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Resumo

O cancro da mama é uma patologia de alta incidéncia e mortalidade no sexo feminino
tanto em Portugal como no resto do mundo. Esta monografia vai centrar-se no estudo da
influéncia que os polimorfismos genéticos das enzimas metabolicas, dos transportadores
de efluxo e dos receptores de estrogénio, tém na resposta a terapia com o tamoxifeno
para o cancro da mama. Os estudos que analisaram o papel do gendtipo do citocromo
P450 2D6 (CYP2D6) na resposta a este farmaco sdo controversos, a maioria destes
defende que individuos metabolizadores lentos (PM) e intermeédios (IM) revelam piores
resultados do que os metabolizadores extensivos (EM), embora apenas num dos estudos
com maior impacto se tenha observado a mesma associagdo. O polimorfismo
CYP2C19*2 demonstrou ser benéfico na populacdo Holandesa, ja nas populagdes
Japonesa, Alemd e Polaca ndo influenciou a eficicia terapéutica. Noutro polimorfismo
do mesmo gene, o CYP2C19*17, foram observados resultados contraditdrios tanto
quanto ao seu valor preditivo como prognostico. No gene CYP3A4, o alelo T para o
polimorfismo CYP3A4*22 foi associado a maiores concentragdes de tamoxifeno e dos
seus metabolitos e o polimorfismo CYP3A4*1B foi associado a maior risco de
desenvolvimento de cancro do endométrio. Na analise do gene CYP3AS5, apenas um
estudo observou uma correlagéo, sendo esta inesperada, do alelo *3 (que codifica para
actividade nula da enzima) com melhores resultados terapéuticos. A mesma situagéo se
revelou para a sulfotransferase 1A1 (SULT1A1), em que o polimorfismo SULT1A1*2
(origina reduzida actividade catalitica da enzima) foi correlacionado com menor tempo
livre de doenga. Os polimorfismos ao nivel dos receptores de estrogenio demonstraram
ter um papel importante na modulagdo da resposta terapéutica com o tamoxifeno ao
nivel de efeitos secundarios e reaccdes adversas. Adicionalmente, o genotipo ESR1
(gene estrogen receptor-1) Pvull T/T em associagcdo com pelo menos um alelo wt (tipo
selvagem) UGT2B15 demonstraram originar pior resposta ao tratamento. Face as varias
limitacOes apresentadas nos estudos analisados, sdo necessarios estudos com maior
amostragem e maior controlo sobre variaveis que possam inviabilizar os estudos por

forma a abrir caminho para a medicina personalizada.

Palavras-chave: cancro de mama, farmacogenética, tamoxifeno, terapia hormonal



Abstract

Breast Cancer is a disease of high incidence and mortality in the female sex, both in
Portugal and in the rest of the world. This monograph will focus on the study of the
influence that genetic polymorphisms of metabolic enzymes, efflux transporters and
estrogen receptors, have on response to tamoxifen therapy for breast cancer. The studies
that analyzed the role of cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) genotype in response to this
drug are controversial, most of these argue that poor metabolizers (PM) and
intermediate (IM) have worse results than extensive metabolizers (EM), although in
only one of the studies with higher impact the same association was observed. The
CYP2C19*2 polymorphism was beneficial to the Dutch population, but in Japanese,
German and Polish populations it didnt affect the therapeutic efficacy. In another
polymorphism in the same gene, CYP2C19*17, contradictory results were observed
regarding its predictive and prognostic value. In the CYP3A4 gene, the T allele for the
CYP3A4*22 polymorphism was associated with higher concentration of tamoxifen and
its metabolites and CYP3A4*1B polymorphism was associated with increased risk of
developing endometrial cancer. In analyzing the CYP3A5 gene, only one study found a
correlation, which is unexpected, between *3 allele (encoding null enzyme activity) and
better therapeutic results. The same situation was observed for sulfotransferase 1A1
(SULT1AL) in which SULT1A1*2 (originates reduced catalytic activity of the enzyme)
polymorphism has been correlated with shorter disease-free period. The polymorphisms
at the estrogen receptors have demonstrated an important role in modulating the
response to tamoxifen treatment in terms of secondary effects and adverse reactions.
Additionally, the ESR1 (estrogen receptor-1 gene) Pvull T/T genotype in association
with at least one UGT2B15 wild type (wt) allele originated poorer response to
treatment. Given the various limitations presented in the analyzed studies, larger
population and greater control over variables are needed to reach a personalized

medicine.

Keywords: breast cancer, pharmacogenetics, tamoxifen, hormonal therapy
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1. Introducdo

1. Introducao

O cancro da mama é uma neoplasia maligna sendo um problema de satde publica com
alta incidéncia e mortalidade na mulher. Actualmente em Portugal ocorrem 4.500 novos
casos de cancro de mama por ano na populacdo  feminina
(http://www.ligacontracancro.pt/gca/?id=42#, consultado em 06/02/2014). De facto, 0
cancro da mama é a neoplasia mais comum no sexo feminino na maior parte do mundo,
contando com 23% de todos os cancros na mulher. O nimero de casos desta patologia
estd a aumentar em paises subdesenvolvidos face ao aumento da esperanca media de
vida e adopcao do estilo de vida préprio de paises desenvolvidos atraveés de novos
habitos alimentares, exposicdo a hormonas exdgenas, entre outros factores (Yip et al.,
2008).

A WHO (World Health Organization) considera a detec¢do precoce a principal
estratégia de controlo desta patologia por forma a aumentar a taxa de sobrevivéncia a
doenca. A melhor maneira de alcancar este objectivo é através de mamografias de
rastreio em paises de alto rendimento, podendo reduzir a mortalidade em 20% em
mulheres de todas as idades, e diagnostico precoce principalmente em paises de baixo e
médio rendimento onde as doencas sdo normalmente diagnosticadas em estados
avancgados, possibilitando assim iniciar a terapéutica num estado menos avancado da
doenca (http://www.who.int/cancer/detection/breastcancer/en/index3.html, consultado
em 04/02/2014).

Cerca de 70-75% dos cancros de mama sdo considerados positivos para receptores de
estrogénio (ER) - positivos e metade destes considerados positivos para receptores de
progesterona (PR) - positivos (Liu et al., 2010). O tamoxifeno é o farmaco mais
utilizado para o tratamento do cancro da mama considerado ER- positivo em todo o
mundo (M. J. Higgins & Stearns, 2011; Teft et al., 2013). No entanto 30 a 50% dos
pacientes com cancros ER- positivos ndo respondem a terapéutica com este farmaco
(Tehetal., 2012).
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Tradicionalmente, apenas factores clinicos e histopatoldgicos tém sido tidos em conta
para a escolha da terapéutica em pacientes com neoplasias. Variagfes na resposta a
farmacos e na sobrevivéncia em individuos com o mesmo esquema terapéutico levaram
a um aumento do namero de estudos sobre o papel da farmacogenética no tratamento do
cancro da mama, bem como de outros cancros. O termo farmacogenética refere-se ao
estudo da influéncia das variagGes genéticas dos individuos sobre a resposta a farmacos,
tanto a nivel de eficacia como de segurancga (Westbrook & Stearns, 2013).

O uso de perfis genomicos para melhor percepcéo do risco de recorréncia de tumores,
resisténcia e toxicidade a farmacos poderia ser muito Gtil para melhor adaptar a
terapéutica em individuos com cancro de mama. Possibilitando assim o uso de medicina

personalizada, sendo esta adaptada a cada paciente (Rofaiel, Muo, & Mousa, 2010).

A escolha deste tema deve-se a prevaléncia desta patologia nas mulheres do nosso pais e
do resto do mundo, aliado a farmacogenética cujos estudos me suscitam curiosidade e
interesse. Nesta monografia irei falar da terapia enddcrina, mais especificamente do
tamoxifeno pelo facto de este farmaco ser o mais utilizado para esta doenca e assim
contribuir para o seu conhecimento a nivel farmacogenético de modo a que 0 seu uso

terapéutico seja 0 mais correcto.
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2. Cancro da Mama

O carcinoma da mama é uma neoplasia maligna localizada no tecido epitelial mamario.
Por regra, as células cancerigenas distinguem-se das células de um tumor benigno pelo
menor grau de diferenciacdo, pela maior taxa de crescimento do tumor e pela
capacidade de invadir as células circundantes ou mesmo propagar para outros orgédos do
organismo (criando metastases). Esta doenga surge maioritariamente em mulheres,

embora possa também surgir em homens (Cotran, Kumar, & Robbins, 1994).

Nesta patologia, os individuos sdo divididos por estadios consoante a extensdo do tumor
primario, o estado dos ganglios linfaticos envolventes e a presenca ou ndo de metéstases
distantes, definidos pelo sistema TNM (tumor-node-metastases). Este sistema pode ser
utilizado antes da cirurgia ou terapia neoadjuvante (dada antes da cirurgia) avaliando o
estadiamento clinico, ou durante a cirurgia avaliando o estadiamento patoldgico, ou

mesmo entre o final da terapia neoadjuvante e a cirurgia (Edge et al., 2010).

Para melhor compreensdo das descri¢des dos diferentes tipos de cancro da mama é

possivel observar a constituicdo da mama saudavel na figura 1.

Figura 1: Imagem representativa da constituicéo
da mama saudavel. Retirada de

http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detail

Arscls edguide/breast-cancer-what-is-cancer, consultado
Hipple

wobutes = gy Colectng deca em 06/02/2014

7 e - Fatty cormective

LS
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O estadio 0 do cancro de mama segundo o sistema TNM inclui os carcinomas néo
invasivos: carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in situ e doenca de Paget desde

que esta ndo esteja associada a doenga invasiva (Edge et al., 2010).

O carcinoma ductal in situ (DCIS) caracteriza-se pela proliferacdo de células epiteliais
no interior de ductos e I6bulos mamarios sem aparentes sinais de invasdo do estroma
circundante, através da membrana basal. Este tipo de cancro é normalmente detectado
através de existéncia de microcalcificacdbes na mamografia, mas também pode
manifestar-se através de tumores palpaveis ou como doenca de Paget do mamilo
apresentando ou ndo massa e libertagdo patoldgica de liquido (DeVita, Hellman, &
Rosenberg, 1997).

O carcinoma lobular in situ (LCIS) € uma proliferacdo de células no interior de ductos e
I6bulos, delimitadas pela membrana basal, e que preenchem, distendem ou deformam
pelo menos 50% das unidades acinares de um Unico l6bulo. O diagnéstico desta
proliferacdo celular é sempre acidental uma vez que ndo forma massa nem calcificacbes
(Cotran et al., 1994). Apesar de ser chamado LCIS, esta condicdo ndo é mesmo um
cancro, € um marcador de risco acrescido de desenvolvimento de cancro do tipo

invasivo em ambas as mamas (Hammer, Fanning, & Crowe, 2008).

Os estadios | e Il incluem cancros invasivos de estadio precoce, o estadio Il inclui
cancros localmente avancados (maiores que 5cm) e o estadio 1V é representado pelos
cancros metastaticos (Maughan, Lutterbie, & Ham, 2010).

O carcinoma ductal invasivo (CDI) é o tipo de carcinoma mais abundante e representa
80% dos carcinomas com capacidade de infiltrar nos tecidos circundantes. Por ser de
natureza invasiva, tem a capacidade de metastizar através do sistema linfatico ou da
corrente sanguinea (http://www.pop.eu.com/portal/publico-geral/tipos-de-

cancro/cancro-da-mama/o-cancro-da-mama.html, consultado em 05/11/2013).
O carcinoma lobular invasivo (CLI) representa 5 a 10% dos carcinomas invasivos e é

tendencialmente bilateral e com varios focos de origem. Este tipo de carcinoma

metastiza-se com mais frequéncia para o LCR (liquido cefalorraquidiano), ovario, utero
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e medula 0ssea que os restantes subtipos de cancro de mama. Os tumores podem ser de

consisténcia dura ou difusa, o que dificulta a sua deteccdo (Cotran et al., 1994).

Existem ainda outros tipos de cancro de mama que sdo classificados pela sua

histopatologia e cujo estudo farmacogenético ultrapassa o objectivo proposto.

