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RESUMO

O cancer de mama ¢ o tipo que possui a maior taxa de mortalidade entre mulheres de todo o
mundo. Ele possui diferentes caracteristicas moleculares, classificando-se em: Luminais A e
B, HER2 e basal-like. O tamoxifeno, tratamento classico dos tumores mamarios luminais, ¢
uma pro-droga que precisa ser metabolizada por enzimas hepdaticas, especialmente a
CYP2D6, para exercer suas fungdes terapéuticas. No entanto, cerca de 40% das pacientes ndo
respondem adequadamente ao tratamento com tamoxifeno e existem evidéncias que apontam
a perda de fun¢do da CYP2D6 como causa das respostas indesejaveis do tamoxifeno, embora
os dados sejam conflitantes. A CYP2D6 ¢ uma enzima do P450, altamente polimorfica,
fenotipicamente classificada de acordo com a atividade em metabolizadores pobres,
intermediarios, rapidos e extensivos. O objetivo deste trabalho foi aplicar ferramentas de
bioinformatica para avaliar o impacto das mutacdes de sentido trocado na estrutura e funcgao
de alelos metabolizadores pobres da CYP2D6. A base de dados CYPalleles foi consultada
para catalogar os alelos pobre metabolizadores da CYP2D6 e suas respectivas mutagdes e
selecionar alelos que contém exclusivamente mutagdes de sentido trocado. Todos os
polimorfismos presentes nos alelos selecionados, CYP2D6*7 e CYP2D6*14A, foram
submetidos a analise através de sete algoritmos de predi¢do de impacto estrutural e/ou
funcional na proteina. Subsequentemente foram construidos modelos 3D baseados na
estrutura terciaria alterada pelas mutagdes. Os resultados evidenciaram que a Unica mutagdo
presente no alelo CYP2D6*7, a H324P, compromete a dindmica do sitio ativo devido a sua
localizagdo entre duas alfas hélices, resultando em alto impacto funcional. Por outro lado, o
alelo CYP2D6*14A possui quatro mutagdes, os polimorfismos R296C e S486T estdo
presentes em varios alelos da CYP2D6, e as andlises in silico ndo apontam significantes
efeitos deletérios. A mutagcdo P34S também estd presente em vdrios alelos, mas foi predita
como deletéria devido a consideravel efeito estabilizante pelo surgimento de uma nova ponte
de hidrogénio. Por outro lado a G169R caracteriza genotipicamente o alelo CYP2D6*14 e
leva a aumenta a acessibilidade ao solvente com severa desestabilizacdo da enzima, pois esta
presente numa regido de interface entre as cadeias monoméricas. As andlises in silico
evidenciaram efeitos deletérios das mutacdes de sentido trocado na estrutura ¢ funcdo da
CYP2D6, o que pode explicar a resisténcia ao tratamento com tamoxifeno.

Palavras-chave: Bioinformatica. Cancer de mama. CYP2D6. Farmacogenomica. 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 a-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
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais diagnosticada em mulheres, representa 25% de
todos os tumores diagnosticados em 2012 e, com 1,67 milhdes de novos casos, ¢ o segundo
cancer mais comum no mundo. Os canceres de mama podem ser divididos em quatro subtipos
moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2+ e Basal-like. Este ultimo, compreende um
fenotipo especifico denominado triplo negativo (TNBC - do inglés triple negative breast

cancer) que ndo apresenta receptores hormonais expressos na superficie celular.

Aproximadamente 70% dos canceres de mama expressam receptor de estrogeno (RE),
mas de 30 a 50% das pacientes apresentam resisténcia a terapia endocrina com tamoxifeno,
ndo respondendo ao tratamento (resisténcia intrinseca) ou recaindo apos apresentar resposta
inicial (resisténcia adquirida). Alguns mecanismos s3o propostos para justificar esta
resisténcia: (i) alteragdes no receptor de estrogeno; (ii) alteracdes nos segundos mensageiros
envolvidos na sinalizagdo ap6s ativagdo do RE e (iii) defeitos no metabolismo do tamoxifeno,
que ¢ um modulador seletivo dos RE e o padrdo para tratamento enddcrino. O tamoxifeno ¢
uma pro-droga que apos ser metabolizada no citocromo P450, principalmente pela CYP2D6,
gera dois metabolitos ativos: endoxifeno e 4OH-tamoxifeno. O gene da CYP2D6 ¢ altamente
polimérfico, apresentando mais de 105 alelos descritos, que estdo fenotipicamente
classificados de acordo com a atividade metabolica em: pobres, intermediarios, rapidos e ultra
metabolizadores. Apesar de haver controvérsias, evidéncias indicam que os polimorfismos no
gene da CYP2D6 podem ser a causa da ma metabolizagio do tamoxifeno e,

consequentemente, das falhas terapéuticas do medicamento.

