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RESUMO 

 

O câncer de mama é o tipo que possui a maior taxa de mortalidade entre mulheres de todo o 
mundo. Ele possui diferentes características moleculares, classificando-se em: Luminais A e 
B, HER2 e basal-like. O tamoxifeno, tratamento clássico dos tumores mamários luminais, é 
uma pró-droga que precisa ser metabolizada por enzimas hepáticas, especialmente a 
CYP2D6, para exercer suas funções terapêuticas.  No entanto, cerca de 40% das pacientes não 
respondem adequadamente ao tratamento com tamoxifeno e existem evidências que apontam 
a perda de função da CYP2D6 como causa das respostas indesejáveis do tamoxifeno, embora 
os dados sejam conflitantes. A CYP2D6 é uma enzima do P450, altamente polimórfica, 
fenotipicamente classificada de acordo com a atividade em metabolizadores pobres, 
intermediários, rápidos e extensivos. O objetivo deste trabalho foi aplicar ferramentas de 
bioinformática para avaliar o impacto das mutações de sentido trocado na estrutura e função 
de alelos metabolizadores pobres da CYP2D6. A base de dados CYPalleles foi consultada 
para catalogar os alelos pobre metabolizadores da CYP2D6 e suas respectivas mutações e 
selecionar alelos que contêm exclusivamente mutações de sentido trocado. Todos os 
polimorfismos presentes nos alelos selecionados, CYP2D6*7 e CYP2D6*14A, foram 
submetidos a análise através de sete algoritmos de predição de impacto estrutural e/ou 
funcional na proteína. Subsequentemente foram construídos modelos 3D baseados na 
estrutura terciária alterada pelas mutações. Os resultados evidenciaram que a única mutação 
presente no alelo CYP2D6*7, a H324P, compromete a dinâmica do sítio ativo devido a sua 
localização entre duas alfas hélices, resultando em alto impacto funcional. Por outro lado, o 
alelo CYP2D6*14A possui quatro mutações, os polimorfismos R296C e S486T estão 
presentes em vários alelos da CYP2D6, e as análises in silico não apontam significantes 
efeitos deletérios. A mutação P34S também está presente em vários alelos, mas foi predita 
como deletéria devido a considerável efeito estabilizante pelo surgimento de uma nova ponte 
de hidrogênio. Por outro lado a G169R caracteriza genotipicamente o alelo CYP2D6*14 e 
leva a aumenta a acessibilidade ao solvente  com severa desestabilização da enzima, pois está 
presente numa região de interface entre as cadeias monoméricas. As análises in silico 
evidenciaram efeitos deletérios das mutações de sentido trocado na estrutura e função da 
CYP2D6, o que pode explicar a resistência ao tratamento com tamoxifeno. 

Palavras-chave: Bioinformática. Câncer de mama. CYP2D6. Farmacogenômica. Tamoxifeno 

  



ABSTRACT 

 

Breast cancer is the most incident cancer around the world, with high index of mortality, 
according to the markers expressed, it can be molecular classified in luminal A or B 
(hormonal receptors), HER2 and basal-like breast cancer. Tamoxifen, the standard treatment 
of luminal breast tumors, is a prodrug that must be metabolized by liver enzymes, especially 
CYP2D6, to be therapeutic active. However, about 40% of patients do not respond to 
treatment with tamoxifen and there are evidence pointing to poor function of CYP2D6 
causing underperformance of tamoxifen, although the data are conflicting. CYP2D6 is a 
highly polymorphic enzyme from P450 cytochrome, which is phenotypically classified 
according to enzyme activity in poor, intermediate, extensive and ultra metabolizers. The 
objective of this study was applying bioinformatics tools to assess the impact of missense 
mutations in CYP2D6 structure and function. The database CYPalleles was consulted to 
catalog the poor metabolizers alleles of CYP2D6 and their respective mutations. Thereafter, 
there were selected the alleles CYP2D6*7 and CYP2D6*14A, that contain only missense 
mutations. All polymorphisms in the selected poor metabolizers alleles were analyzed through 
seven algorithms to predict the structural and/or functional impact of each mutation over the 
protein. Subsequently, 3D models were constructed to evaluate the tertiary structure altered 
by the mutations. The results for the allele CYP2D6*7, showed that H324P mutation, which 
is the only one present in this allele, compromises the dynamics of the active site due to its 
location between two α-helixes, resulting in high functional impact. The allele CYP2D6*14A 
has four mutations, three of then are present in various alleles but while R296C and S486T 
were not predicted as deleterious, P34S leads to a gain of one H-bound and severe protein 
stabilization, with function loss. The last polymorphism is G169R, that characterizes 
genotypically the allele and leads to a high structural and functional impact due to gain of 
solvent accessibility and severe enzyme destabilization, as it is present in an interface region 
between the monomeric chains. The in silico analyzes showed that the deleterious effects of 
missense mutations in the structure and function of CYP2D6 may explain the resistance to 
tamoxifen treatment. 