2.1 Factores de risco

O cancro de mama é causado por uma combinacdo de factores genéticos e ambientais,
na qual polimorfismos genéticos tém diferentes efeitos no desenvolvimento de cancro
consoante a exposicdo a factores ambientais (Song, Lee, & Kang, 2011). Este facto
explica-se por estudos de imigracdo de mulheres asiaticas que foram para os Estados
Unidos da América e cujos resultados obtidos foram o aumento progressivo de
incidéncia desta patologia nas sucessivas geragdes, aproximando-se da incidéncia da
mesma patologia em mulheres no pais de acolhimento (Song et al., 2011; Yip et al.,
2008).

Ha mais de um século atrés, surgiu a primeira evidéncia de que a fisiologia reprodutiva
estd intimamente ligada com o risco de desenvolvimento de cancro da mama, através da
observacdo de George Beatson de que certos cancros de mama em mulheres pré-
menopausicas regrediram em resposta a ooforectomia (remocdo cirdrgica dos ovarios).
Este fendmeno deve-se a exposicdo a estrogénios, um factor de risco importante no

desenvolvimento do cancro da mama (Folkerd & Dowsett, 2013).

Factores de risco como menarca precoce (aos 11 anos de idade ou antes), menopausa
tardia (aos 55 anos ou depois), ter o 1° filho ja em idade avangada (30 anos ou mais) e
nuliparidade estdo associados & exposi¢do a estrogénio enddgenos ao longo da vida
(Hulka & Stark, 1995).

Numa revisdo sistematica realizada em 2013, foi sugerido que tal como as hormonas
enddgenas, também as hormonas exdgenas como a toma de contraceptivos orais e
terapia hormonal de substituicdo aumentam o risco de desenvolvimento de cancro da

mama, pelo mesmo processo, em 10% e 23% respectivamente. Pelo contrario, foi
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apoiada a ideia de que a amamentacdo diminui o risco desta patologia em 11%, devido
ao facto de existir um processo de diferenciacdo das células da mama no periodo de
lactacdo e existir um decréscimo dos niveis hormonais. Na mesma analise foi sugerido
que mulheres com Diabetes Mellitus tipo 2 com hiperinsulinémia tém um aumento de

risco na ordem dos 14% (Anothaisintawee et al., 2013).

A idade é um factor ja com evidéncia comprovada e do qual dependem Varios outros
factores de risco sendo a obesidade um deles. Em mulheres p6s-menopausicas o risco
de cancro da mama aumenta com a obesidade, sendo um dos mecanismos plausiveis
para explicar tal facto os tecidos adiposos serem uma importante fonte de estrogénios
nesta fase da vida da mulher. J& em mulheres pré-menopéausicas este factor é associado
a uma diminuicdo do risco deste cancro, embora a razdo para este facto ndo seja clara
(Dumitrescu & Cotarla, 2005).

Factores relacionados com o estilo de vida, dos poucos que sdao modificaveis, de entre
0s quais o consumo de alcool e o tabaco também foram descritos como factores que
aumentam o risco de cancro da mama, pelo contrario o exercicio fisico na adolescéncia

diminui o risco de desenvolvimento da doenca (Hulka & Stark, 1995).

Histdria familiar de cancro da mama é também um factor de risco importante, certos
estudos epidemioldgicos demonstraram que a hipotese de uma mulher desenvolver esta
patologia é 1,7 a 4 vezes maior que a populacdo em geral se tiver um familiar de 1° grau
de parentesco com a doenca, embora os dados desta estatistica ndo especifiquem se o
resultado deste aumento de incidéncia se deva a influéncias ambientais, culturais,

genéticas ou a combinacdo destas (Edlich, Winters, & Lin, 2005).

E sugerido que 70% dos cancros de mama em familias de alto risco de desenvolver a
doenca se devam a genes de alta penetrancia como BRCAL (breast cancer 1) e BRCA2
(breast cancer 2), e que apesar desta percentagem alta sé se traduz em menos de 10%
de todos os cancros de mama, provavelmente devido a baixa frequéncia dos alelos

responsaveis na populacdo em geral (Song et al., 2011).
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2. Cancro da Mama

2.2  Deteccéo e Diagnostico

Segundo a BHGI (Breast Health Global Initiative), o diagnostico e a deteccdo do
cancro da mama devem ser adaptados aos recursos de cada pais, pelo que serdo
diferentes em paises de alto rendimento e em paises de baixo e médio rendimento. Em
paises subdesenvolvidos onde 0s recursos sdo escassos, na impossibilidade de fazerem
mamografias de rastreio, torna-se crucial o exame clinico da mama, uma técnica
minuciosa de palpacdo feita por parte de profissionais de salde e o auto-exame da
mama ensinado pelos mesmos. Deve ser dada a conhecer a importancia da deteccao
precoce do cancro da mama, dando enfase a maior probabilidade de sobrevivéncia
quando se detecta atempadamente irregularidades como um caroco, alteracdes na pele

(vermelhidéo, espessamentos, escoria¢des) e anomalias do mamilo (Yip et al., 2008).

Nos paises desenvolvidos, para a deteccdo precoce do cancro da mama, as

recomendacdes gerais da American Cancer Society sao:

e  Mulheres com 20 e 30 anos devem sujeitar-se a um exame clinico da mama feito
por um profissional de salde, pelo menos de 3 em 3 anos.

e  Mulheres com 40 anos ou mais devem sujeitar-se a um exame clinico da mama
feito por um profissional de satide e mamografia de rastreio anualmente.

e Mulheres com alto risco devem fazer mamografia e ressonancia magnética
anualmente (comecgando normalmente aos 30 anos).

e Mulheres com risco moderado devem falar com o seu médico de maneira a

debater os riscos e beneficios de fazer ressonancia magnética anualmente.

E opcéo, adicionalmente, as mulheres a partir dos 20 anos realizarem o auto-exame da
mama podendo fazé-lo de maneira sistematica ou mais esporadica. No entanto ao fazé-
lo regularmente véo ter maior facilidade em detectar qualquer alteracdo nas mamas.
Caso ocorra uma alteracdo deve-se reportar imediatamente a um profissional de satde
(http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-cancer-detection,
consultado em 20/01/2014).
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A mamografia é uma modalidade de imagiologia que usa raios-x de baixa energia, para
examinar o tecido mamario. Para melhor visualizacdo, o exame é feito de maneira a que
as mamas sejam comprimidas e efectua-se em cada uma delas separadamente. Este
exame € utilizado como rastreio para deteccdo em mulheres assintomaticas, como
diagnostico em mulheres sintomaticas, como complemento na biopsia ao localizar a
lesdio e como vigilancia para ter conhecimento em caso de recorréncia
(http://www.who.int/diagnostic_imaging/imaging_modalities/dim_mammography/en/
consultado em 27/01/2014).

Normalmente, a ecografia mamaria é efectuada para complementar a informacéo obtida
por uma mamografia feita primeiramente. De facto, a ecografia ajuda por meio de ultra-
sons a definir se os noédulos observados sdo quistos com liquido no seu interior ou sdo
massas solidas que podem ou ndo ser cancro (http://www.pop.eu.com/portal/publico-
geral/tipos-de-cancro/cancro-da-mama/diagnostico-mama.html, consultado em
20/10/2013). Este exame é também de primeira linha em mulheres jovens por
possibilitar a observacdo imagioldgica em mamas densas (Cardoso, Orvalho, &
Oliveira, 2009).

Embora a ressonéncia magnetica tenha maior sensibilidade que a mamografia, ndo deve
substitui-la pois apesar de ser mais provavel detectar um cancro com a ressonancia
magnética, existe certos tipos de cancro que esta pode ndo detectar que na mamografia
seriam observaveis (http://www.cancer.org/cancer/breastcancer/detailedguide/breast-
cancer-detection, consultado em 20/01/2014). Este tipo de exame imagiolégico é
utilizado nos doentes de alto risco, quando existe adenopatia axilar metastatica mas nao
foi possivel localizar o tumor em mamografia e ecografia, e na doenca de Paget quando

o tumor néo ¢ identificado na mamografia (Cardoso et al., 2009).

Mulheres com suspeita de cancro de mama sdo frequentemente referenciadas a biopsia
para determinar a natureza do tecido suspeito. Este procedimento pode ser biopsia em
cirurgia aberta ou biopsia com agulha. Tendo em conta que este Gltimo se baseia em
retirar amostras pequenas do tecido suspeito atraves de uma agulha inserida na pele, é
necessario localizar com precisdo o local de onde retirar as amostras e para isso recorre-
se a palpacdo ou & imagiologia através de mamografia estereotdxica, ecografia ou
ressonancia magnética (Bruening et al., 2009).

18



2. Cancro da Mama

Caso sejam detectadas células cancerigenas nas amostras retiradas na biopsia, para um
conhecimento mais completo do cancro detectado, podem ser pedidos testes especificos
para determinacdo de status de biomarcadores como receptores de estrogénio,
receptores de progesterona e receptores-2 de factor de crescimento epidérmico humano
(HER2) nas referidas amostras. O status dos receptores hormonais € analisado
normalmente atraves de testes de imunohistoquimica (IHC), o resultado quanto aos ER
do cancro de mama deve ser interpretado, segundo a NCCN (National Comprehensive
Cancer Network) e ASCO (American Society of Clinical Oncology), como positivo
quando pelo menos 1% das células sdo consideradas ER- positivas. O status HER2 deve
ser determinado por técnicas de hibridacdo in situ (ISH) ou IHC (Carlson, Edge, &
Theriault, 2013).

2.3 Tratamento

A heterogeneidade de cancros de mama existentes representa um desafio para a escolha
do tratamento mais adequado para a doenga. Os pacientes beneficiariam bastante da
medicina individualizada ou regimes terapéuticos individuais delineados
especificamente para tratar os seus tipos de cancro de caracteristicas particulares (Yang,
Nowsheen, Aziz, & Georgakilas, 2013).

Existem cinco tipos principais de tratamentos para a doenca, sendo estes: cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e terapia bioldgica. Muitas vezes estas
terapias sdo associadas, constituindo combinagfes terapéuticas (Yang et al., 2013). A
abordagem terapéutica e definicdo do prognostico do paciente com cancro de mama tém
em conta o sistema de estadiamento TNM. Outros factores importantes sdo o grau
histoldgico, status de receptores hormonais, status de expressdo de HER2, propagacgao

linfo-vascular, comorbidades, idade e estado menopausico (Maughan et al., 2010).

Como ja foi referido anteriormente, esta monografia centra-se na terapia hormonal, mais

concretamente no tamoxifeno, razéo pela qual irei analisar especificamente esta terapia.

19



Farmacogenética no tratamento do cancro da mama

2.3.1 Terapia Endocrina

A estratégia deste tipo de terapéutica sofreu alteracGes drasticas desde as cirurgias para
remoc¢do dos ovarios (impedindo a producdo de estrogénios) e remocdo das glandulas
supra-renais (impedindo a formacdo de androgénios, evitando assim a conversdo destes
em estrogénios) até as terapéuticas endocrinas de hoje, baseadas principalmente em
suprimir a actividade de enzimas envolvidas na producédo de estrogénio ou em bloquear

a accao desta ao nivel dos receptores (Nicholson & Johnston, 2005).

Embora antigamente fosse sugerido que individuos com tumores considerados
negativos para ER pudessem adquirir beneficio clinico da terapia com tamoxifeno ou
outras terapias endocrinas, actualmente existe um elevado grau de evidéncia que suporta
o facto de apenas os individuos com tumores considerados positivos para ER
demonstrem resposta a estes farmacos (Schiavon & Smith, 2013).

Para escolher o farmaco mais apropriado entre a terapia endocrina, é necessario ter em
conta o estado menopausico da mulher a receber o tratamento, uma vez que o local de
producdo de estrogénio varia consoante este factor. Nas mulheres pré-menopausicas a
hormona provém maioritariamente dos ovarios, enquanto nas mulheres pds-
menopausicas esta é produzida ao nivel de diversos tecidos como tecido adiposo,
figado, musculo e tumor mamaério através da aromatizacdo de androgénios produzidos

pelas glandulas supra-renais (Boughey, Buzdar, & Hunt, 2008).

Este tipo de terapia possui vérias classes de farmacos, estando neste incluidos os
moduladores selectivos de receptores de estrogénio (SERMs), inibidores da aromatase
(Als) e os degradadores selectivos de receptores de estrogénio (SERDs) (Howell, 2006).