O objetivo deste trabalho foi aplicar ferramentas de bioinformdtica para realizar
analise in silico do impacto estrutural e funcional de mutacdes de sentido trocado (missenses)
em alelos pobres metabolizadores da CYP2D6 e avaliar sua possivel influéncia na resisténcia

ao tratamento enddcrino com tamoxifeno.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O cancer ¢ um problema de saude publica, especialmente entre os paises em
desenvolvimento. A estimativa mundial realizada pelo projeto GLOBOCAN (IARC) em 2012
apontou que 60% dos 14 milhdes de novos de canceres e 70% dos 8 milhdes de dbitos

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

A estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o biénio 2016-2017 ¢ de 600
mil novos casos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, que corresponde a
aproximadamente 180 mil casos novos, ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. O
perfil epidemiologico observado assemelha-se ao da América Latina e do Caribe, onde os
canceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais
frequentes (Figura 1). Para o ano de 2016 sdo esperados 57.960 novos casos de cancer de
mama, com risco estimado em 56,20 casos a cada 100 mil mulheres. Nas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste o cancer de mama deverd ser o primeiro mais frequente, sem

considerar os tumores de pele ndo melanoma (MINISTERIO DA SAUDE - BRASIL, 2015).

Figura 1: Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por sexo,
exceto pele ndo melanoma

)calizacao Primaria ,asos Localizacao Primariz Casos

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 281%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do utero 16.340 7,9%

Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao ~ 10.890 5,3%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%

Esdfago 7.950 3,7% ) Corpo do utero 6.950 3,4%

Bexiga 7.200 3,4% QOvario 6.150 3,0%

Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,4%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*“Numeros arredondados para maltiplos de 10.
Fonte: Instituto Nacional do Cancer (2015)

2.1 Cancer de Mama

O cancer de mama ¢ 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 glandula mamaria, o cancer de mama exibe
propriedades morfoldgicas varidveis com diferentes perfis imunohistoquimicos e

histopatologicos que apresentam progndstico e curso clinico particulares (MAKKI, 2015).



13

O cancer de mama ¢ uma doenca heterogénea geneticamente, que se desenvolve
continuamente. O tecido mamario normal contém lobulos e ductos que constituem um epitélio
duplo de células luminais e estromais (Figura 2A). No tecido mamario normal as células
epiteliais formam o ducto, estabelecem jungdes com as células vizinhas e com a membrana
basal, constituindo uma forma de controlar a proliferagdo celular e garantir a manutencdo da
polaridade celular, através de inibi¢do por contato. A hiperplasia ductal atipica ¢ uma lesao
pré-maligna que se caracteriza por ter camadas anormais de células epiteliais, sendo
considerada uma lesdo percursora do carcinoma ductal in sifu, que ndo ¢ invasivo. Neste
tecido cancerigeno, as células ductais perdem a estrutura polarizada que ¢ fornecida por uma
matriz densa de coldgeno, e desta forma, ficam propensas a proliferar e migrar (estrela verde).
A medida que as células acumulam alteragdes epigenéticas e genéticas, o risco para o
desenvolvimento de cancer de mama invasivo aumenta. Uma vez que o carcinoma se torne
invasivo, o risco para desenvolvimento de metdstase aumenta consideravelmente, sendo os
linfonodos o sitio primario (VARGO-GOGOLA; ROSEN, 2007; VIDEIRA; REIS; BRITO,
2014).

