diferente de outros
transportadores, como a glicoproteina P, o BCRP é considerado um "meio
transportador”. Normalmente, dois "meios transportadores” do BCRP formam um
homodimero para desempenhar sua fungéo de transporte (Figura 10) (DOYLE; ROSS,

2003).
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Figura 10 - Estrutura fisica do BCRP (ABCG2) comparada aos membros da familia
ABCB e ABCC

Outside [ ] ABCB
membranetransporters
Pgp
COOH
NBD1 —
Outside ABCG transporters

Inside BCRP

NBD1
Fonte : (DOYLE; ROSS, 2003)

Doyle e colaboradores (1998), cunharam o termo Proteina de Resisténcia ao
Cancer de Mama, quando observaram numa sublinhagem celular de carcinoma de
mama, MCF-7, resistente a mdultiplos farmacos uma reducdo no acumulo de
antraciclinas. As células eram resistentes a mitoxantrona, daunorubicina e

doxorubicina.

Durante a gestacdo e lactacdo a BCRP €& um transportador bastante
importante, uma vez que é expresso na placenta e nas glandulas mamarias, onde
desenvolve, respectivamente, um papel de protecdo contra xenobibticos e de nutri¢ao,
por secretar no leite vitamina B2, e nutrientes essenciais para a crianca (VAN
HERWAARDEN, 2007).

Um estudo demonstrou que tanto o ABCB1 como o ABCG2 podem limitar a
biodisponibilidade oral de substratos comuns. Apos a administragdo oral do inibidor
B-RAF mutante vemurafenib, o nivel plasmatico AUC (concentracdo de um metabalito
ou de um farmaco em fung&o do tempo) sob os valores da curva foi de 1,6 vezes maior
em camundongos com deficiéncia de ABCB1A e 2,3 vezes maior em camundongos
com deficiéncia de ABCG2, porém foi 6,6 vezes maior em camundongos com

deficiéncia em ambos transportadores em comparacdo com controles do tipo
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selvagem, indicando um papel marcante desses transportadores na limitacdo da
disponibilidade oral de Vemurafenib (DURMUS et al., 2012).

Figura 11 - Concentracdo plasmatica de Vermurafenib versus tempo
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Fonte: (DURMUS et al., 2012)

Varios estudos clinicos demonstraram a expressdo do BCRP e um possivel
papel do transportador na resisténcia a medicamentos no tratamento da leucemia.
Além disso, varios estudos documentaram que o BCRP é altamente enriquecido em
uma populacdo de células-tronco primitivas, a chamada populacéo lateral “side
population” (SP), da medula 6ssea humana e outros 6rgaos, e pode fornecer protecéo

xenobidtica para as células-tronco (NI et al., 2010).

Mais recentemente, a BCRP é também chamada de MXR (Fator de
Resisténcia a Mitoxantrona), sendo um transportador de importancia clinica. O
Consorcio Internacional de Transportadores elegeu a BCRP como um dos sete
transportadores mais importantes, porque influencia em parametros de absorcao
e disposicdo de farmacos, tem papel relevante em interacbes medicamentosas e
as variacGes polimorficas de seu gene sdo clinicamente significativas para a

eficacia e a seguranca no uso de farmacos (MARTINS, 2011).
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4.6 Tratamento com inibidores

Alguns inibidores dos principais genes ABC que contribuem para a MDR estéo
sendo desenvolvidos e extensas experiéncias e pesquisas clinicas foram realizadas
para tentar bloquear o desenvolvimento de resisténcia antineopléasica (DEAN;
HAMON; CHIMINI, 2002).

Uma variedade de fa&rmacos e alimentos possuem acao inibitéria da P-gp
(Anexo A), dentre os quais pode-se ressaltar alguns alimentos de consumo geral,
como o cha verde, a tangerina e os suco de laranja, além de farmacos como
verapamil, a ciclosporina e a quinidina. Outro grupo de compostos com acéao inibitéria
sao os surfactantes e os excipientes farmacéuticos como o polissorbato 80 e o D alfa
succinato tocoferil polietileno glicol 1000 (TPGS). A acgéo inibitéria pode ser por
competicdo com os sitios de ligacdo de farmacos (inibidores competitivos) ou por
blogueio do processo de hidrélise do ATP (inibidores ndo-competitivos) (AZEREDO;
UCHOA; COSTA, 2009).

A busca por pequenas moléculas que interagem seletivamente e potentemente
com MRP1 mostra-se muito mais dificil do que a P-gp. Isso pode ser devido a
preferéncia por substrato de compostos aniénicos que ndo entram nas células com
eficiéncia. Como resultado, podem ser requeridas dosagens mais altas para atingir as
concentracdes intracelulares necessarias para a inibicdo, o que por sua vez resultaria
em toxicidade inaceitavel in vivo (LU; POKHAREL; BEBAWY, 2015).