Os SERMs bloqueiam a ac¢do de estrogeénios nos seus receptores em cancros de mama,
embora também tenham accéo agonista nos mesmos receptores em outros tecidos. O
tamoxifeno foi o primeiro farmaco desta classe a ser desenvolvido, h4d mais de 20 anos,
continuando a ser utilizado hoje em dia no tratamento desta doenca. Com as resisténcias
adquiridas surgiu a necessidade de desenvolver fa&rmacos alternativos pelo que surgiram

o toremifeno e idoxifeno, e mais tarde o raloxifeno e arzoxifeno. Embora estes dois
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ultimos tenham tido resultados em estudos pré-clinicos que sugerissem menor
actividade agonista noutros tecidos em relagdo ao tamoxifeno, 0 mesmo néo se veio a
verificar em ensaios de fase Il destes farmacos (até porque o raloxifeno € hoje em dia
utilizado na prevencdo da osteoporose). Esta nova geracdo de SERMs ndo provou ser
mais eficaz que o tamoxifeno em cancros de mama avancados e demonstraram ter

resisténcias cruzadas com o tamoxifeno (Nicholson & Johnston, 2005).

Os Als s@o opcdes terapéuticas para mulheres pds-menopausicas. Estes farmacos tém
estrutura semelhante a dos substratos e competem com estes na ligacdo a enzima
aromatase, responsavel pela conversdo de androgénios em estrogénios ao nivel dos
tecidos periféricos. Provocando, nestas mulheres, a diminuicdo dos niveis da hormona
para valores quase indetectaveis. Estes farmacos estdo separados em dois grupos: os de
tipo 1 incluem o exemestano e formestano, estes sdo esterdides e inibem a enzima
irreversivelmente; os de tipo Il incluem o anastrozol e letrozol, ndo sdo esterdides e

inibem a enzima reversivelmente (Boughey et al., 2008).

Os SERDs sdo farmacos puros antagonistas, nao tendo concomitantemente efeito
agonista ao contrario dos SERMs. O fulvestrant € o representante desta classe, tendo
sido aprovado em 2002 para o tratamento do cancro de mama em mulheres pos-
menopausicas com cancro de mama metastatico ou doenca progressiva depois de terapia
anti-hormonal (Sainsbury, 2013). Este farmaco é estruturalmente distinto dos SERMs e
apresenta afinidade para os ER superior a do tamoxifeno. Para além da accédo
antagonista, o fulvestrant reduz os niveis celulares dos receptores de estrogénio e

progesterona (Howell, 2006).

2.4  Proteinas responsaveis pela variabilidade de respostas ao

tamoxifeno

Diferencas na farmacodinamica e farmacocinética dos farmacos contribuem para a
variabilidade de resultados terapéuticos e severidade de reacgdes adversas entre
pacientes, como tal, os polimorfismos genéticos nos genes que codificam

transportadores de farmacos, enzimas metabdlicas de fase | e Il, alvos terapéuticos e
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outros genes que interfiram com a resposta terapéutica sdo 0s responsaveis por estas

variacoes (Deenen, Cats, Beijnen, & Schellens, 2011).

As enzimas de metabolizacdo de fase | estdo envolvidas em reaccGes de oxidacao,
reducdo e hidrdlise activando ou inactivando farmacos, tornando-os também mais
polares facilitando a sua eliminagéo (Deenen et al., 2011). As principais enzimas desta
fase sdo uma superfamilia de enzimas heme, os citocromos P450 (CYPs), que actuam
como monooxigenases, dioxigenases e hidrolases (Jancova, Anzenbacher, &
Anzenbacherova, 2010). O CYP2D6 é a enzima mais activa na metabolizacdo do
tamoxifeno, assumindo o papel central deste processo. Como tal os seus polimorfismos
séo a principal causa de variacdo da biotransformacao sendo consequentemente o CYP
que mais influencia a eficacia e efeitos adversos deste farmaco (Teft et al., 2013; Teh et
al., 2012).

As enzimas metabdlicas de fase Il transformam as substancias enddgenas e exdgenas
em formas mais facilmente excretadas e inactivam substancias farmacologicamente
activas atraves de reaccdes de conjugacao. As enzimas desta fase sdo maioritariamente
transferases e incluem UDP-glucoronil transferases (UGTS), sulfotransferases (SULTS),
N-acetil transferases (NATSs), glutationa S-transferases (GSTs) e varias
metiltransferases (Jancova et al., 2010). No caso do tamoxifeno, as enzimas metabdlicas
de fase Il envolvidas sdo as SULTs e UGTs (K. Kiyotani, Mushiroda, Nakamura, &
Zembutsu, 2012).

Os transportadores ABC (ATP-binding cassette) sdo uma familia de proteinas
transmembranares que transportam activamente varias substdncias atraveés de
membranas celulares recorrendo a energia sob a forma de adenosina trifosfatada (ATP)
e estdo subdivididos em sete subfamilias (ABCA a ABCG) segundo a sua semelhanca
estrutural (Deenen et al., 2011). Estes transportadores, também denominados
transportadores de efluxo, sdo também a principal causa de resisténcia adquirida a
maltiplos farmacos (MDR) observada em células tumorais. A amplificagdo génica e/ou
aumento da expressao destas proteinas originam baixas concentracdes celulares dos
farmacos dando origem as resisténcias. O modelo do mecanismo de accdo da

glicoproteina-P, também denominada ABCB1 ou MDR1 (multidrug resistence 1), assim
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como para a maioria dos transportadores ABC (com algumas variagdes) encontra-se

representado na figura 2 (Huber, Maruiama, & Almeida, 2010).

) meio e
ﬂ extracelular {]

@ ATP < sitio ligante @ substrato

Figura 2: Modelo de Higgins do mecanismo de acg¢éo da glicoproteina-P retirada de Huber et al. (2010)

Ha suspeitas de que os transportadores ABCB1, ABCC2 e ABCG2, também conhecidos
como MDR1, MRP2 (multidrug resistence-associated protein 2) e BCRP (breast
cancer resistence protein) respectivamente, transportam produtos resultantes da reaccéo
de conjugacdo com o acido glucoronico e de sulfatacdo, pelo que, podem estar
envolvidos no transporte do tamoxifeno e dos seus metabolitos, nomeadamente na

excrecdo biliar destes (Kazuma Kiyotani et al., 2010).

Tanto os receptores ERa como os ERp, alvos terapéuticos do tamoxifeno, fazem parte
da superfamilia de receptores nucleares de hormonas esterdides, sendo estes
constituidos por cinco dominios (figura 3). O dominio A/B ou terminal-N possui a
regido de activacdo funcional transcricional ligando-independente (AF-1), o dominio C
ou dominio de ligagdo ao ADN (DBD) é constituido por dois dedos de zinco, dominio
D que contem um sinal de localizacdo nuclear, dominio E ou dominio de ligacdo de
ligandos (LBD) que possui a regido de activacdo funcional transcricional ligando-
dependente (AF-2) e o dominio F ou terminal-C cuja funcdo ainda ndo foi esclarecida
(D'Abreo & Hindenburg, 2013).
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AB C D E F

Figura 3: Imagem representativa da estrutura de ERs. Retirada de D'Abreo and Hindenburg (2013).

Na via classica de transducdo do sinal do estrogénio, uma serie de eventos é
desencadeada pela ligacdo estrogénio-receptor o que leva a uma transcricdo de genes
envolvidos na replicagdo celular (Nicholson & Johnston, 2005). Esta via, mais estudada
pela comunidade cientifica do que as alternativas inicia-se com a ligacdo da hormona a
regido LBD do receptor. Isto permite a ligacdo do ER através da sua regido DBD a
sequéncias de ADN chamadas elementos de resposta ao estrogénio (ERE) (Yang et al.,
2013). As duas regides de activacao funcional transcricionais AF-1 e AF-2 interagem
com co-activadores transcricionais, iniciando assim a transcricdo ao estimular a

actividade da RNA polimerase Il (Clemons, Danson, & Howell, 2002).

Entretanto, foram descobertos caminhos alternativos para esta via de transducdo do
sinal, independente da hormona como a fosforilacdo dos receptores por accdo de
factores de crescimento ou outros activadores de proteinas kinases (Nicholson &
Johnston, 2005).

A expressdo dos receptores de progesterona estd altamente correlacionada com a
expressao dos receptores de estrogénio mas o efeito do status de PR na terapéutica
parece ter menos importancia do que o status de ER (Del Re, Michelucci, Simi, &
Danesi, 2012) De facto, o valor adicional do status de PR tem permanecido controverso
(Liu et al., 2010).
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3. Tamoxifeno

O tamoxifeno € um modulador selectivo de receptores de estrogénio (SERM) utilizado
em cancros de mama hormono-dependentes devido & sua accdo antagonista nos
receptores de estrogénio por inibicdo competitiva, impedindo a acgédo proliferativa da

hormona nas células do tumor (Brooks et al., 2013; Tucker et al., 2005).

A actividade anti-estrogénica deste farmaco deve-se a estrutura da substéncia que ao
contrario da estrutura dos estrogénios, possui uma cadeia lateral que forma uma
protuberancia, estendendo-se esta para além da superficie da regido LBD quando
formado o complexo ER-tamoxifeno. Esta alteracdo estrutural vai deslocar a hélice 12,
sendo que esta passa a ocluir a superficie de ligacdo de co-activadores. Como resultado,
o tamoxifeno permite a ligacdo do receptor ao ADN mas impede a ligacdo de co-
activadores a regido AF-2 (Webb et al., 2000). Com AF-2 inactiva e apenas AF-1
activa, ha uma atenuacéo da transcri¢cdo bloqueando o ciclo celular na fase G; (figura 4),
0 que diminui a proliferacédo celular (Clemons et al., 2002).

OESTRADIOL
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AF1

Figura 4: Mecanismos de acc¢do do estrogénio e tamoxifeno no ER. Retirada de Clemons et al. (2002).
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O tamoxifeno é considerado um SERM devido ao facto de actuar tanto como
antagonista como agonista do estrogénio, dependendo da sua localizagdo no organismo
(Wood & Osborne, 1998; Yang et al., 2013). Nas células de cancro de mama, onde a
actividade da regido AF-2 € o mecanismo dominante para a funcdo do ER, o farmaco
comporta-se como antagonista, ja no Utero, € a regido AF-1 a dominante pelo que actua
como agonista (Abdulkareem & Zurmi, 2012; D'Abreo & Hindenburg, 2013).

Assim, o tamoxifeno para além de exercer efeitos anti estrogénicos em tecidos como o
tumor da mama, desempenha também um efeito agonista em certos tecidos. O efeito
estrogénico no figado origina a reducdo dos niveis séricos de colesterol total e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), ja os efeitos relatados em lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e triglicéridos ndo sdo tdo consistentes (Ntukidem et al., 2008). No
0SS0 preserva ou aumenta a densidade mineral 6ssea (BMD) nomeadamente da coluna
vertebral ao nivel lombar em mulheres pds-menopausicas (Yoneda et al., 2002). No
endométrio provoca o aumento do risco de complicacbes como hiperplasia, pdlipos,
fibrose uterina, endometriose e carcinoma do endométrio. Outros efeitos secundarios
deste farmaco sdo afrontamentos, alteracGes oculares, eventos tromboembolicos e
hepatotoxicidade (Munshi & Singh, 2008).

E administrado por via oral na dose usual de 20 mg por dia, sendo que doses superiores
a esta ndo se revelaram mais eficazes. A maior parte do farmaco é metabolizado no
figado, o tempo de semi-vida e dos seus metabolitos varia entre 7-14 dias e € excretado
maioritariamente pelas fezes (Wood & Osborne, 1998).

Foi primeiramente aprovado em 1977 pela FDA (Food and Drug Administration) para o
tratamento do cancro da mama metastatico, mais tarde foi também aprovado pela
mesma entidade como tratamento adjuvante em cancro de mama precoce e na
prevencdo da patologia em mulheres de alto risco (Brauch & Schwab, 2013; Lazarus &
Sun, 2010). Um estudo do EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative
Group) demonstrou que com o uso de tamoxifeno durante 5 anos, o risco de recorréncia
de cancro da mama decresce quase para metade durante os 10 anos seguintes e a
mortalidade anual associada a doenca diminui cerca de um terco durante os 15 anos
seguintes (Palmieri, Patten, Januszewski, Zucchini, & Howell, 2013; Saladores, Precht,
Schroth, Brauch, & Schwab, 2013).
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O tamoxifeno é um pré-farmaco, como tal a prépria molécula tem pouca afinidade para
0s receptores de estrogénio, depois de biotransformacdo por metabolizacdo através de
enzimas de fase | e Il converte-se em metabolitos activos e inactivos (Michaela J
Higgins & Stearns, 2010). A variabilidade dos genes que codificam as enzimas do
Citocromo P450 envolvidas no metabolismo do tamoxifeno € uma possivel causa para a
diferenga das concentracGes plasmaticas do farmaco e dos seus metabolitos activos
entre individuos e consequentemente para a eficacia do tratamento (Brooks et al., 2013;
Ruiter et al., 2010).