 

Key words: Bioinformatics. Breast cancer. CYP2D6. Pharmacogenomics. Tamoxifen 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO.......................................................................................................... 11 

2 REVISÃO DE LITERATURA.................................................................................. 12 

2.1 Câncer de Mama..................................................................................................... 12 

2.1.1 Tratamento para o Câncer de Mama................................................................. 16 

2.2 Citocromo P450 e Metabolização de Drogas........................................................ 18 

2.2.1 Farmacogenômica e CYP2D6.............................................................................. 20 

2.3 Bioinformática......................................................................................................... 24 

3 OBJETIVOS............................................................................................................... 29 

4 ARTIGO CIENTÍFICO............................................................................................. 30 

4.1 Material Suplementar............................................................................................. 41 

5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS....................................................................... 43 

REFERÊNCIAS............................................................................................................ 44 

ANEXOS........................................................................................................................ 50 

	



	

	

11 

1 INTRODUÇÃO 

 O câncer de mama é a neoplasia mais diagnosticada em mulheres, representa 25% de 

todos os tumores diagnosticados em 2012 e, com 1,67 milhões de novos casos, é o segundo 

câncer mais comum no mundo. Os cânceres de mama podem ser divididos em quatro subtipos 

moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2+ e Basal-like. Este último, compreende um 

fenótipo específico denominado triplo negativo (TNBC - do inglês triple negative breast 

cancer) que não apresenta receptores hormonais expressos na superfície celular.  

 Aproximadamente 70% dos cânceres de mama expressam receptor de estrógeno (RE), 

mas de 30 a 50% das pacientes apresentam resistência a terapia endócrina com tamoxifeno, 

não respondendo ao tratamento (resistência intrínseca) ou recaindo após apresentar resposta 

inicial (resistência adquirida). Alguns mecanismos são propostos para justificar esta 

resistência: (i) alterações no receptor de estrógeno; (ii) alterações nos segundos mensageiros 

envolvidos na sinalização após ativação do RE e (iii) defeitos no metabolismo do tamoxifeno, 

que é um modulador seletivo dos RE e o padrão para tratamento endócrino. O tamoxifeno é 

uma pró-droga que após ser metabolizada no citocromo P450, principalmente pela CYP2D6, 

gera dois metabólitos ativos: endoxifeno e 4OH-tamoxifeno. O gene da CYP2D6 é altamente 

polimórfico, apresentando mais de 105 alelos descritos, que estão fenotipicamente 

classificados de acordo com a atividade metabólica em: pobres, intermediários, rápidos e ultra 

metabolizadores. Apesar de haver controvérsias, evidências indicam que os polimorfismos no 

gene da CYP2D6 podem ser a causa da má metabolização do tamoxifeno e, 

consequentemente, das falhas terapêuticas do medicamento. 

 O objetivo deste trabalho foi aplicar ferramentas de bioinformática para realizar 

análise in silico do impacto estrutural e funcional de mutações de sentido trocado (missenses) 

em alelos pobres metabolizadores da CYP2D6 e avaliar sua possível influência na resistência 

ao tratamento endócrino com tamoxifeno. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

O câncer é um problema de saúde pública, especialmente entre os países em 

desenvolvimento. A estimativa mundial realizada pelo projeto GLOBOCAN (IARC) em 2012 

apontou que 60% dos 14 milhões de novos de cânceres e 70% dos 8 milhões de óbitos 

ocorram em países em desenvolvimento  (FERLAY et al., 2012). 

A estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o biênio 2016-2017 é de 600 

mil novos casos de câncer. Excetuando-se o câncer de pele não melanoma, que corresponde a 

aproximadamente 180 mil casos novos, ocorrerão cerca de 420 mil casos novos de câncer. O 

perfil epidemiológico observado assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os 

cânceres de próstata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serão os mais 

frequentes (Figura 1). Para o ano de 2016 são esperados 57.960 novos casos de câncer de 

mama, com risco estimado em 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Nas regiões Sul, Sudeste, 

Centro-Oeste e Nordeste o câncer de mama deverá ser o primeiro mais frequente, sem 

considerar os tumores de pele não melanoma (MINISTÉRIO DA SAÚDE - BRASIL, 2015).  

 

Figura 1: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, 
exceto pele não melanoma  

Fonte: Instituto Nacional do Câncer (2015) 

 

2.1 Câncer de Mama 

O câncer de mama é o tipo de neoplasia mais comum em mulheres, correspondendo 

aproximadamente a 25% de todas as neoplasias em mulheres em todo o mundo. Podendo 

acontecer em qualquer uma das células da glândula mamária, o câncer de mama exibe 

propriedades morfológicas variáveis com diferentes perfis imunohistoquímicos e 

histopatológicos que apresentam prognóstico e curso clínico particulares (MAKKI, 2015). 



	

	

13 

O câncer de mama é uma doença heterogênea geneticamente, que se desenvolve 

continuamente. O tecido mamário normal contém lóbulos e ductos que constituem um epitélio 

duplo de células luminais e estromais (Figura 2A). No tecido mamário normal as células 

epiteliais formam o ducto, estabelecem junções com as células vizinhas e com a membrana 

basal, constituindo uma forma de controlar a proliferação celular e garantir a manutenção da 

polaridade celular, através de inibição por contato. A hiperplasia ductal atípica é uma lesão 

pré-maligna que se caracteriza por ter camadas anormais de células epiteliais, sendo 

considerada uma lesão percursora do carcinoma ductal in situ, que não é invasivo. Neste 

tecido cancerígeno, as células ductais perdem a estrutura polarizada que é fornecida por uma 

matriz densa de colágeno, e desta forma, ficam propensas a proliferar e migrar (estrela verde). 