Observa-se que no processo de transformagdo das células epiteliais da mama ocorre
um acumulo de altera¢des epigenéticas e genéticas, combinadas com interagdo anormal com o
microambiente estromal. Este microambiente tumoral ¢ complexo e envolve a matriz
extracelular, células cancerigenas, além de diversos outros tipos de células, inclusive
fibroblastos e células do sistema imune. Tamanha complexidade celular ¢ responsavel por
garantir autossuficiéncia em fatores de crescimento, bem como manter o ambiente
inflamatorio e oxidante, favorecendo a angiogénese. A consequéncia ¢ que células
cancerigenas adquirem controle autdonomo de sua proliferacdo, sobrevivéncia e migragao.
Dados estes fatores, as células cancerigenas sdo capazes de invadir a membrana basal e entrar
nos vasos sanguineos, através dos quais atingem diferentes tecidos e provocam metastases,
como exemplificado no parénquima pulmonar (Figura 2B) (INSUA-RODRIGUEZ;
OSKARSSON, 2015; VARGO-GOGOLA; ROSEN, 2007; VIDEIRA; REIS; BRITO, 2014).

A hipoétese de que apenas a minoria das células possuem potencial tumorigénico faz
parte da teoria de que tumores contém um conjunto de células especializadas com
propriedades unicas (MAGEE; PISKOUNOVA; MORRISON, 2012) (Figura 2C). Estas
células sdo chamadas células tronco cancerigenas pois tém habilidade de auto-renovagao e
diferenciacio. E suposto que sejam responsaveis por gerar e¢ manter o tumor estando

associadas a progressao tumoral, quimiorresisténcia, recorréncia ¢ metastase (MAUGERI-
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SACCA; DE MARIA, 2015; VARGO-GOGOLA; ROSEN, 2007; VIDEIRA; REIS; BRITO,
2014). Na figura 2C estd esquematizado o papel da célula tronco mamadria no

desenvolvimento do cancer de mama.

Figura 2: Biologia do tecido mamario normal e cancerigeno. Em A observa-se a histologia do tecido mamario
normal e sua transformagdo maligna onde a estrela amarela indica os linfonodos primarios e a estrela verde a
matriz colagena; em B evidencia-se a relagdo do tumor de mama com seu microambiente, levando a metastase;

em C estd esquematizado o papel da célula tronco mamaria e o desenvolvimento do tumor.
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O cancer de mama ¢ classificado em quatro estagios, considerando-se idade,
comprometimento de linfonodos, grau e tamanho do tumor. Deste modo, o estidgio I
caracteriza uma massa tumoral pequena e localizada sem propriedades invasivas; nos estagios

II e IIT o tumor ¢ maior e apresenta fendtipo invasivo; os tumores avangados sao classificados
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como estagio IV. O comprometimento de linfonodos gera uma subclassificagdo em A, B e C
(VIDEIRA; REIS; BRITO, 2014). Adicionalmente, 95% dos tumores mamarios sao
adenocarcinomas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010). Os canceres originados dos ductos,
sdo chamados ductais, enquanto aqueles que se originam nos lobulos sdo chamados de
carcinomas lobulares, ambos podem ser considerados in sifu ou invasivos (Figura 3A)

(MAKKI, 2015).

Perou fez analise de expressdo génica 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 ¢ positivo para CK5/6, p-
caderina, caveolinas 1 e 2, nestina, EGFR, entre outros; esse subtipo ¢ frequentemente
confundido com os tumores triplo negativos, no entanto, 30% dos tumores basais ndo tem o
fendtipo triplo negativo (BADVE et al., 2011). O cancer de mama denominado de triplo
negativo ¢ caracterizado por ndo apresentar receptores de estrogeno (RE) e/ou progesterona
(RP) e HER2. Por outro lado, os tumores Luminais expressam os RE e RP, mas o Luminal A
ndo apresenta HER2 e tem baixo Ki67, um marcador de proliferacio celular, em contraste ao
tipo B que ¢ 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 mamarias € mesenquimais, esse subtipo tem sido frequentemente associado a células
resistentes a quimioterapia (O’REILLY et al., 2015). Esta classificagdo foi posteriormente
comprovada por inimeros estudos independentes e conduziu a mudanga na conduta clinica,
que passou a se basear neste novo parametro para tomar as decisdes terapéuticas, bem como

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

A aplicagdo da tecnologia molecular no diagndstico do cancer de mama possibilita
direcionar mais eficientemente as decisdes terapéuticas e estabelecer prognésticos mais
precisos para as pacientes. Neste sentido, estdo disponiveis 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 estrogeno; € o
MammaPrint que por sua vez, avalia o risco de reco ocorréncia e de metastases em pacientes
recém diagnosticadas com cancer de mama (BERSE; LYNCH, 2015; MURAWA et al., 2014;
STEIN et al., 2016)
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Figura 3: Patogénese do cancer de mama e grau histoldgico VS subtipos moleculares.
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2.1.1 Tratamento para o Cancer de Mama