O 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OHT) e N-desmetil-tamoxifeno (N-DMT) sdo os
metabolitos primarios principais deste farmaco sendo a formacéo destes catalisada por
diversos CYPs (figura 5). O primeiro, considerado metabolito activo por ter 100 vezes
mais afinidade para os ER e 30 a 100 vezes mais poténcia que o tamoxifeno, é formado
pela acgdo das enzimas CYP2D6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4. Para 0
segundo sédo as enzimas CYP3A4 e CYP3ADS as principais envolvidas no processo, com
menor contribuicdo das CYP2D6, CYP1A2, CYP2C9 e CYP2C19 (K. Kiyotani,
Mushiroda, Nakamura, et al., 2012). Outro metabolito primario ¢ o o-hidroxi-
tamoxifeno (a-OHT), uma substancia capaz de reagir com o ADN formando aductos o
que lhe confere capacidade genotéxica. Este carcinogénio é formado pela
biotransformacdo do tamoxifeno maioritariamente através da enzima CYP3A4 (Chu et
al., 2007).

Inicialmente os resultados da terapéutica com o tamoxifeno eram associados as
concentracdes do metabolito primério activo 4-OHT, mais tarde foi descoberto outro
metabolito activo (K. Kiyotani, Mushiroda, Nakamura, et al., 2012). Novos dados
revelam que 4-hidroxi-N-desmetil-tamoxifeno (4-OH-N-DMT), também conhecido
como endoxifeno, tem tanta poténcia e afinidade para os ER quanto o 4-OHT mas
apresenta concentracfes plasmaticas 6 a 12 vezes superiores as do metabolito primario o
gue sugere que seja mais importante clinicamente (Michaela J Higgins & Stearns,
2010).

O endoxifeno é o principal metabolito activo podendo ser formado tanto através da
biotransformacdo do N-DMT como do 4-OHT (Hertz, McLeod, & Irvin, 2012). A via
de formacdo predominante deste metabolito secundério € através da metabolizagdo do
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N-DMT, o metabolito mais abundante, por intermédio da accao da enzima CYP2D6 (M.
P. Goetz et al., 2005; K. Kiyotani, Mushiroda, Zembutsu, & Nakamura, 2013). A outra
via de formacdo do endoxifeno é pela metaboliza¢do do 4-OHT, por meio das enzimas
CYP3A4, CYP3A5, CYP2C19 e CYP2D6. Foram descritos ainda outros metabolitos,
embora nenhum deles seja tdo activo quanto os acima descritos (K. Kiyotani et al.,
2013; Saladores et al., 2013).

Tanto o tamoxifeno como 0s seus metabolitos sdo posteriormente metabolizados por
enzimas de fase Il. As SULT, nomeadamente as SULT1Al, sdo responsaveis por
sulfatacbes dos metabolitos activos 4-OHT e endoxifeno, e as UGT1A4, UGT1AS8,
UGT1A10, UGT2B7 e UGT2B15 estdo envolvidas na glucoronidagédo do tamoxifeno,
4-OHT e endoxifeno (K. Kiyotani et al., 2013). A glucoronidacdo € muito importante na
eliminacdo do tamoxifeno e dos seus metabolitos, ja que a conjugacédo destes com acido
glucoronico durante o processo facilita a sua excrecdo pela bilis que é a principal via de
excrecdo do farmaco (Lazarus & Sun, 2010; Sun et al., 2007).
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Figura 5: Representacdo do metabolismo do tamoxifeno em humanos. Retirada de K. Kiyotani et al.
(2013).
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4.  Estudo farmacogenético do tratamento com tamoxifeno

Neste capitulo fez-se a analise das variacbes genéticas que interferem com a

farmacocinética e farmacodinamica do tamoxifeno.
4.1 CYP2D6

O gene CYP2D6 localiza-se no braco longo do cromossoma 22 e possui uma vasta
quantidade de alelos cuja frequéncia varia consoante a raga/etnia dos individuos (Singh,
Francis, & Michael, 2011). Nos Caucasianos Europeus, o grupo de alelos funcionais
tem uma frequéncia de 71% que se devem aos alelos CYP2D6*1 e *2, ja os alelos ndo
funcionais representam 26% devido maioritariamente ao alelo CYP2D6*4, que
apresenta uma frequéncia média de 20% entre populacdes Caucasianas. Outros alelos
existentes nestas populagcdes sdo os alelos ndo funcionais: CYP2D6*3, *5 e *6 e 0sS
alelos de actividade reduzida: CYP2D6 *10 e *41. Nos Asiaticos, os alelos com
actividade reduzida da enzima tém elevada frequéncia tendo como principal
representante o alelo CYP2D6*10. A frequéncia de alelos funcionais nas populacbes
Africanas e Afro-Americanas sdo, a semelhanca da Asiatica, de cerca de 50%. Nestas
populacgdes existe maior variedade de alelos associados a actividade nula ou reduzida da
enzima, destes, o polimorfismo CYP2D6*17 é o principal alelo sendo responsavel pela

diminuicdo da capacidade metabdlica da enzima cerca de 50% (Bradford, 2002).

O CYP2D6 possui varios SNPs (Single nucleotide polymorphisms) o que leva a
classificar os individuos em varios fendtipos: UM (metabolizadores ultra rapidos), EM
(metabolizadores extensivos), IM (metabolizadores intermédios) e PM (metabolizadores
lentos) tendo ja sido documentadas relagbes directas com os niveis plasmaticos de
endoxifeno (Teft et al., 2013). Nesta revisdo bibliografica, normalmente o fendtipo é
associado aos seguintes genoétipos: 1) PM sdo homozigdticos e heterozigoticos
compostos para CYP2D6*3, *4, *5 ou *6; 2) IM sdo homozigoticos para CYP2D6*10
ou *41, heterozigotico com alelos IM/PM ou IM/EM ou PM/EM; 3) EM séo genotipos
com auséncia de alelos PM ou IM (Regan et al., 2012; Schroth et al., 2009).
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O polimorfismo CYP2D6*4 é caracterizado por uma substituicdo de G por A no
nucleétido 1934 do respectivo gene levando a formagdo de proteina truncada sem
fungdo. Um estudo foi efectuado em 226 pacientes de nacionalidade Sueca em 2005
tendo sido separados em 4 grupos de tratamento: 1) pacientes a quimioterapia, 2)
quimioterapia e tamoxifeno, 3) radioterapia, 4) radioterapia e tamoxifeno. Pacientes
com pelo menos um alelo CYP2D6*4 tiveram menor risco de recorréncia quando a
tomar tamoxifeno (como terapia adjuvante na dose de 40 mg/dia) quando comparados
com os que ndo tomaram tamoxifeno. Nos pacientes homozigéticos para o alelo
CYP2D6*1 o resultado foi aproximadamente o mesmo entre 0s que tomaram
tamoxifeno e os que ndo o tomaram. Com um follow-up médio de 10.7 anos, os dados
obtidos sugerem que os individuos portadores do alelo CYP2D6*4 tiveram melhor
beneficio da terapéutica com tamoxifeno do que pacientes homozigo6ticos para
CYP2D6*1, resultados que ndo correspondem ao esperado. Os autores referem ainda a

necessidade de estudos com maior amostra (Pia Wegman et al., 2005).

No mesmo ano, num estudo de S. A. Nowell et al. (2005) em pacientes Caucasianos e
Afro-Americanos com cancro de mama a receber tamoxifeno, ndo se observou
associacao entre o genétipo CYP2D6*4 e o parametro: tempo livre de doenca, tendo em
conta factores como idade, estadio da doenca, etnicidade e status de receptores
hormonais. Os mesmos resultados foram observados em pacientes cuja terapéutica nao
incluiu tamoxifeno. Os autores indicaram limitacbes como populacdo reduzida em
estudo, o polimorfismo em estudo ter baixa frequéncia na amostra estudada, auséncia de
informacdes acerca de medicacdo tomada pelos participantes e o facto de existir outro

alelo CYP2D6 na populacdo Afro-Americana que pode ter influenciado os resultados.

Schroth et al. (2007) estudaram varios polimorfismos deste gene em simultaneo na
populacdo Alemd, tendo chegado a conclusdo que doentes a tomar tamoxifeno como
monoterapia adjuvante portadores de alelos nulos: CYP2D6*4 ou *5 e alelos de
actividade diminuida: CYP2D6*10 (ou rs1065852; C100T) ou *41 (G2988A), tiveram
significativamente menor tempo livre de doenca quando comparados com doentes com

alelos funcionais.
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Nos Estados Unidos da América, em 2005, foi observada associagdo significativa entre
genotipo CYP2D6*4/*4 e piores resultados da terapéutica adjuvante com tamoxifeno
em mulheres pds-menopausicas, recrutadas de um ensaio do NCCTG (North Central
Cancer Treatment Group), quando comparados com mulheres de gendtipos
homozig6ticos wt ou wt/*4. Adicionalmente, nenhuma mulher com genoétipo
homozigotico para o polimorfismo CYP2D6*4 sofreu de afrontamentos moderados ou
severos enquanto 20% das mulheres com genoétipo wt/*4 ou wt/wt experienciaram este
efeito adverso com maior grau de severidade. Uma limitacdo referida no estudo foi o
facto de ndo haver registos de toma concomitante de inibidores do CYP2D6 (M. P.
Goetz et al., 2005).

Dois anos mais tarde, noutro estudo de Matthew P Goetz et al. (2007) foi também
observada associacéo entre o polimorfismo CYP2D6*4 e piores resultados provenientes
de terapéutica com tamoxifeno em mulheres com cancro da mama. As mulheres com
fenotipo EM foram definidas pela auséncia de alelos *4 e que ndo tomaram inibidores
CYP2D6, as pacientes com metabolismo CYP2D6 diminuido foram consideradas IM ou
PM de acordo com a presenca de um ou dois alelos CYP2D6*4 ou a concomitante toma
de um inibidor do CYP2D6 moderado ou potente. As PM tiveram menor tempo livre de

doenca do que as EM e IM.

Com o intuito de explorar as relacBes entre o gendtipo CYP2D6, concentracdes de
metabolitos do tamoxifeno e resultados terapéuticos foi realizado um estudo em 1370
mulheres com cancro de mama ER- positivos a participar no estudo WHEL (Women'’s
Healthy Eating and Living). A analise dos resultados ndo identificou evidéncias que
suportem uma associacdo linear entre as concentracbes de tamoxifeno ou dos seus
metabolitos com resultados terapéuticos. Foi sugerido que existe um limite minimo de
concentracéo de endoxifeno, a partir do qual se alcanca o efeito protector com o qual se
tem uma taxa de recorréncia 26% menor. Apenas 46% da variacdo das concentracGes de
endoxifeno é explicada por variantes conhecidas como: idade, indice de massa corporal
(IMC), genotipo CYP2D6 e concentrages de tamoxifeno, o que indica que existem
ainda outros factores a contribuir para esta variabilidade das concentracdes de
metabolitos. Estes resultados podem explicar a variacdo de resultados de estudos
existente quanto a relacdo entre o gendtipo CYP2D6 e efeitos terapéuticos. Apesar de
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tudo, os autores admitem a existéncia de varias limitacbes pelo que os resultados

necessitam de ser confirmados (Madlensky et al., 2011).