A medida que as células acumulam alterações epigenéticas e genéticas, o risco para o 

desenvolvimento de câncer de mama invasivo aumenta. Uma vez que o carcinoma se torne 

invasivo, o risco para desenvolvimento de metástase aumenta consideravelmente, sendo os 

linfonodos o sítio primário (VARGO-GOGOLA; ROSEN, 2007; VIDEIRA; REIS; BRITO, 

2014).  

Observa-se que no processo de transformação das células epiteliais da mama ocorre 

um acúmulo de alterações epigenéticas e genéticas, combinadas com interação anormal com o 

microambiente estromal. Este microambiente tumoral é complexo e envolve a matriz 

extracelular, células cancerígenas, além de diversos outros tipos de células, inclusive 

fibroblastos e células do sistema imune. Tamanha complexidade celular é responsável por 

garantir autossuficiência em fatores de crescimento, bem como manter o ambiente 

inflamatório e oxidante, favorecendo a angiogênese. A consequência é que células 

cancerígenas adquirem controle autônomo de sua proliferação, sobrevivência e migração. 

Dados estes fatores, as células cancerígenas são capazes de invadir a membrana basal e entrar 

nos vasos sanguíneos, através dos quais atingem diferentes tecidos e provocam metástases, 

como exemplificado no parênquima pulmonar (Figura 2B) (INSUA-RODRÍGUEZ; 

OSKARSSON, 2015; VARGO-GOGOLA; ROSEN, 2007; VIDEIRA; REIS; BRITO, 2014).  

A hipótese de que apenas a minoria das células possuem potencial tumorigênico faz 

parte da teoria de que tumores contêm um conjunto de células especializadas com 

propriedades únicas (MAGEE; PISKOUNOVA; MORRISON, 2012) (Figura 2C). Estas 

células são chamadas células tronco cancerígenas pois têm habilidade de auto-renovação e 

diferenciação. É suposto que sejam responsáveis por gerar e manter o tumor estando 

associadas a progressão tumoral, quimiorresistência, recorrência e metástase (MAUGERI-
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SACCÀ; DE MARIA, 2015; VARGO-GOGOLA; ROSEN, 2007; VIDEIRA; REIS; BRITO, 

2014). Na figura 2C está esquematizado o papel da célula tronco mamária no 

desenvolvimento do câncer de mama. 

 

Figura 2: Biologia do tecido mamário normal e cancerígeno. Em A observa-se a histologia do tecido mamário 

normal e sua transformação maligna onde a estrela amarela indica os linfonodos primários e a estrela verde a 

matriz colágena; em B evidencia-se a relação do tumor de mama com seu microambiente, levando a metástase; 

em C está esquematizado o papel da célula tronco mamária e o desenvolvimento do tumor. 

	

Fonte: Adaptado de Vargo-Gogola & Rosen (2007) 

 

O câncer de mama é classificado em quatro estágios, considerando-se idade, 

comprometimento de linfonodos, grau e tamanho do tumor. Deste modo, o estágio I 

caracteriza uma massa tumoral pequena e localizada sem propriedades invasivas; nos estágios 

II e III o tumor é maior e apresenta fenótipo invasivo; os tumores avançados são classificados 
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como estágio IV. O comprometimento de linfonodos gera uma subclassificação em A, B e C 

(VIDEIRA; REIS; BRITO, 2014). Adicionalmente, 95% dos tumores mamários são 

adenocarcinomas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010). Os cânceres originados dos ductos, 

são chamados ductais, enquanto aqueles que se originam nos lóbulos são chamados de 

carcinomas lobulares, ambos podem ser considerados in situ ou invasivos (Figura 3A) 

(MAKKI, 2015).  

Perou fez análise de expressão gênica por microarranjo dos tumores de mama, 

classificando nos seguintes subgrupos: Luminal A e B, Basal-like, HER2 super expresso e 

mama normal (PEROU et al., 2000) (Figura 3B). O tipo basal-like é positivo para CK5/6, p-

caderina, caveolinas 1 e 2, nestina, EGFR, entre outros; esse subtipo é frequentemente 

confundido com os tumores triplo negativos, no entanto, 30% dos tumores basais não tem o 

fenótipo triplo negativo (BADVE et al., 2011). O câncer de mama denominado de triplo 

negativo é caracterizado por não apresentar receptores de estrógeno (RE) e/ou progesterona 

(RP) e HER2. Por outro lado, os tumores Luminais expressam os RE e RP, mas o Luminal A 

não apresenta HER2 e tem baixo Ki67, um marcador de proliferação celular, em contraste ao 

tipo B que é HER2+ e tem alto Ki67 (LEE, 2016; PEROU et al., 2000). Outro subtipo foi 

posteriormente descrito, o claudin-low se refere a tumores que exibem propriedades de células 

tronco mamárias e mesenquimais, esse subtipo tem sido frequentemente associado a células 

resistentes à quimioterapia (O’REILLY et al., 2015). Esta classificação foi posteriormente 

comprovada por inúmeros estudos independentes e conduziu a mudança na conduta clínica, 

que passou a se basear neste novo parâmetro para tomar as decisões terapêuticas, bem como 

avaliar o prognóstico (EROLES et al., 2012).  