Em alguns tipos de cancer, como leucemia e em sarcoma de células claras, 0s
transportadores ABC podem ser co-expressos, levando a exigéncia de inibicdo de
varios transportadores simultaneamente. Alguns estudos reiteraram a necessidade de
inibir clinicamente a MRP1 e a P-gp para o sucesso do tratamento. Porém nem sempre
o resultado é eficaz ja que a inibicdo de transportadores ABC adicionais em barreiras
farmacoldgicas, aumenta a biodisponibilidade de medicamentos quimioterapéuticos
para tecidos normais, levando ao aumento da toxicidade e dos efeitos adversos (LU;
POKHAREL; BEBAWY, 2015).
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Desde a descoberta do ABCG2, os pesquisadores vém investigando métodos
para reverter ou contornar a resisténcia induzida pelo ABCG2. Uma possibilidade
atraente era inibir a atividade do ABCG2, interrompendo o efluxo de drogas. Essa
estratégia mostrou inicialmente promissora in vitro, onde inibidores potentes do
ABCG2, como a fumitremorgina C, foram capazes de restaurar a poténcia dos
substratos do ABCG2. No entanto, as tentativas de transpor essa estratégia para a

clinica ndo foram bem-sucedidas até o momento (WESTOVER; LI, 2015).

ALLEN et al. (2002) relatou o surgimento do primeiro problema: a toxicidade
dos inibidores de ABCG2 de primeira geracdo em modelos animais. A fumitremorgina
C, por exemplo, causa neurotoxicidade grave. Outros grupos relataram que inibidores
menos toxicos do ABCG2, como o tariquidar, podem nao resultar em aumentos
clinicamente benéficos no acumulo de drogas. Curiosamente, os resultados de
estudos usando inibidores da tirosina quinase que também inibem a atividade do
ABCG2 sao mais encorajadores.

Numerosos estudos demonstraram que os miRNAs podem modular a
resisténcia a medicamentos de quimioterapia através da regulacdo da expressao de
transportadores de membrana ABC. Recentemente, uma triagem funcional de alto
desempenho foi usada para identificar miRNAs adicionais relacionados a MDR. Um
mMiRNA encontrado por esse método é o miR-508-5p. A superexpressao do miR-5085p
foi suficiente para reverter a resisténcia das células cancerigenas gastricas a varios
quimioterapicos in vitro e sensibilizar tumores para quimioterapia in vivo. Um estudo
mais recente mostrou que as células cancerigenas gastricas com reposta aumentada
de miR-27b e miR-508-5p foram mais sensiveis a quimioterapia. 1sso porque os dois
miRNAs possuem um efeito sinérgico importante nessa linhagem de células géastricas

resistentes a multiplas drogas (AN et al., 2017).

Os miRNAs, devido as suas extensas funcdes reguladoras de genes, sdo
capazes de regular quase todos os mecanismos do MDR. Portanto, os miRNAs
podem ser biomarcadores ideais para prever a resposta quimioterapéutica, bem como

possiveis alvos para superar a quimiorresisténcia no futuro (AN et al., 2017).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os transportadores ABC constituem a maior das familias de transportadores
de membrana e sdo de grande importancia clinica. Atualmente esta bem estabelecido
que eles transportam uma enorme extensdo de substratos diversos, desde ions
simples, passando por moléculas organicas polares, anfipaticas e hidrofébicas,
peptideos, lipidios complexos e até pequenas proteinas (THEODOULOU; KERR,
2015).

O principal papel fisiologico destes transportadores de membrana é a protecao
as ceélulas normais e tecidos contra toxinas do meio ambiente, assim, também afetam
a disposicdo dos farmacos antitumorais no organismo humano e, consequentemente,
a eficacia e a toxicidade da terapia (MARTINS, 2011).

Uma das causas da falha da quimioterapia no tratamento do cancer € o
surgimento da MDR (resisténcia a mdultiplas drogas.) Quando a MDR aparece, a
guimioterapia ndo € eficaz, mesmo quando o uso de altas doses de farmacos é
suficiente para superar a resisténcia, efeitos toxicos sdo provocados e 0 mecanismo

de resisténcia pode ser estimulado ainda mais (CHOI, 2005).