Num estudo efectuado em Espanha que relacionou o genétipo do CYP2D6 com as
concentragcdes sanguineas dos principais metabolitos do tamoxifeno em mulheres ER-
positivas que tomaram o farmaco durante 4 meses durante o tempo em que o estudo
decorreu. Foi concluido que as PM, representados apenas pelas mulheres homozigéticas
para o polimorfismo *4, tiveram concentracdes de endoxifeno e 4-OHT 25% inferiores
aos EM. Os alelos mais frequentemente encontrados foram *1, *2 e *4 com 35.0%,
21.0% e 18.9% respectivamente, dados concordantes com outros estudos em populagdes
Caucasianas. Face aos resultados, os autores consideraram que muito provavelmente
5.6% das mulheres envolvidas no estudo, sendo ER-positivas e PM, acabariam por
tomar tamoxifeno para esta patologia ndo sendo este o tratamento mais indicado (Zafra-
Ceres et al., 2013).

Na mesma populacdo, um resultado semelhante foi observado em que mulheres com o
gendtipo homozigotico wt (tipo selvagem) apresentavam niveis médios de endoxifeno
significativamente superiores aos de mulheres com gendtipo variante/variante, mas
similares aos de mulheres com gen6tipo wt/variante. Foram também estimados racios
produto/substrato, o que possibilitou detectar diferencas significativas entre genotipos
CYP2D6 nos racios de concentracdes plasmaticas de endoxifeno/N-DMT mas ndo nos
racios de 4-OHT/tamoxifeno. Apesar dos resultados obtidos, os autores admitem a
necessidade de estudos com impacto para definir a importancia de baixas concentracfes

de endoxifeno nos resultados terapéuticos (Fernandez-Santander et al., 2013).

Também em estudos in vitro se constatou que as concentracdes de endoxifeno que
mimetizam as encontradas no plasma de EM quanto a enzima CYP2D6, mesmo em
presenca de tamoxifeno e dos metabolitos primarios (4-OHT e N-DMT), tém efeitos

superiores as encontradas nos PM. (Wu et al., 2009).

Na populacdo Asiatica chegou-se a conclusdo que os polimorfismos CYP2D6*5
(CYP2D6del) e *10 estdo associados com baixas concentracGes de endoxifeno e altas
concentragfes de N-DMT. J& quanto aos niveis de tamoxifeno e 4-OHT ndo foram
detectadas alteragGes significativas. Individuos homozigéticos para o alelo wt
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apresentam concentracdes de endoxifeno 2.4 a 2.6 vezes maiores e concentracdes de N-
DMT 1.9 a 2.1 vezes menores do que individuos com genotipos *10/*10 e *5/*10,
individuos com gendtipo heterozigdtico wt/*5 ou wt/*10 apresentam concentracdes de
endoxifeno 1.8 a 2.6 vezes maiores do que individuos *10/*10 e *5/*10. Nao foram
detectadas associacdes significativas entre polimorfismos nos genes CYP3A5, CYP2C9

e CYP2C19 e os niveis de tamoxifeno ou dos seus metabolitos (Lim et al., 2011).

O primeiro estudo a correlacionar o gendtipo CYP2D6 *10 e resultados terapéuticos
provenientes da toma de tamoxifeno na populacdo Chinesa foi em 2008. Neste estudo,
as mulheres homozigéticas para o alelo variante T a tomar tamoxifeno tiveram menores
concentragfes de 4-OHT do que as mulheres com o genétipo wt/wt, ou seja, C/C. O
gendtipo variante T/T foi também associado a menor tempo livre de doenca do que 0s
gendtipos T/C e C/C. Esta ultima associacdo ndo se verificou em mulheres que néo
tomaram tamoxifeno, o que indica que este polimorfismo ndo é um marcador
prognostico por si s0. Os autores referem vérias limitagBes de entre as quais ndo terem
sido medidas as concentracdes de endoxifeno e o facto de outras variantes alélicas do
CYP2D6 ou mesmo polimorfismos de outros CYPs poderem ter interferido nos
resultados (Xu et al., 2008).

Na populacdo Japonesa, chegou-se a resultados semelhantes ao serem estudadas 67
mulheres em monoterapia adjuvante com tamoxifeno. As mulheres com gendtipo
CYP2D6 *10/*10 tiveram menor tempo livre de doenca até 10 anos apds cirurgia do
que mulheres com gendtipo CYP2D6 *1/*1 (homozig6tico para o tipo selvagem). O
aumento do risco de recorréncia pareceu depender do n° de alelos CYP2D6 *10 (K.
Kiyotani et al., 2008).

Contrariamente, em 2009 na mesma populacdo, num estudo efectuado em 173 mulheres
em tratamento com tamoxifeno como terapia adjuvante para o cancro de mama, nao foi
observada diferenca significativa entre mulheres com gen6tipo *10/*10 e mulheres com
genotipos wt/wt ou wt/*10 quanto ao parametro tempo livre de doenca. Os mesmos
resultados foram obtidos quando foram tidos em conta factores progndsticos conhecidos
como tamanho do tumor, estado dos nodulos linfaticos, grau histologico, ER, PR. Os
autores sugerem ainda que embora os genotipos homozigéticos para os alelos *10 ou *4

tenham sido associados a baixos niveis de metabolitos activos do tamoxifeno noutros
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estudos, talvez estes sejam eficazes mesmo em baixas concentraces ou o proprio
tamoxifeno tenha maior poder de inibi¢cdo do crescimento do cancro da mama do que o
assumido (Okishiro et al., 2009). Também no estudo de Toyama et al. (2009) néo foi
encontrada uma correlacdo entre o gendtipo CYP2D6*10 e resultados da terapia com
tamoxifeno em mulheres Japonesas com cancro da mama ER- positivo sem

envolvimento dos nédulos.

Na populacéo tailandesa chegou-se a conclusdo que mulheres com o genétipo T/T deste
mesmo polimorfismo tiveram um tempo livre de doenca significativamente menor do
que mulheres com o genotipo heterozigético (C/T). Esta associacdo ndo se observou
entre mulheres com geno6tipo T/T e as com gendtipo C/C, o que ndo corresponde ao
esperado. Este foi o primeiro estudo a explorar esta associacdo em mulheres
Tailandesas. A frequéncia do genotipo T/T para o CYP2D6*10 foi de 48.71% das
doentes estudadas 0 que estd de acordo com a frequéncia deste gen6tipo (40-50%) nas
populacBes Asiaticas. Os autores referem algumas limitacdes de entre as quais o

pequeno volume da amostra (Sirachainan et al., 2012).

Kazuma Kiyotani et al. (2010) efectuaram um estudo com 282 mulheres Japonesas a
tomar tamoxifeno como monoterapia, para determinar a associacdo entre 0 gendtipo
CYP2D6 e eficacia do tratamento demonstrada pelo tempo livre de doenca. Os autores
concluiram que mulheres com um ou ambos os alelos variantes tiveram um tempo livre
de doenca significativamente menor quando comparadas com homozigoticas wt, esta
associacdo manteve-se quando se tiveram em conta o tamanho do tumor e estado dos
nodulos linfaticos. Foi também verificado noutros 98 pacientes recrutados
independentemente, que os niveis plasmaticos de endoxifeno e 4-OHT eram menores
nas mulheres com genotipo wt/variante ou variante/variante em relacdo a mulheres
CYP2D6 wt/wt.

Né&o foi encontrada uma relacdo significativa entre o gen6tipo CYP2D6 e resultados da
terapia com tamoxifeno em 115 pacientes Caucasianas com cancro de mama. Concluiu-
se que as mulheres PM, ou seja, com dois alelos nulos: CYP2D6 *3 (¢.2549delA), *4 ou
*5 ou concomitante toma de um inibidor do CYP2D6, demonstraram um reduzido

tempo livre de doenga embora n&o seja significativo. No entanto, ao considerar apenas
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0s pacientes ER- positivos, o genétipo CYP2D6 nao foi associado com resultados

terapéuticos (Newman et al., 2008).

Em 2012, foi estudada a influéncia de ajustamentos de dose, em mulheres que ndo tém
ou tém apenas um alelo normal do CYP2D6, nas concentracbes plasmaticas dos
metabolitos activos e na incidéncia de reacgdes adversas em 98 mulheres Japonesas com
cancro de mama a tomar tamoxifeno. Concluiu-se que 8 semanas ap6s o ajuste de dose,
as concentracbes plasmaticas de endoxifeno e 4-OHT de mulheres com gendtipo
CYP2D6 *1/*1 a tomar 20 mg de tamoxifeno diarios foram similares as de mulheres
com genotipo CYP2D6 *1/*10 ou *1/alelo nulo a tomar tamoxifeno na dose 30 mg/dia
e as de mulheres com gen6tipo CYP2D6 *10/*10, *10/alelo nulo ou *41/alelo nulo a
tomar 40 mg de tamoxifeno por dia. Estes resultados indicam que um apropriado
aumento de dose de tamoxifeno é uma maneira eficaz de ultrapassar o problema de
reduzida actividade enzimatica. A incidéncia de efeitos adversos ndo mudou
significativamente ap6s o ajuste de dose (K. Kiyotani, Mushiroda, Imamura, et al.,
2012).

Schroth et al. (2009) fizeram uma andlise retrospectiva de um estudo cohort aleméo e
um americano perfazendo 1325 pacientes com cancro de mama tratados com
tamoxifeno durante 5 anos como terapéutica adjuvante, que segundo os autores, foi o
primeiro estudo com impacto suficiente para demonstrar uma associacdo entre o
gend6tipo CYP2D6 e resultados clinicos provenientes deste fA&rmaco. Neste estudo cujo
follow-up médio foi 6.3 anos, as taxas de recorréncia calculadas foram 14.9% para EM,
20.9% para IM e 29.0% para PM, ja as taxas de mortalidade foram 16.7%, 18.0% e
22.8% respectivamente. Os individuos com menor actividade CYP2D6 como os IM e

PM tiveram menor tempo livre de doenca quando comparados com individuos EM.

Regan et al. (2012) ao estudarem 1243 mulheres pos-menopausicas que participaram no
estudo BIG 1-98 (Breast International Group), concluiram que ndo foi observada uma
associacdo entre o fendtipo CYP2D6 e tempo livre de doenca em mulheres que
receberam monoterapia com tamoxifeno durante 5 anos, pois apesar de em PM e IM ter
havido menor tempo livre de doenca em relacdo a EM, esta diferenca ndo foi
significativa. Adicionalmente, as PM e IM tiveram um risco acrescido significativo de

desenvolvimento de afrontamentos induzidos pela terapéutica em relagdo as EM,
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demonstrando-se associacdo contraria a hipdtese entre fenotipo CYP2D6 e o efeito

adverso referido.

Ao recorrer ao estudo ATAC (Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination), Rae et
al. (2012) estudaram 588 mulheres poOs-menopausicas do Reino Unido a tomar
tamoxifeno como terapia adjuvante. Apos um follow-up médio de 10 anos dos doentes,
ndo foi observada associacdo significativa entre o fendtipo CYP2D6 (baseados nos 7
alelos mais comuns: CYP2D6*1, *2, *3, *4, *6, *10 e *41) e resultados da terapia.
Estes ndo se alteraram quando se procedeu a uma nova analise tendo em conta factores
clinico-patologicos como tamanho do tumor, grau, estado dos nodulos linfaticos e
idade.

Em 2013, Brooks et al. (2013) foram os primeiros a investigar a associacao de variacoes
genéticas em enzimas metabolizadores e o risco de cancro de mama contra-lateral em
mulheres Caucasianas a tomar tamoxifeno. Foram estudadas 624 mulheres com um
cancro de mama contra-lateral primario (casos) e 1199 mulheres com cancro de mama
unilateral (controlos), sendo que ambos os grupos foram participantes do estudo
WECARE (Women’s Environment Cancer and Radiation Epidemiology). Depois da
analise de 112 SNPs nos genes CYP2C9, 2C19, 2D6, 3A4, 3A5, SULTI1AL e
UGT2B15 ndo foram observadas associacdes significativas entre as variantes e risco de
desenvolvimento cancro de mama contra-lateral quer em mulheres a tomar tamoxifeno,
quer em mulheres que ndo tomaram tamoxifeno. Como limitacdes, os autores referiram
a impossibilidade de saber a aderéncia referente ao tamoxifeno prescrito e a auséncia de

dados quanto a toma de outras medicac6es que possam afectar a eficacia do tamoxifeno.