A aplicação da tecnologia molecular no diagnóstico do câncer de mama possibilita 

direcionar mais eficientemente as decisões terapêuticas e estabelecer prognósticos mais 

precisos para as pacientes. Neste sentido, estão disponíveis no mercado alguns painéis 

moleculares, como o Oncotype DX® que avalia através de um score a resposta a terapia 

hormonal e a quimioterapia em pacientes que expressam receptor de estrógeno; e o 

MammaPrint que por sua vez, avalia o risco de reco ocorrência e de metástases em pacientes 

recém diagnosticadas com câncer de mama (BERSE; LYNCH, 2015; MURAWA et al., 2014; 

STEIN et al., 2016) 
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Figura 3: Patogênese do câncer de mama e grau histológico VS subtipos moleculares. 

 

Fonte: Adaptado de http://www.pathophys.org/breast-cancer/	

 

2.1.1 Tratamento para o Câncer de Mama 

Avanços em métodos de rastreio e diagnóstico precoce têm levado a redução 

significativa no número de recaídas e morte por câncer de mama. No entanto, 

tradicionalmente o tratamento de câncer de mama leva em consideração critérios clínicos e 

histopatológicos. Pode-se, portanto, pontuar três vias principais de tratamento: a 

quimioterapia, o tratamento endócrino e o tratamento com anticorpo monoclonal anti-HER2 

(WESTBROOK; STEARNS, 2013). Aproximadamente 80% das pacientes de câncer de 

mama expressam receptores de estrógeno no tecido tumoral, isto é, se enquadram no grupo de 

câncer de mama tipo Luminal, sendo portanto direcionadas para o tratamento endócrino 

(LUMACHI; SANTEUFEMIA; BASSO, 2015). 
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Tratamento Endócrino 

O tratamento endócrino do câncer de mama representa a terapia padrão para os 

tumores RE+ e atualmente se constitui de: (i) ablação ovariana; (ii) moduladores seletivos do 

receptor de estrógeno, que bloqueiam a ação do estrógeno no tumor e (iii) inibidores de 

aromatase, que inibem uma enzima chave na produção do estrógeno (LUMACHI; 

SANTEUFEMIA; BASSO, 2015). No entanto, de modo geral, o tamoxifeno é o medicamento 

mais utilizado como tratamento endócrino do câncer de mama, um modulador seletivo de 

receptores de estrógeno (SALADORES et al., 2014). 

 O tamoxifeno age como agonista parcial não-esteróide em alguns tecidos como fígado, 

útero e ossos, mas no cérebro e na mama age como um inibidor competitivo do receptor de 

estrógeno. Desta forma, o tamoxifeno bloqueia a sinalização desde o RE, inibindo a 

proliferação celular tumoral (LUMACHI; SANTEUFEMIA; BASSO, 2015) (Figura 4). No 

entanto, para exercer sua função terapêutica, o tamoxifeno precisa ser convertido a seus 

metabólitos ativos: o 4OH-tamoxifeno e endoxifeno, que têm cem vezes mais afinidade pelo 

receptor de estrógeno do que o tamoxifeno. Porém, endoxifeno é considerado o metabólito 

principal por ter concentração plasmática muito maior que a do 4OH-tamoxifeno 

(MÜRDTER et al., 2011). 

De 30 a 50% das pacientes tratadas com tamoxifeno apresentam algum nível de 

resistência ao tratamento e não obtêm a resposta esperada (SALADORES et al., 2014). 

Existem diversos mecanismos que podem causar esta resistência ao tratamento endócrino, 

podendo-se classificar em três categorias principais: (i) alteração no alvo da droga, ou seja, o 

RE; (ii) alterações nos segundos mensageiros da via sinalizada pelo RE e (iii) defeitos de 

metabolismo (GROENENDIJK; BERNARDS, 2014). O metabolismo do tamoxifeno ocorre 

principalmente no fígado, através de enzimas que compõe o citocromo P450, originando seus 

metabólitos ativos após a catálise por diversas enzimas, especialmente CYP2D6 

(SALADORES et al., 2014).  
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Figura 4: Farmacocinética e Farmacodinâmica do Tamoxifeno. 

	

Fonte: A autora 

 

2.2 Citocromo P450 e Metabolização de Drogas 

O citocromo P450 constitui uma família de enzimas capazes de catalisar a 

biotransformação oxidativa da maioria das drogas e de alguns xenobióticos lipofílicos, sendo 

considerado de grande relevância para farmacologia clínica. A maioria dos genes do P450 em 

humanos está agrupada de acordo com a similaridade das sequências genéticas em 18 famílias 

e 44 subfamílias, que desempenham funções endógenas específicas. No entanto, apenas as 

famílias de CYP1, 2 e 3 são responsáveis por metabolizar drogas e xenobióticos, e mesmo 

que haja sobreposição de especificidade por substratos entre as enzimas dessas famílias 

(Figura 5), várias drogas são metabolizadas a níveis clinicamente significantes por apenas 

uma ou poucas delas.  