Avangos em métodos de rastreio e diagnostico precoce tém levado a reducdo
significativa no nimero de recaidas e morte por cancer de mama. No entanto,
tradicionalmente o tratamento de cancer de mama leva em consideragdo critérios clinicos e
histopatologicos. Pode-se, portanto, pontuar trés vias principais de tratamento: a
quimioterapia, o tratamento endocrino e o tratamento com anticorpo monoclonal anti-HER2
(WESTBROOK; STEARNS, 2013). Aproximadamente 80% das pacientes de cancer de
mama expressam receptores de estrogeno no tecido tumoral, isto €, se enquadram no grupo de
cancer de mama tipo Luminal, sendo portanto direcionadas para o tratamento enddcrino

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

O tratamento endocrino do cancer de mama representa a terapia padrdo para os
tumores RE+ e atualmente se constitui de: (i) ablagdao ovariana; (ii) moduladores seletivos do
receptor de estrégeno, que bloqueiam a agdo do estrogeno no tumor e (iii) inibidores de
aromatase, que inibem uma enzima chave na produ¢do do estrégeno (LUMACHI;
SANTEUFEMIA; BASSO, 2015). No entanto, de modo geral, o tamoxifeno ¢ o medicamento
mais utilizado como tratamento enddcrino do cancer de mama, um modulador seletivo de

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

O tamoxifeno age como agonista parcial ndo-esterdide em alguns tecidos como figado,
utero e 0ssos, mas no cérebro € na mama age como um inibidor competitivo do receptor de
estrogeno. Desta forma, o tamoxifeno bloqueia a sinalizacdo desde o RE, inibindo a
proliferacao celular tumoral (LUMACHI; SANTEUFEMIA; BASSO, 2015) (Figura 4). No
entanto, para exercer sua funcdo terapéutica, o tamoxifeno precisa ser convertido a seus
metabolitos ativos: o 4OH-tamoxifeno e endoxifeno, que tém cem vezes mais afinidade pelo
receptor de estrogeno do que o tamoxifeno. Porém, endoxifeno ¢ considerado o metabdlito
principal por ter concentragdo plasmatica muito maior que a do 4OH-tamoxifeno

(MURDTER et al., 2011).

De 30 a 50% das pacientes tratadas com tamoxifeno apresentam algum nivel de
resisténcia ao tratamento e ndo obtém a resposta esperada (SALADORES et al., 2014).
Existem diversos mecanismos que podem causar esta resisténcia ao tratamento endocrino,
podendo-se classificar em trés categorias principais: (i) alteragdo no alvo da droga, ou seja, o
RE; (i) alteracdes nos segundos mensageiros da via sinalizada pelo RE e (iii) defeitos de
metabolismo (GROENENDIJK; BERNARDS, 2014). O metabolismo do tamoxifeno ocorre
principalmente no figado, através de enzimas que compde o citocromo P450, originando seus
metabodlitos ativos apds a catdlise por diversas enzimas, especialmente CYP2D6

(SALADORES et al., 2014).
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Figura 4: Farmacocinética e Farmacodindmica do Tamoxifeno.
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Fonte: A autora

2.2 Citocromo P450 e Metabolizacdo de Drogas

O citocromo P450 constitui uma familia de enzimas capazes de catalisar a
biotransformacdo oxidativa da maioria das drogas e de alguns xenobioticos lipofilicos, sendo
considerado de grande relevancia para farmacologia clinica. A maioria dos genes do P450 em
humanos est4 agrupada de acordo com a similaridade das sequéncias genéticas em 18 familias
e 44 subfamilias, que desempenham fun¢des enddgenas especificas. No entanto, apenas as
familias de CYP1, 2 e 3 sdo responsaveis por metabolizar drogas e xenobioticos, ¢ mesmo
que haja sobreposi¢do de especificidade por substratos entre as enzimas dessas familias
(Figura 5), varias drogas sdo metabolizadas a niveis clinicamente significantes por apenas

uma ou poucas delas.