Em 2011, foi efectuado um estudo em mulheres que desenvolveram cancro de mama
invasivo ou ndo-invasivo enquanto tomavam tamoxifeno como terapéutica de prevencao
durante 5 anos (consideradas casos) e mulheres que ndo desenvolveram cancro da mama
(controlos) para determinar o impacto do gendtipo CYP2D6, uso de medicagdo
inibidora do CYP2D6 e fendtipo de metabolizador (gen6tipo CYP2D6 combinado com
uso de inibidores de CYP2D6) no desenvolvimento da doencga. Os autores chegaram a
conclusdo de que ndo existiu associacdo entre qualquer um destes parametros de
metabolismo do CYP2D6 com ocorréncia de cancro de mama (M. P. Goetz et al.,
2011).
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Num estudo realizado em 2009, 297 mulheres registaram durante 12 meses scores
baseados na frequéncia e severidade de afrontamentos devido a terapéutica com
tamoxifeno. Depois de 4 meses de inicio de terapéutica, foi observada uma associagdo
entre IM do CYP2D6 e maior média de scores de afrontamentos quando comparados
com PM e EM. O facto de se verificar maior média do score de afrontamentos em IM, e
ndo em EM, embora inesperado, pode ser explicado por reduzida aderéncia a terapia por
EM. Para além disso, registou-se também aos 4 meses, uma tendéncia por parte dos PM

em ter afrontamentos menos severos que os IM e EM (Henry et al., 2009).

42  CYP2C9

Num estudo realizado em 2011, os autores analisaram a relacdo entre gendtipos de
varias enzimas metabdlicas de entre as quais CYP2C9 e niveis plasmaticos de
tamoxifeno e dos seus metabolitos em 236 mulheres Alemds pds-menopausicas.
Conclui-se que portadores dos alelos de reduzida actividade CYP2C9*2 e *3 (430C>T e
1075A>C respectivamente) tiveram concentracdes plasmaticas de 4-OHT e endoxifeno
significativamente menores e que o racio metabolico tamoxifeno/4-OHT foi superior em
mulheres que possuem pelo menos um destes alelos, pelo contrario, o racio metabolico
N-DMT/endoxifeno ndo foi influenciado significativamente pelo gendétipo presente.
Estes resultados sugerem que o genétipo CYP2C9 tem um papel na formacdo de
endoxifeno a partir do metabolito 4-OHT, 0 mesmo nao acontece pela via do metabolito
N-DMT (Murdter et al., 2011).

Noutro estudo efectuado na mesma populacdo, em doentes a tomar tamoxifeno como
monoterapia adjuvante, chegou-se a conclusdo de que os polimorfismos CYP2C9*2 e

*3 néo tiveram associacdo com tempo livre de doencga (Schroth et al., 2007).

43 CYP2C19

A ocorréncia dos gendtipos CYP2C19 *2/*2, *2/*3 e *3/*3, cujos alelos *2 (G681A) e
*3 (G636A) codificam enzimas sem actividade, é relativamente elevada na populagéo
Japonesa contando com cerca de 20%. Num estudo em 2009, efectuado nesta populagéo

ndo foi detectada uma diferenca significativa no tempo livre de doenga entre mulheres
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com genotipos PM (*2/*2, *2/*3 ou *3/*3 com tempo medio de follow-up de 63 meses)
e gendtipos EM (wt/wt, wt/*2 ou wt/*3 com tempo médio de follow-up de 54 meses),
este resultado manteve-se quando se fez ajustamentos para certos factores progndsticos
conhecidos (Okishiro et al., 2009). Muito recentemente, também Markiewicz et al.
(2013) analisaram o polimorfismo CYP2C19*2 também conhecido como rs4244285 na

populagéo Polaca ndo o tendo associado a0 mesmo parametro.

Portadoras do polimorfismo CYP2C19*2 apresentaram uma taxa de sobrevivéncia ao
cancro de mama significativamente superior comparativamente a portadoras do alelo wt,
segundo um estudo efectuado em 2010 em 80 mulheres holandesas. Face a este
resultado contra-intuitivo, pelo facto de o polimorfismo ser conhecido por dar origem a
auséncia de actividade enzimatica, os autores referem varias limitacdes e explicacdes de
entre as quais os resultados serem um acaso ou uma descoberta sem explicacdo
etioldgica, e referem a necessidade de mais estudos com maior amostra (Ruiter et al.,
2010).

Um ano mais tarde, os mesmos autores realizaram um estudo com mais impacto em 499
pacientes da mesma populacdo, ER- positivas e com cancro de mama em estado
avancado, reunidos de 3 estudos cohort Holandeses. A semelhanga do estudo feito
anteriormente, os pacientes com 1 ou 2 alelos CYP2C19*2 combinados mostraram um
aumento significativo de tempo livre de doenca comparando com pacientes sem o alelo,
mesmo na analise multivariada (tendo em conta factores de entre os quais 0 genétipo
CYP2D6*4). Adicionalmente, o alelo CYP2C19*17 (alelo que codifica enzima ultra
rapida) foi significativamente associado a maior tempo livre de doenca em 243

pacientes ndo-tratados (van Schaik et al., 2011).

Na populacdo Alema observou-se também uma associacédo significativa entre o gendtipo
heterozigotico e homozigético para o polimorfismo CYP2C19*17, alelo definido por 2
polimorfismos na zona promotora 806C>T e 3402C>T, e maior tempo livre de doenga
em doentes a tomar tamoxifeno como monoterapia adjuvante. J& nos polimorfismos

CYP2C19*2 e *3 ndo foram detectadas quaisquer associacdes (Schroth et al., 2007).

Moyer et al. (2011) analisaram em 190 mulheres pds-menopdusicas a fazer monoterapia
com tamoxifeno no NCCTG (North Central Cancer Treatment Group), a hip6tese do
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polimorfismo CYP2C19*17 estar associado ao tempo livre de doenca. Ndo encontrou
no entanto uma relagdo entre o polimorfismo e o parametro referido, mesmo apds ter em

conta os factores: tamanho do tumor e estado dos nédulos linfaticos.

Num estudo realizado muito recentemente, foram analisadas 535 mulheres de
nacionalidade holandesa p6s-menopausicas ER- positivas a tomar 30 mg de tamoxifeno
por dia como terapéutica adjuvante ou sem tratamento adjuvante (pacientes controlo). O
facto de mulheres apresentarem polimorfismo CYP2C19*17 ndo se demonstrou
significativo no beneficio da terapéutica com tamoxifeno, no entanto, mulheres com
pelo menos um alelo CYP2C19*2 beneficiaram significativamente mais da terapia com
tamoxifeno do que mulheres sem o polimorfismo. Pacientes controlo portadoras do
alelo CYP2C19*2 tiveram pior tempo livre de doenca quando comparadas com
mulheres sem o polimorfismo, o que faz deste SNP um factor de progndstico adverso,
apesar de indicar maior beneficio desta terapéutica. Quanto ao polimorfismo
CYP2C19*17 n&o houve diferenca no tempo livre de doenga nos pacientes controlo
(Beelen et al., 2013).

44  CYP3A4

A frequéncia do alelo CYP3A4*1B (polimorfismo localizado na zona promotora
também conhecido como rs2740574; A392G) é de 3.6 a 9.6% em populacBes
Caucasianas. Em 2007, ndo foi identificada qualquer relacéo entre este alelo variante e
os niveis de tamoxifeno, 4-OHT, N-DMT e endoxifeno no plasma de mulheres com
cancro da mama a tomar tamoxifeno. Foi sugerido que mulheres em tratamento com
tamoxifeno e portadoras do alelo CYP3A4*1B tém cerca de 3 vezes maior risco de
desenvolver cancro do endométrio quando comparadas com mulheres que ndo seguem o
tratamento. As hipoteses para explicar esta associacdo foram o efeito estrogénico do
tamoxifeno no endométrio e o efeito genotdxico do metabolito a-OHT. Chu et al.
(2007) referem ainda como limitacdo a reduzida amostra pelo que estes resultados

devem ser confirmados.

Duas variantes genéticas inactivas do CYP3A4 sdo CYP3A4*3 e CYP3A4*17,

caracterizadas por uma alteracdo T>C na posi¢do 1473 que origina uma substituicdo
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Met445Thr no exdo 12 induzindo mudangas estruturais na enzima e uma mutagdo T>C
no exdo 7 respectivamente. Estas foram analisadas muito recentemente em conjunto
com outro polimorfismo CYP3A4*1B num estudo, onde nenhuma destas variantes foi
associada com uma mudanca nos niveis de metabolitos do tamoxifeno em 135 pacientes

Caucasianas de nacionalidade Espanhola (Fernandez-Santander et al., 2013).

A variante CYP3A4*22, muito recentemente identificada, corresponde a substituicdo
C>T no intrdo 6 do respectivo gene. Este SNP foi estudado por Teft et al. (2013) em
196 mulheres a tomar tamoxifeno como terapeutica adjuvante nos Estados Unidos da
América. Os resultados demonstraram que os portadores do alelo variante T possuiam
niveis de tamoxifeno e dos seus metabolitos significativamente mais elevados do que as
mulheres com gend6tipo C/C. Uma outra analise foi feita tendo em conta os fenétipos de
metabolizadores em relacdo a enzima CYP2D6, tendo-se chegado a resultados
semelhantes CYP2D6.

45  CYP3AS

O SNP CYP3A5*3 (rs776746) no intrdo 3, razdo pela qual o alelo é considerado nulo, é
o principal alelo polimérfico do CYP3A5 e tem frequéncias de 95% em certas
populacdes Europeias. Num estudo efectuado na populacdo Espanhola em 2013, foi
sugerido que o polimorfismo nédo influencia os niveis plasméaticos dos metabolitos do
tamoxifeno. Os autores referem néo ter sido observado o genétipo wt/wt e a necessidade
de mais estudos deste polimorfismo com maior numero de doentes envolvidos
(Fernandez-Santander et al., 2013).

Em 2005, Jin et al. (2005) estudaram o efeito do polimorfismo CYP3A5*3 nas
concentragdes plasmaticas de endoxifeno de mulheres a tomar tamoxifeno ha 4 meses.
Apesar de ndo existir uma diferenca significativa, as concentra¢fes plasmaticas médias
de endoxifeno foram mais elevadas para mulheres que apresentaram pelo menos um
alelo funcional. Neste estudo as frequéncias alélicas para 0 CYP3A5*1 e CYP3A5*3

foram 12% e 88% respectivamente.

40



4. Estudo farmacogenético do tratamento com tamoxifeno

No mesmo ano, num estudo em que participaram 48 mulheres Afro-americanas e 50
Caucasianas ndo foram observadas quaisquer alteragdes nos niveis de tamoxifeno ou
dos seus metabolitos em mulheres que apresentavam o polimorfismo CYP3A5*3 ou
CYP3A5*6 (G14690A). Adicionalmente ndo foram encontradas associacOes
significativas entre os polimorfismos e efeitos adversos do tamoxifeno reportados. Foi
observado uma distribuicdo racial marcada destes polimorfismos, corroborando varios
estudos anteriores. Neste estudo, mulheres Caucasianas tinham 26 vezes maior
probabilidade de serem portadoras do polimorfismo CYP3A5*3 do que mulheres Afro-
americanas e estas ultimas tinham 9 vezes maior probabilidade de serem portadoras do
polimorfismo CYP3A5*6 (Tucker et al., 2005).

Ainda noutro estudo realizado em 2005, nos Estados Unidos da América ndo foram
encontradas mudancas no tempo livre de doenca de acordo com existéncia ou auséncia
do polimorfismo CYP3A5*3 em mulheres pds-menopdausicas a tomar tamoxifeno. Nao
houve também associacdo entre o gendtipo CYP3AS e a severidade de afrontamentos
(M. P. Goetz et al., 2005). Similarmente, num estudo realizado muito recentemente na
Tailandia em mulheres a tomar tamoxifeno como terapéutica adjuvante ndo foi
observado qualquer impacto do genétipo CYP3A5*3 no tempo livre de doenga (Sensorn
etal., 2013).