A nomenclatura das proteínas que compõe o P450 é complexa e adota regras específicas, 

descritas a seguir: primeiro o termo CYP designa enzimas do P450; o numeral arábico a 

seguir corresponde à família; é sucedido por uma letra maiúscula (subfamília) e o numeral 

arábico que vem por último, designando o peptídeo específico. Adicionalmente, a 

nomenclatura dos alelos de cada peptídeo é precedida por um asterisco, sendo estes nomeados 
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numerais arábicos seguidos de letra maiúscula (DALY et al., 1996; INGELMAN-

SUNDBERG et al., 2000). 

Existem diversos fatores que interferem na expressão e função destas CYPs, inclusive 

polimorfismos genéticos, e conhecer estes fatores é uma ferramenta importante no 

entendimento da farmacogenética e resposta terapêutica das drogas (ZANGER; SCHWAB, 

2013).  

 

Figura 5: Enzimas das famílias 1, 2 e 3 do citocromo P450 e algumas classes de drogas metabolizadas. 

Fonte: Figura da autora, com informações disponíveis em Zanger & Schwab (2013)  

	

O gene mais polimórfico entre os das CYPs responsáveis por metabolizar compostos 

exógenos é o da CYP2D6, para o qual existem mais de 100 variantes alélicas descritas 

(HERTZ et al., 2015; INGELMAN-SUNDBERG; SIM, 2010). A CYP2D6 é responsável por 

metabolizar cerca  de 25% de todas as drogas exógenas, sendo a enzima mais importante no 

metabolismo do tamoxifeno (HERTZ et al., 2015).  
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 2.2.1 Farmacogenômica e CYP2D6 

A farmacogenômica tem por objetivo identificar variantes genômicas que influenciam o 

efeito das drogas e proporcionar a aplicação clínica da medicina personalizada (RELLING; 

EVANS, 2015). Informações do projeto 1000Genomas mostram que cada indivíduo carrega 

aproximadamente 300 variantes genéticas associadas a perda total ou parcial da função dos 

produtos gênicos. O fato de um  único gene estar associado a várias doenças enquanto uma 

única doença pode ser causada por mutações em vários genes faz com que a relação entre o 

genótipo-fenótipo seja muito mais complexa do que se poderia prever. Adicionalmente, as 

mutações não têm efeitos idênticos em diferentes indivíduos, pois fatores individuais como 

interações gênicas, proteicas e metabólicas, bem com fatores ambientais exercem grande 

influência nos fenótipos observados (ZHANG; KUIVENHOVEN; GROEN, 2015). 

 É possível, contudo, observar que a farmacogenética do indivíduo afeta de duas formas 

principais o metabolismo e ação dos medicamentos. A primeira é através de alterações na 

farmacocinética – que consistem na absorção, distribuição, metabolização e eliminação da 

droga; e a segunda através de modulação da farmacodinâmica da droga - modificando o alvo 

da droga ou alterando as vias biológicas que alteram a sensibilidade aos efeitos 

farmacológicos da droga (RELLING; EVANS, 2015).  

Na farmacogenômica do câncer de mama os polimorfirmos da CYP2D6 têm sido 

considerados como biomarcadores emergentes na predição de sucesso ao tratamento 

endócrino (KALIA, 2015). A CYP2D6 é relativamente pouco expressa quando comparada a 

outras enzimas do citocromo P450, no entanto metaboliza até 25% das drogas utilizadas na 

clínica. Estão inclusos em seus substratos virtualmente todas as classes terapêuticas tais 

como: antiarrítimicos, antidepressivos, antipsicóticos, beta-bloqueadores, analgésicos e 

antineoplásicos  (BAUMANN, 2015). Neste contexto é importante considerar o fato da 

polifarmácia, ou polimedicamento – administração de vários medicamentos simultaneamente, 

um proeminente fator ambiental que interfere na atividade da CYP2D6. O fenômeno 

denominado de fenoconversão é caracterizado pela perda de metabolização ainda que não 

existam polimorfismos genéticos relacionados. Usualmente a fenoconversão da CYP2D6 

ocorre por causa da concomitância na administração de substratos e inibidores (LISBETH et 

al., 2016)  (Figura 6).  
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Figura 6:	Principais substratos e inibidores da CYP2D6 

Fonte: A autora 

 

Para avaliar a associação entre a perda da função da CYP2D6 por polimorfismos 

genéticos e a resposta ao tratamento endócrino do câncer de mama, inúmeros estudos tem sido 

desenvolvidos, sem no entanto, encontrar consenso (GOETZ et al., 2013; RAE et al., 2012; 

REGAN et al., 2012; SCHROTH et al., 2014).  

O gene CYP2D6 está localizado no braço longo do cromossomo 22, é altamente 

polimórfico com mais de 105 variantes alélicas descritas, sendo aproximadamente 40 SNPs 

(Single Nucleotide Polymorphisms, do inglês) (KIM et al., 2013). Os diferentes genótipos da 

CYP2D6 refletem em uma caracterização fenotípica dos indivíduos de acordo com a atividade 

da CYP2D6: (i) pobres metabolizadores – PM, que tem dois alelos não funcionais; (ii) 

metabolizadores intermediários – IM, um alelo funcional ou dois alelos de atividade reduzida; 

(iii) metabolizadores extensivos – EM, que tem dois alelos funcionais – considerados 

normais; e (iv) metabolizadores ultrarrápidos – UM, que tem duplicação de alelos funcionais 

(Figura 7).  
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Figura 7: Classificação alélica da CYP2D6 e distribuição dos alelos representados por *N (onde N é o 

respectivo alelo). Os alelos mais frequentes estão em destaque . 