Considerando que os fatores genéticos podem contribuir para a eficacia e a
seguranca de um medicamento, a farmacogenética vem sendo fomentada
recentemente com o propdésito de estudar as influéncias genéticas sobre as respostas
a medicamentos. Neste sentido, polimorfismos genéticos em enzimas
metabolizadoras, receptores ou transportadores como os da superfamilia ABC
contribuem para as variacbes nas respostas a medicamentos. Portanto as
atualizacbes de estudos nesta area visam otimizar o tratamento através da
personalizacao terapéutica, conforme as diferencas nas caracteristicas genéticas sao
descobertas (METZGER; SOUZA-COSTA; TANUS-SANTOS, 2006).
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ANEXOS

ANEXO A — Substratos e inibidores da P-gp

Substratos: Acetobutol, Actinomicina D, ?-Acetildigoxina, Amitriptilina, Amprenauvir,
Aparafant, Asimadolina, Atenolol, Atorvastatina, Azilopidina, Azidoprocainamida, Azitromicina,
Benzopirano, Betametasona, Bisantreno, Bromocriptina, Bunitrolol, Calceina, Camptotecina,
Carbamazepina, Carvedilol, Celiprolol, Cefarantina, Cerivastatina, Cloroquina, Clorpromazina,
Clorotiazida, Claritromicina, Colcichina, Corticosterona, Cortisol, Ciclosporina A,
Daunorubicina, Debrisoquina, Desoxicorticosterone, Dexametasona, Digitoxina, Digoxina,
Diltiazem, Dipiridamol, Docetaxel, Dolastatina 10, Domperidona, Doxorubicina, Eletriptano,
Emetina, Endosulfano, Eritromicina, Etoposideo,Fexofenadina, Grepafloxacino,
Hidroxirubicina, Imatinibe, Indinavir, lvermectina, Levofloxacino, Loperamida, Losartana,
Lovastatina, Metadona, Metotrexato, Metilprednisolona, Metoprolol, Mitoxantrona, Monensina,
Morfina, Nadolol, Nelfinavir, Nicardipina, Nifedipina, Nitrendipina, Norverapamil, Olanzapina,
Omeprazol, Valspodar, Paracetamol, Perfenazina, Prazosina, Prednisona, Pristinamicina IA,
Puromicina, Quetiapina, Quinidina, Quinina, Ranitidina, Reserpina, Rodamina 123,
Risperidona, Ritonavir, Roxitromicina, Saquinavir, Sirolimus, Sumatriptana, Tacrolimos,
Talinolol, Tamoxifeno, Taxol, Telitromicina, Terfenadina, Timolol, Toremifena,
Tributilmetilaménio, Trimetoprima, Valinomicina, Vecurbnio, Verapamil,
Vimblastina,Vincristina, Vindolina, Vinorelbina.

Inibidores: Amiodarona, Amitriptilina, Anlodipino, Astemizol, Atorvastatina, Aureobasidina A,
Azelastina, Barnidipina, Benidipina, Bepridil, Bergapteno, Bergaptol, Biocanina A, Biricodar,
Bromocriptina, Buspirona, Cafeina, Carvedilol, Celiprolol, Cefarantina, Cetoconazol,
Clorfirifos, Colesterol, Cimetidina, Claritromicina, Clofazimina, Clomipramina, Clotrimazol,
Colcichina, Cortisol, Cremofor EL, Ciclosporina, Citochalasina E, Daunorubicina,
Desetilamiodarona, Desipramina, Desloratadina, Desmetilazelastina, Dexametasona,
Dexniguldipina, Digoxina, Diidrocitochalasina B, Diltiazem, Dipiridamol, Doxepina,
Doxorrubicina, Efonidipina, Eletriptano, Emetina, Endosulfan, Epiabeodendroidina F,
Ergometrina, Ergotamina, Eritromicina, Estramustina, Etoposideo, Felodipina, Fentanila,
Fluconazol, Fluoxetina, Flufenazina, Fluvoxamina, Galopamil, Genisteina, Haloperidol,
Hidrocortisona, 1V-Hidroximidazolam, Indinavir, Itraconazol, Ivermectina, Lansoprazol,
Loperamida, Loratadina, Lovastatina, Manidipina, Metadona,Metoprolol, Mibefradil,
Miconazol, Midazolam, Morina, Morfina, Naringenina, Nefazodona, Nelfinavir, Nicardipina,
Nifedipina, Nilvadipina, Nisoldipina, Nitrendipina, Nobiletin, Norverapamil, Omeprazol,
Pafenolol, Pantoprazol, Pimozida, Piperina, Polissorbato 80. Pristinamicina, Progesterona,
Prometazina, Valspodar, Quercetina, Quinacrina, Quinidina, Quinina, Ranitidina, Rapamicina,
Reserpina, Ritonavir, Saquinavir, Silimarina, Sinvastatina, Sirolimos, Mepfenitoina, Sufentanil,
Talinolol, Tamoxifeno, Taxol, Terfenadina, Tetrandina, Trimetoxibenzoiliorimbina,
Troleandomicina, Valinomicina, Verapamil, Vimblastina, Vincristina.

Fonte: (AZEREDO; UCHOA; COSTA, 2009)