No entanto, num estudo em mulheres po6s-menopausicas de nacionalidade Sueca com
um follow-up médio de 7.3 anos, concluiu-se que no grupo que tomou o farmaco
durante 5 anos como terapéutica adjuvante, as mulheres homozigoéticas para a variante
CYP3A5*3 tiveram significativamente melhores resultados quando comparadas com
mulheres que possuiam o alelo CYP3A5*1. Este resultado ndo vai de encontro ao
esperado, uma vez que este genotipo representa a forma inactiva da enzima néo
contribuindo para a formacdo do metabolito primario N-desmetil-tamoxifeno, precursor
do metabolito activo principal endoxifeno. Os autores do estudo revelam incertezas
guanto a relevancia do estudo tendo em conta o limitado numero de pacientes

envolvidos (P. Wegman et al., 2007).
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46  SULTI1A1

O polimorfismo SULT1A1*2 é caracterizado por uma mudan¢a do aminoacido Arg
para His na posicdo 213 do exdo 7 do respectivo gene. A proteina resultante desta
variacdo apresenta uma capacidade catalitica 2 vezes menor bem como uma redugdo da
sua termoestabilidade. Num estudo realizado em 2002 chegaram a conclusdo que
mulheres homozigoticas para o polimorfismo SULT1A1*2 apresentavam reduzido
tempo livre de doenca quando comparadas com mulheres heterozigdticas ou de
genotipo *1/*1. Esta associacdo manteve-se mesmo quando se realizaram ajustes em
factores clinicos. Estes resultados ndo correspondem ao esperado aumento da eficacia
da terapéutica devido a reducdo da clearance do metabolito activo 4-OHT. Apesar de
tudo, os autores acreditam que exista uma justificacdo bioldgica para estes resultados.
No entanto ndo é excluida a hip6tese de que os resultados obtidos se devam a outro
polimorfismo ndo definido até a data (S. Nowell et al., 2002).

Em 2010, face aos resultados contra-intuitivos da associacdo entre o aumento do tempo
livre de doenca e 0 alelo de alta actividade SULT1A1*1, os mesmos autores realizaram
um estudo in vitro para esclarecer a contribuicdo da enzima para a eficacia terapéutica
do tamoxifeno. Concluiu-se que a expressdo do SULT1AL nas células do cancro da
mama aumenta o efeito do 4-OHT nestas, o que revela a possibilidade de existéncia de
um papel para este metabolito quando sulfatado na actuacdo do farmaco nas células
tumorais (Mercer et al., 2010).

Uma vez que a actividade do SULT1AL1 foi correlacionada com o numero de copias do
gene, Moyer et al. (2011) avaliaram a associacdo entre o0 CNV (Copy Number
Variations) do SULT1AL1 e tempo livre de doenga num estudo realizado em mulheres
pos-menopausicas no NCCTG (North Central Cancer Treatment Group) a fazer
monoterapia com tamoxifeno. Ndo foram identificadas associacGes entre a variagdo
genética em estudo e o parametro, nem mesmo agrupando as mulheres por actividade
das enzimas CYP2D6.

Também em 2008, num estudo efectuado em 151 mulheres Caucasianas com cancro da

mama a tomar tamoxifeno, ndo foi detectada uma associagcdo entre os genotipos de
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SULT1A1 ou o numero de copias do gene com as concentracdes plasmaticas dos
metabolitos activos do tamoxifeno. E referido ainda que estes resultados podem dever-
se ao facto dos UGTs também representarem uma via de inactivacdo destes mesmos
metabolitos (Gjerde et al., 2008).

Serrano et al. (2011) realizaram um estudo recorrendo ao ensaio Italian Tamoxifen
Prevention Trial para seleccionar 182 mulheres Caucasianas a tomar tamoxifeno
durante 5 anos como terapéutica preventiva. Das mulheres seleccionadas, 47
desenvolveram cancro de mama e 135 mulheres ndo desenvolveram a doenca, sendo
consideradas controlos. N&o foram detectadas diferencas entre os genétipos SULT1Al e

o risco de desenvolver cancro de mama.

4.7 UGT1A8, UGT2B7 e UGT2B15

Num estudo in vitro, em 2009, numa anéalise recorrendo as mesmas linhas celulares

concluiu-se que a variante UGT 1A 3A277Tyr

detectavel do 4-OHT e endoxifeno, a variante UGT1A83CY277CYs n3g teve actividade

ndo exibiu actividade de glucoronidacao

de glucoronidacéo significativamente diferente em relacdo a respectiva enzima do tipo
selvagem (UGT1A8*A277C¥sy @ 3 varjante UGT2B7°%®™" exibiu actividade 2 e 5 vezes
menores para 0 4-OHT e endoxifeno respectivamente, quando comparada com a enzima
do tipo selvagem (UGT2B7%%HS). Este resultado foi concordante com a analise de
espécimes microssomais de figado humano (HLM) que evidenciou uma tendéncia
significativa para a diminuicdo da glucoronidagédo de 4-OHT e endoxifeno com o

aumento do numero de alelos UGT2B72%8™"

. Embora a prevaléncia do polimorfismo
seja baixa em Caucasianos (cerca de 2%), o facto de a enzima UGT1AS8 ser muito activa
para 0s metabolitos do tamoxifeno e ser expressa no tecido mamario sugere que 0
polimorfismo do coddo 277 do gene pode ser importante para a resposta ao tamoxifeno,
a semelhanga do polimorfismo no coddo 268 do UGT2B7 (Blevins-Primeau et al.,

2009).

Apesar dos resultados dos estudos in vitro, em 2011, mulheres Dinamarquesas foram
estudadas de modo a analisar a existéncia de associagdo entre os polimorfismos
UGT1A8*3 (rs17863762 causando Cys277Tyr), UGT2B7*2 (rs7439366 causando
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His268Tyr) e UGT2B15*2 (rs1902023 causando Asp85Tyr) e tempo livre de doenca
em mulheres: 1) cujos tumores priméarios eram ER-positivos e tomaram tamoxifeno pelo
menos por um ano; 2) cujos tumores primarios eram ER- negativos, ndo tomaram
tamoxifeno e sobreviveram pelo menos um ano depois do diagnostico. Em ambos os
grupos ER+/Tam+ e ER-/Tam- ndo foram verificadas associacfes entre os SNPs
UGT1A8*3 (UGT1A8"™), UGT2B7*2 (UGT2B7?®*™) e UGT2B15*2
(UGT2B15%™) e tempo livre de doenca, mesmo quando se teve em conta o genétipo
CYP2D6*4 (Ahern et al., 2011).

Ao recorrer ao estudo ATAC, Rae et al. (2012) estudaram 603 mulheres pods-
menopdusicas do Reino Unido a tomar tamoxifeno como terapia adjuvante, nas quais
analisaram a relacdo entre o gendtipo UGT2B7 e taxa de recorréncia. Ndo foi observada
qualquer diferenca significativa entre portadores do alelo wt e portadores do alelo
UGT2B7*2 (UGT2B7°®*™) em relacdo a taxa de recorréncia. Estes resultados
mantiveram-se quando se procedeu a uma nova analise tendo em conta factores clinico-

patoldgicos como tamanho do tumor, grau, estado dos nddulos linfaticos e idade.

Noutro estudo em mulheres pés-menopausicas de nacionalidade Sueca com um follow-
up médio de 7.3 anos, ndo se verificou, mais uma vez, qualquer tipo de influéncia do
SNP UGT2B15*2 (UGT2B15%™" no tempo livre de doenca verificado nas mulheres a

tomar tamoxifeno para o cancro de mama (P. Wegman et al., 2007).

48 ABCB1, ABCC2e ABCG?2

Teh et al. (2012) ao estudarem 95 pacientes com cancro de mama a tomar tamoxifeno
na Malésia observaram que os pacientes com genotipo C/C quanto ao polimorfismo
ABCB1 C3435T (que ocorre no exdo 26 do gene que codifica a enzima ABCB1
também chamada glicoproteina P) tiveram menor tempo livre de doenca do que os
individuos com os gendtipos C/T e T/T, embora esta associacdo ndo seja significativa.
A mesma relacdo foi observada em pacientes com genoétipos G/A, G/T e A/T para o
polimorfismo ABCB1 G2677A/T que tiveram uma diminuicdo ndo significativa do

tempo livre de doencga em relagcdo ao genotipo G/G.
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Pelo contrario, muito recentemente na populacdo Tailandesa foi encontrada uma
associagdo entre as mulheres com o genotipo heterozigético ABCB1 C3435T e o
parametro tempo livre de doenca. De facto, os resultados revelam um menor tempo livre
de doenca para as mulheres com gendtipo C/T do que as mulheres homozigoéticas para o
alelo do tipo selvagem C/C, no entanto, as mulheres homozigoticas para o alelo variante
ndo demonstraram diferencas clinicas em relagdo as homozigoéticas do tipo selvagem. E
referido pelos autores que esta correlagdo deve ser confirmada em estudos com maiores
amostras. J& no gene ABCC2 ndo foram encontradas associacbes entre 0s
polimorfismos ABCC2*1C (rs717620) que provoca menor actividade promotora e
rs3740065 do ABCC2 (A68231G) com tempo livre de doenca. Nesta populacdo, a
frequéncia dos genotipos ABCC2*1/*1 e *1/*1C foi de 57% e 43% respectivamente, j&
para 0s genétipos ABCC2 68231 A/A e A/G foram de 47% e 53% (Sensorn et al.,
2013).

Kazuma Kiyotani et al. (2010) ao estudarem 51 SNPs nos genes dos transportadores
ABCBL1, ABCC2 e ABCG2 em 282 mulheres Japonesas a tomar tamoxifeno como
monoterapia com um follow-up de 7.1 anos, descobriram que apenas o polimorfismo
rs3740065 (A68231G, localizado no intrdo 29) do gene ABCC2 demonstrou ter
associacao significativa com tempo livre de doenga. Ao contrario do estudo recente de
Sensorn et al. (2013), os autores concluiram que o alelo A do polimorfismo é um alelo
de risco para recorréncia da doenca. Apesar disso, nao se verificou uma relacdo entre o
polimorfismo rs3740065 e niveis plasméticos de endoxifeno. Foi sugerido que o alelo A
ou outras variantes genéticas ligadas a este podem estar associados com aumentos dos
niveis de expressdo ou actividade dos transportadores ABCC2 no tecido de cancro

mamario causando menor exposicao deste ao endoxifeno.

4.9 ESR1 e ESR2

No gene ESR1 (Estrogen Receptor-1) ou ESRo, localizado no 6g25.1 existem varios
polimorfismos ja descritos. O SNP Pvull é caracterizado por uma substituicdo do
nucledtido T por C a 397 bp antes do exdo 2 e 0 SNP Xbal por uma substituicdo do

nucleodtido A por G a 351bp antes do exdo 2, ambos localizados no primeiro intrdo. No
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gene ESR2 (Estrogen Receptor-2) ou ESRp, o SNP rs498693 ou ESR2-02 origina uma
substituicdo de A por G (Yan Jin et al., 2008).

Num estudo realizado em 2008 observou-se que mulheres pré-menopausicas com 0
haplotipo CG (variante para os polimorfismos ESR1 Pvull e ESR2-02) tinham maior
score de afrontamentos (baseado em frequéncia e severidade) antes de comecar o
tratamento com tamoxifeno. ApGs comecar a terapéutica, as mulheres pos-
menopausicas homozigoticas ESR1 Pvull C/C e ESR2-02 G/G tiveram maior aumento
no score de afrontamentos do que as restantes mulheres pos-menopausicas. Foi também
encontrada uma associacao entre mulheres com genotipo ESR2-02 A/A e menor risco
de ter afrontamentos induzidos pela terapéutica com tamoxifeno quando comparadas
com mulheres com genotipos A/G e G/G, o facto de serem pré ou pds-menopausicas

ndo teve qualquer influéncia neste resultado (Yan Jin et al., 2008).

Onitilo et al. (2009) foram os primeiros a sugerir que o genotipo ESR1 Xbal esta
associado com trombose venosa profunda e embolismo pulmonar induzidos pela
terapéutica com tamoxifeno, constatando que individuos com o genédtipo A/A tinham
menor probabilidade de sofrer destes efeitos adversos do que os individuos com
gendtipo G/G ou A/G. Esta associacdo manteve-se quando tiveram em conta factores de
risco conhecidos como idade e obesidade. Ja os polimorfismos do ESR1 Pvull e ESR2

ndo demonstraram qualquer tipo de associacdo com estes efeitos adversos.

Num estudo recente verificou-se que a presenca de homozigotia para alelo wt do ESR1
Pvull combinada com pelo menos um alelo wt do UGT2B15 estava associada com um

decréscimo de tempo livre de doenca (Markiewicz et al., 2013).