	

 Fonte: A autora, com informações da base de dados CYPalleles 

	

Os efeitos farmacológicos decorrentes dos polimorfismos da CYP2D6 variam de 

acordo com o substrato, mas a consideração mais importante nesse sentido é se a droga é 

inativada ou ativada pela oxidação catalisada pela CYP2D6. No caso de drogas que são 

inativadas, em indivíduos PM é esperado que a droga se acumule resultando em maior risco 

de efeitos adversos e toxicidade. Em contraste os indivíduos UM deverão perder parte do 

efeito da droga, dado o rápido clearance da droga ativa. Para as pró-drogas ativadas pela 

CYP2D6 a situação é consequentemente inversa, os PM experimentam falha terapêutica e os 

UM têm mais efeitos colaterais (BAUMANN, 2015). 

Para o tamoxifeno foi observada a existência um efeito gene-dose dependente, onde 

indivíduos que tem fenótipo PM ou IM para CYP2D6 obtêm concentração plasmática de 

endoxifeno até 75% menor do que aqueles com fenótipo metabolizador extensivo 

(BINKHORST et al., 2015). Em populações caucasianas a mutação funcionalmente relevante 

mais frequente é a 1846G>A, do alelo pobre metabolizador CYP2D6*4. Este polimorfismo 

resulta em um RNA mensageiro fruto de splicing alternativo com uma base a mais, levando a 

formação de código de parada prematuro e como consequência, uma proteína truncada e de 

atividade nula. Na população asiática o alelo CYP2D6*10 é o mais frequente ocorrendo em 

50% da população. Indivíduos homozigotos para o alelo *10 ou indivíduos heterozigotos com 

um alelo nulo tem atividade in vivo substancialmente reduzida se comparados aos EM, sendo 

classificados como IM. Outro alelo reportado majoritariamente para uma população em 

específico foi o *17, em 30% dos africanos. O CYP2D6*17 possui um haplótipo complexo 

com diversas substituições de aminoácido. Dentre estas, a troca de treonina por isoleucina na 
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posição 107 foi relacionada com atividade reduzida e alterações na preferencia por substratos 

in vitro. (BAUMANN, 2015) 

Um estudo com objetivo de analisar as variabilidades interétnicas dos alelos da 

CYP2D6 mostrou que na população americana, há maior frequência do alelo *4. Este mesmo 

estudo aponta que a população brasileira é genotipicamente similar  a de Cuba e dos Estados 

Unidos (LLERENA et al., 2014). Dois estudos realizados na população brasileira mostram 

contraste entre as regiões nordeste e sul, no qual do Sul do Brasil (Porto Alegre) o alelo *4 

teve frequência de 18% e o *10 de 1% (ANTUNES et al., 2012); no Nordeste (São Luís) o 

alelo *4 teve frequência de 25% e o alelo *10 de 14% (MARTINS et al., 2014). 

Em uma tentativa de racionalizar o uso de medicamentos algumas tecnologias de 

genotipagem da CYP2D6 já foram desenvolvidos, o mais proeminente dentre eles é o 

Amplichip® (ROCHE Molecular Diagnostics), aprovado pela FDA (Food and Drugs 

Administration – EUA) em 2005. A tecnologia é baseada em microarranjo e emprega cinco 

etapas: (i) amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) do DNA purificado; (ii) 

fragmentação e marcação do produto amplificado; (iii) hibridização dos fragmentos com 

sondas do microarranjo; (iv) leitura do microarranjo e (v) determinação do genótipo e 

predição do fenótipo da CYP2D6 e CYP2C19 (LEON; SUSCE; MURRAY-CARMICHAEL, 

2006). O Amplichip é capaz de genotipar 33 alelos da CYP2D6, mas seu custo permanece 

elevado, dificultando sua implementação no diagnóstico clínico. 

Diversos estudos multicêntricos com número considerável de pacientes já foram 

realizados, mas sem encontrar consenso. Possivelmente a causa para as discordâncias está 

relacionada a não conformidade em diversos critérios importantes, pode-se pontuar: número 

de variantes alélicas consideradas, fonte de DNA para testes de genotipagem, o tratamento 

quimioterápico feito em paralelo, além da duração do tratamento com tamoxifeno 

(BINKHORST et al., 2015).  

Considerando-se a importância da CYP2D6 no metabolismo de drogas exógenas e a falta 

de concordância nos estudos in vitro, torna-se importante utilizar outras abordagens in silico 

para compreender o papel dos polimorfismos da CYP2D6 na falha ao tratamento com 

tamoxifeno.   

A bioinformática, através de recursos computacionais aplicados aos dados biológicos, 

pode contribuir com a farmacogenômica aplicando ferramentas e abordagens que vão desde a 
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mineração de dados depositados em bases de dados públicas, o desenvolvimento e aplicação 

de algoritmos de predição até análises 3D de interação proteína-proteína e proteína-droga 

(CHANG, 2015; SEAL et al., 2014; VAN NESTE; VAN CRIEKINGE, 2015; VERLI, 2014).  