Yoneda et al. (2002) estudaram a influéncia dos polimorfismos genéticos do ERa e ERf3
no efeito que o tamoxifeno, como terapia adjuvante, tem no o0sso. Esta analise foi
efectuada em 21 mulheres Japonesas com cancro da mama e pds-menopausicas. Dos
polimorfismos: repeti¢des dinucleotideas TA na regido promotora, Pvull e Xbal no
gene do ERa e repetigdes dinucleotideas CA no intrdo 5 do gene do ER, destes, apenas
0 Ultimo se mostrou estar associado com a densidade mineral dssea da espinha lombar

a0s 12 meses apods o inicio do tratamento. Portadores do alelo com 21 repeticbes CA
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demonstraram ter densidade mineral Ossea significativamente superior aos néo

portadores. Foi mencionado como limitacdo o numero reduzido de pacientes analisados.

Ntukidem et al. (2008) estudaram o efeito do tamoxifeno nas concentracdes de lipidos
em 176 mulheres com cancro de mama a tomar tamoxifeno durante 4 meses. Concluiu-
se que mulheres pds-menopdusicas com genétipo ESR1 Xbal G/G tiveram uma
diminuicdo significativamente maior dos niveis de colesterol total em relacdo aos
gendtipos A/A e A/G. Concluiram também que nas mulheres pré-menopausicas com o
gendtipo A/A para ESR1 Xbal tiveram um decréscimo das concentracbes médias de
triglicéridos e aumento das concentragdes médias de HDL, e no gendtipo G/G verificou-
se 0 contrario. Quanto ao polimorfismo ESR2-02, o gendtipo G/G foi correlacionado
com o aumento das concentracdes de triglicéridos tanto em mulheres pré- como pos-
menopausicas, estando ainda o gen6tipo A/A associado a uma diminuicdo destes em
mulheres pds-menopdausicas. Nado foi detectada qualquer associacdo entre o genoétipo
ER, Pvull e alteraces dos niveis séricos de lipidos. As associacGes observadas foram
diferentes entre mulheres pré-menopausicas e pos-menopausicas, uma possivel
explicacdo para tal facto € as concentracdes de estrogenio enddégeno em mulheres pré-
menopdusicas poderem encobrir os efeitos estrogénicos do tamoxifeno e dos seus

metabolitos sendo portanto estes efeitos mais visiveis em mulheres p6s-menopausicas.

Dois anos mais tarde, foi estudado novamente o efeito estrogénico do tamoxifeno nos
niveis séricos de lipidos. Os autores observaram tal como no estudo anterior, que o
genotipo ESR2-02 est4 associado a alteracdes nos niveis de triglicéridos e que nem o
gendtipo ESR1 Pvull, nem o gen6tipo CYP2D6 estdo associados com alteracdes nas
concentragOes séricas de lipidos em mulheres a tomar tamoxifeno. Pelo contrério, ndo
encontraram qualquer associacdo entre o genotipo ESR1 Xbal e as concentragdes de
lipidos (Hayes et al., 2010).
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5. Conclusao

Depois da analise de todos os estudos descritos nesta revisdo bibliogréfica é visivel a
existéncia de certos genes mais controversos que outros quanto a sua influéncia na

resposta ao tratamento com tamoxifeno.

Foram vérios os estudos onde se chegou a conclusdo de que os polimorfismos para
actividade nula/reduzida do CYP2D6 estdo significativamente associados a reduzidas
concentracdes dos metabolitos activos do farmaco ou menor tempo livre de doenga. No
entanto houve também estudos cujos resultados indicaram auséncia de associacdo ou
mesmo a associagdo contréria no caso Pia Wegman et al. (2005) que sugeriu que o alelo

*4 estava associado a menor risco de recorréncia na populagéo Sueca.

Nos estudos com mais impacto devido a maiores amostras referentes ao CYP2D6,
apenas o estudo realizado por Schroth et al. (2009) demonstrou associagao significativa,
tendo os individuos PM e IM piores resultados provenientes da terapéutica quando
comparados com EM. Os restantes ndo observaram associacdo significativa quanto a
resultados terapéuticos. Quanto a reaccdes adversas, foi observado num destes a relacao
contra-intuitiva de individuos PM e IM apresentarem maior risco de desenvolvimento

de afrontamentos que os EM.

Apesar de varios autores considerarem que estd implicita a relacdo entre baixas
concentragcdes dos metabolitos activos do tamoxifeno e piores resultados terapéuticos,
num estudo com impacto de Madlensky et al. (2011) néo se verificou uma associagao
linear entre estes, sugerindo a existéncia de um limite minimo de concentracdo de
endoxifeno a partir do qual se alcanca o efeito protector do farmaco. Para um maior
esclarecimento futuro sobre a importancia clinica de baixas concentracGes deste

metabolito s&o necessarios mais estudos com impacto.

A escassez de estudos farmacogenéticos sobre o0 CYP2C9 ndo permite tirar conclusdes
guanto a influéncia dos seus polimorfismos nos resultados da terapia com este farmaco.
Nas populacdes Japonesa, Alem@ e Polaca ndo se verificaram influéncias do

polimorfismo CYP2C19*2 no tratamento com tamoxifeno, no entanto em estudos de
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maior impacto na populacdo Holandesa verificaram-se maiores taxas de sobrevivéncia e
maior tempo livre de doenga nas mulheres com o referido alelo. Os estudos onde foi
analisado o polimorfismo CYP2C19*3 néo referem qualquer tipo de associagdo. O alelo
CYP2C19*17 que origina a enzima de actividade aumentada foi associado a melhores
resultados provenientes da terapéutica com este farmaco na populacdo Alema mas em 2
estudos com mais impacto na populagdo Holandesa tiveram resultados diferentes deste e
entre si. No estudo de van Schaik et al. (2011) referem um valor progndstico para
melhores resultados da terapéutica enquanto Beelen et al. (2013) refere inexisténcia de
valor prognoéstico e simultaneamente inexisténcia de correlacdo com os resultados

terapéuticos.

Nos polimorfismos descritos no gene CYP3A4, o recém-descrito CYP3A4*22
demonstrou influenciar a resposta terapéutica com tamoxifeno, sendo que o alelo
variante (T) foi associado a maiores concentragcfes de tamoxifeno e dos seus
metabolitos. O polimorfismo CYP3A4*1B foi associado a aumento do risco de

desenvolver cancro do endométrio.

Dos estudos referentes ao CYP3AS5 incluidos nesta revisdo bibliogréfica, apenas no
estudo de P. Wegman et al. (2007) se observou associacdo entre o genttipo CYP3A5 e
resultados provenientes da toma de tamoxifeno. A associacdo observada foi inesperada
pois o alelo *3 (que codifica para actividade nula da enzima) ndo deveria, em teoria,

levar a melhores resultados da terapia.

Foram também revistos alguns estudos quanto ao SULT1A1, tendo sido estudado o
gendtipo SULT1A1 e o nimero de copias do gene. Apenas os autores de S. Nowell et
al. (2002) (os mesmos que Mercer et al. (2010)) referiram uma associagdo, sendo esta
entre o polimorfismo SULT1A1*2 e menor tempo livre de doenca, o que foi inesperado
face a menor capacidade catalitica da enzima originada pelo SNP. Foi revelado mais
tarde, através de um estudo in vitro, que os produtos da sulfatagdo do metabolito 4-OHT
poderdo ser activos biologicamente o que seria uma possivel explicacdo para 0s

resultados anteriormente vistos.
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Apesar de um estudo in vitro reconhecer alteracdes na actividade das enzimas UGT1A8
e UGT2B7 devido a mutagdes nos respectivos genes, estas ndo revelaram relevancia na
taxa de recorréncia da patologia e no tempo livro de doenca em mulheres a tomar
tamoxifeno. Também ndo foi verificada qualquer correlacdo entre o polimorfismo
UGT2B15*2 (UGT2B15%™ e resultados da terapia com este farmaco.

Nos transportadores ABC foram estudados varios polimorfismos sendo os resultados
destes contraditérios entre as populacdes da Malésia, da Tailandia e do Japdo. Na
populacdo Tailandesa o gendtipo ABCB1 C/T (quanto ao polimorfismo C3435T)
demonstrou estar associado a menor tempo livre de doenca (sendo inesperado 0s
gend6tipos homozig6ticos wt e variante terem resultados semelhantes), 0 mesmo ndo se
verificou nas restantes populacées. Também na populacdo Japonesa se verificou que o
alelo A do gene ABCC2 estava associado a maior risco de recorréncia nao se

observando a mesma associacdo na populagéo Tailandesa.

Ao nivel dos receptores de estrogénio vale a pena salientar que os polimorfismos destes
tém um papel importante na modulacdo da resposta terapéutica ao nivel de efeitos
secundarios e reac¢des adversas. Os genotipos C/C e G/G para os polimorfismos ESR1
Pvull e ESR2-02 respectivamente foram associados a maiores scores de afrontamentos
induzidos pela toma de tamoxifeno, o geno6tipo ESR1 Xbal A/A foi associado a menor
risco de sofrer de trombose venosa profunda. As repeti¢fes dinucleotideas CA no intrdo
5 do gene do Erf foi o unico polimorfismo estudado a demonstrar associacdo com a
densidade mineral 6ssea da espinha lombar dos pacientes, sendo mulheres portadoras do
alelo de 21 repetices dinucleotideas CA demonstraram ter densidade &ssea
significativamente maior. Tanto o polimorfismo ESR1 Xbal como o ESR2-02
demonstraram influenciar os niveis plasmaticos dos lipidos assim como o estado
menopausico das mulheres que tomaram o farmaco. Por fim, a associa¢do do gendtipo
ESR1 Pvull T/T com a presenca do alelo wt UGT2B15 demonstrou menor tempo livre

de doenca nos individuos que apresentam estes gendtipos.

Vérias limitacGes foram referidas pelos autores, de entre as quais a mais frequente é o
reduzido tamanho da amostra. De facto ao analisar certos estudos com mais impacto
devido a amostras maiores conclui-se que estes ndo corroboram os resultados obtidos

em estudos com amostras reduzidas (como é o caso dos estudos referentes ao CYP2D6).
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5. Conclusédo

O facto de os resultados poderem ser influenciados por outros polimorfismos noutros
genes ndo analisados nos estudos € outra limitagdo referida nesta revisao bibliogréafica,
para a qual Mugundu, Sallans, Guo, Shaughnessy, and Desai (2012) sugerem
investigacbes in vitro para contornar este problema. Outras limitacdes provém da
negligéncia de factores que podem explicar a incongruéncia dos resultados entre 0s
varios estudos, sendo estas referentes a metodologia dos estudos, como a auséncia de
informacg&o sobre a toma concomitante de farmacos inibidores do CYP2D6, auséncia de
informacao sobre tratamentos para o cancro da mama a que 0s pacientes se submeteram,
diferencas na dosagem de tamoxifeno dada aos pacientes, duracao do tratamento, tempo
de follow-up, erros na genotipagem, divergéncia nas caracteristicas dos pacientes como
estado menopdusico, idade e raga/etnia.

A existéncia de resultados contraditorios pode dever-se entdo ao facto de ndo se ter em
conta numerosos factores que contribuem simultaneamente para a variabilidade na
eficacia e toxicidade do tamoxifeno, levando a inviabilidade dos estudos, ndo
alcancando assim o grau de evidéncia desejado para recomendar genotipagens aquando

da decisdo sobre a toma deste farmaco.

Existem testes farmacogenéticos comercializados para detectar variagdes genéticas, mas
as questdes sobre o facto de estes deverem ser utilizados a nivel clinico e como

interpretar os resultados obtidos permanecem em aberto (Westbrook & Stearns, 2013).

Apesar das associa¢des observadas nos estudos descritos nesta monografia é imprudente
considera-las de caracter definitivo. S8o necessarios estudos com maiores amostras e
que tenham em conta mais factores que possam influenciar os resultados por forma a
evitar inviabilizar os estudos para chegar a conclusbes mais elucidativas quanto a

influéncia da variabilidade genética no tratamento com tamoxifeno.

Ao elaborar esta monografia deparei-me com vaérias dificuldades entre as quais a
diferenca na quantidade de estudos que analisaram os polimorfismos da enzima
CYP2D6 (provavelmente devido as diferencas de resultados e importancia no
metabolismo do farmaco) face a escassez de estudos para as restantes proteinas

envolvidas na farmacocinética do farmaco.
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