 

2.3 Bioinformática 

Na década de 1990 foi lançado o Projeto Genoma Humano. Aproximadamente 14 anos 

depois a sequência completa do genoma humano com mais de 3 bilhões de pares de bases 

estava disponível. Desde então, os dados genômicos têm sido coletados em proporções cada 

vez maiores (CAPRIOTTI et al., 2012). Numa relação inversamente proporcional, com a 

queda dos custos de sequenciamento, houve um aumento de sequencias e polimorfismos 

depositados nas bases de dados (Figura 8).  

 

Figura 8: Análise retrospectiva e prospectiva do número de genomas completos sequenciados. 

Fonte: http://sulab.org/2013/06/sequenced-genomes-per-year/ 
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O projeto genoma já reportou mais de 84.000.000 de SNPs, 3.000.000 de pequenas 

inserções ou deleções e 60.000 variantes estruturais em 2.504 indivíduos de 26 populações 

diferentes. Adicionalmente, foi reportado que cada indivíduo carrega aproximadamente 300 

variantes que levam a produtos gênicos com perda total ou parcial de função (ZHANG; 

KUIVENHOVEN; GROEN, 2015).  

As variantes genéticas podem ser classificadas como SNP  quando ocorrem em pelo 

menos 1% da população (FRANK, 1999). Os SNPs podem ocorrer em regiões codificantes de 

genes, em regiões não codificantes ou em regiões intergênicas. Os SNPs que se encontram em 

regiões não codificantes podem ter consequências no splicing, na ligação de fatores de 

transcrição ou na sequência de RNAs não codificantes, que exercem funções regulatórias. As 

mutações sinônimas ou silenciosas geram a mesma sequência polipeptídica. Os SNPs não 

sinônimos podem ser missense ou de perda de sentido, onde a de perda de sentido leva a um 

código de parada prematuro e a missense a uma substituição de aminoácido (WU et al., 2015). 

As mutações de sentido trocado podem alterar a função da proteína de diversas formas: (i) 

mutações que ocorrem em resíduos funcionais - como os do sítio ativo ou envolvidos em 

interação proteína-proteína, podendo causar ganho ou perda de função e consequentemente 

alteração na via molecular envolvida; (ii) as que podem alterar a estabilidade da proteína seja 

desestabilizando (aumento da proporção de proteína enovelada) ou estabilizando (diminuição 

da proporção de proteína enovelada), o que também deverá ocasionar perda funcional; (iii) 

mutações que podem causar agregação da proteína final, impedindo sua correta função; e (iv) 

as que podem levar a alterações nos processos pós-traducionais, como perda/ganho de sítios 

de glicosilação (WORTH et al., 2007) 

Diante desta perspectiva, sabe-se que os SNPs têm grande influência em como os 

humanos respondem a diferentes situações que vão desde a exposição a patógenos e agentes 

químicos até aos medicamentos e vacinas. Desta forma, o estudo destes polimorfismos tem 

grande importância na pesquisa biomédica e no desenvolvimento de medicamentos 

(CAPRIOTTI et al., 2012; WANG et al., 2012; WU et al., 2015).  

Considerando-se que substituições de aminoácidos podem levar a alterações críticas na 

estrutura da proteína enovelada, instabilidade estrutural e até perda funcional, diversos 

métodos têm sido desenvolvidos para prever os efeitos das trocas de aminoácidos. Pode-se 

destacar duas classes, não necessariamente independentes: (i) predição de efeito funcional e 

(ii) predição de impacto na estabilidade proteica após mutações de sentido trocado 



	

	

26 

(CAPRIOTTI et al., 2012). De modo geral, estes métodos se baseiam em algoritmos, que são 

por definição, uma sequência lógica de instruções necessárias para executar determinada 

tarefa (VERLI, 2014). Os algoritmos aplicam métodos de classificação como Support Vector 

Machine (SVM), Neural Network (NN) ou Random Forest (RF) para definir se um SNP tem 

provável efeito deletério nas proteínas (KANDOI; ACENCIO; LEMKE, 2015; KUMAR et 

al., 2014).  

Dentre estes métodos, o mais clássico e consequentemente mais utilizado é o SVM, que 

foi desenvolvido numa base de aprendizagem estatística teórica para  maximizar as margens 

de separação entre exemplos de duas classes projetadas em um hiperespaço (LI et al., 2009). 

Trata-se de um método de reconhecimento de padrões do tipo kernel-based que utiliza a 

aprendizagem de máquinas (machine learning). A diferença do SVM para os demais métodos 

de classificação é que os modelos de SVM dependem apenas das amostras próximas dos 

limites entre duas (ou mais) classes – ou seja, as amostras nas margens de cada classe, que são 

chamadas de vetores de suporte (support vectors) (LIU et al., 2013). 

Os demais métodos utilizam todas as amostras do conjunto de dados para determinar os 

limites entre as classes (GUNN, 1998; LIU et al., 2013). O RF é um conjunto de árvores em 

um espaço vetorial de múltiplas dimensões de variáveis de um objeto classificado, seu 

resultado é baseado em uma média dos resultados independentes de cada árvore (LI et al., 

2009; LIU et al., 2013). O método de Neural Network, ou Redes Neurais, mimetiza o 

funcionamento do cérebro humano e tem sido cada vez difundido por dois motivos principais: 

(i) como as propriedades das sequências proteicas estão distribuídas em hiperespaços com 

características complexas, normalmente é difícil encontrar modelos satisfatórios usando 

abordagens estatísticas ou parametrizadas; (ii) métodos baseados em NN são capazes de 

processar valores contínuos apresentados ao modelo (CAO; XIONG, 2014).  

Apesar de utilizarem métodos diversos para classificar os polimorfismos, os algoritmos 

partem de dados biológicos similares para realizar as análises. Alguns baseiam suas análises 

exclusivamente em dados de conservação obtidos através de alinhamento de múltiplas 

sequencias, como o Mutation Assessor e o SIFT. Outras abordagens, como as aplicadas pelo 

PolyPhen2, SNPs&GO e MutPred, combinam informações de homologia com vários tipos de 

anotações funcionais e estruturais, tais como: (i) propriedades físico-químicas dos 

aminoácidos envolvidos na troca; (ii) localização de regiões funcionais; (iii) estrutura 

secundária e (iv) topologia da proteína (FROUSIOS et al., 2013). 
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A utilização em conjunto com os algoritmos de predição e de análises estruturais 3D 

amplia as margens de predição para uma compreensão tridimensional dos efeitos dos 

polimorfismos missenses. A bioinformática estrutural (Figura 9) foca na análise de predição 

da estrutura 3D de macromoléculas biológicas e na identificação de relações entre a estrutura 

e a função, prevendo as interações moleculares que fazem parte de inúmeras vias de um 

sistema biológico (CHOONG; TYE; LIM, 2013; FISER, 2010; LI; WEI, 2015). 

 

Figura 9: Aplicações da bioinformáica estrutural. Exemplo de workflow a partir de análises experimentais de 
proteômica. 

Fonte: A autora 
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A utilização de algoritmos de predição e softwares de modelagem estrutural para 

aplicações farmacogenéticas tem potencial de criar ferramentas personalizadas para o 

diagnóstico, prognóstico e tratamento de doenças, inclusive do câncer. Diversos estudos têm 

sido realizados utilizando ferramentas de bioinformática para fins farmacogenéticos 

(ALENCAR; LOPES, 2010; GEORGE PRIYA DOSS et al., 2013; SHANTHI; 

RAJASEKARAN; RAMANATHAN, 2014), inclusive um estudo que focou na análise do 

citocromo P450. Para este estudo os genes codificantes de mais de 40 enzimas que compõe o 

P450 foram submetidos a análise in silico para avaliar as principais variantes deletérias de 

cada gene. Foram analizadas 18 famílias de CYPs através dos algoritmos SIFT e PolyPhen. 

Dos 791 polimorfismos analisados 38 foram preditos como deletérios pelo SIFT, enquanto 

para o PolyPhen que 338 seriam deletérios. Neste estudo, o gene CYP2D6 apareceu entre os 

10 com mais polimorfismos deletérios, tendo as variantes G42R, G169R, S311L, H324P, 

R343G, Y355C e R365H sido preditas como as mais deletérias tanto pelo SIFT como pelo 

PolyPhen. (WANG; LI; ZHOU, 2009) 

Apesar de ter sido um estudo pioneiro na área, este trabalho com enzimas do P450 não 

avaliou a relação entre o impacto dos polimorfismos encontrados e a caracterização fenotípica 

dos alelos. Dada a importância da CYP2D6 para o metabolismo do tamoxifeno e 

considerando-se que não há concordância sobre o impacto de seus polimorfismos com as 

falhas na terapia com tamoxifeno, fica evidente a necessidade de utilizar novas técnicas e 

abordagens para responder estas questões. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo Geral 

• Analisar o impacto de mutações missenses na estrutura e função de alelos pobres 

metabolizadores da CYP2D6  

 

3.2  Objetivos Específicos 

• Catalogar as mutações presentes em alelos pobres metabolizadores da CYP2D6 

• Selecionar alelos pobres metabolizadores contendo apenas mutações  missenses 

• Validar as mutações missenses em diferentes bases de dados 

• Estabelecer os algoritmos de predição estrutural e funcional a serem utilizados 

• Determinar o sistema binário de classificação das mutações 

• Avaliar a estrutura 3D alterada pelas mutações não sinônimas 
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4.1 Material Suplementar 

	

Supplementary Figure 1 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Foram identificados dois alelos pobre metabolizadores da CYP2D6 contendo apenas 

mutações missenses. Os alelos CYP2D6*7 e CYP2D6*14A contêm juntos cinco 

polimorfismos que foram submetidos a análise através de sete algoritmos de predição de 

impacto estrutural e funcional. Posteriormente a avaliação 3D foram demonstradas as 

consequências dos polimorfismos a nível de estrutura terciária. Os resultados apresentados 

neste trabalho forneceram evidências importantes para a elucidação do papel dos 

polimorfismos da CYP2D6 na farmacogenética do câncer de mama, gerando publicação em 

revista internacional de alto impacto. 

As principais perspectivas deste estudo incluem realizar análise do impacto de múltiplas 

mutações em uma mesma proteína, a fim de mimetizar o fenótipo real de um paciente pobre 

metabolizador; e realizar análises de interação entre as proteínas mutadas e o tamoxifeno, para 

observar se os polimorfismos reduzem a afinidade da CYP2D6 pelo seu substrato.  
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