A nomenclatura das proteinas que compde o P450 ¢ complexa e adota regras especificas,
descritas a seguir: primeiro o termo CYP designa enzimas do P450; o numeral ardbico a
seguir corresponde a familia; ¢ sucedido por uma letra maiuscula (subfamilia) e o numeral
ardbico que vem por ultimo, designando o peptideo especifico. Adicionalmente, a

nomenclatura dos alelos de cada peptideo ¢ precedida por um asterisco, sendo estes nomeados
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numerais ardbicos seguidos de letra maiuscula (DALY et al., 1996; INGELMAN-
SUNDBERG et al., 2000).

Existem diversos fatores que interferem na expressdo e fung¢do destas CYPs, inclusive
polimorfismos genéticos, e conhecer estes fatores ¢ uma ferramenta importante no
entendimento da farmacogenética e resposta terapéutica das drogas (ZANGER; SCHWAB,
2013).

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

-, CYP3A4, CYP3AS

CYP2A6, CYP2E1, CYP2BS6,

CYP2CS8, CYP1A2, CYP3A4,
CYP3AS5,

CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9,
, CYP2E1, CYP3A4,
ANTIDEPRESSIVOS CYP3A5

CYP2D6 ANSIOLITICOS

Fonte: Figura da autora, com informagdes disponiveis em Zanger & Schwab (2013)

O gene mais polimdrfico entre os das CYPs responsdveis por metabolizar compostos
exogenos ¢ o da CYP2D6, para o qual existem mais de 100 variantes alélicas descritas
(HERTZ et al., 2015; INGELMAN-SUNDBERG:; SIM, 2010). A CYP2D6 ¢ responsavel por
metabolizar cerca de 25% de todas as drogas exogenas, sendo a enzima mais importante no

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

A farmacogendmica tem por objetivo identificar variantes gendmicas que influenciam o
efeito das drogas e proporcionar a aplicagdo clinica da medicina personalizada (RELLING;
EVANS, 2015). Informagdes do projeto 1000Genomas mostram que cada individuo carrega
aproximadamente 300 variantes genéticas associadas a perda total ou parcial da funcdo dos
produtos génicos. O fato de um tnico gene estar associado a varias doengas enquanto uma
unica doenca pode ser causada por mutagdes em varios genes faz com que a relacdo entre o
genotipo-fendtipo seja muito mais complexa do que se poderia prever. Adicionalmente, as
mutagdes nao tém efeitos idénticos em diferentes individuos, pois fatores individuais como
interacdes génicas, proteicas e metabodlicas, bem com fatores ambientais exercem grande

influéncia nos fendtipos observados (ZHANG; KUIVENHOVEN; GROEN, 2015).

E possivel, contudo, observar que a farmacogenética do individuo afeta de duas formas
principais o metabolismo e agdo dos medicamentos. A primeira ¢ através de alteragdes na
farmacocinética — que consistem na absorcdo, distribui¢do, metabolizagdo e eliminagdo da
droga; e a segunda através de modulacdo da farmacodinadmica da droga - modificando o alvo
da droga ou alterando as vias biologicas que alteram a sensibilidade aos efeitos

farmacoldgicos da droga (RELLING; EVANS, 2015).

Na farmacogenomica do cancer de mama os polimorfirmos da CYP2D6 tém sido
considerados como biomarcadores emergentes na predicdo de sucesso ao tratamento
enddcrino (KALIA, 2015). A CYP2D6 ¢ relativamente pouco expressa quando comparada a
outras enzimas do citocromo P450, no entanto metaboliza até 25% das drogas utilizadas na
clinica. Estdo inclusos em seus substratos virtualmente todas as classes terapéuticas tais
como: antiarritimicos, antidepressivos, antipsicéticos, beta-bloqueadores, analgésicos e
antineopldsicos (BAUMANN, 2015). Neste contexto ¢ importante considerar o fato da
polifarmacia, ou polimedicamento — administra¢do de varios medicamentos simultaneamente,
um proeminente fator ambiental que interfere na atividade da CYP2D6. O fendmeno
denominado de fenoconversdo ¢ caracterizado pela perda de metabolizagdo ainda que nao
existam polimorfismos genéticos relacionados. Usualmente a fenoconversdo da CYP2D6
ocorre por causa da concomitancia na administragdo de substratos e inibidores (LISBETH et

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

Para avaliar a associa¢do entre a perda da funcdo da CYP2D6 por polimorfismos
genéticos e a resposta ao tratamento enddcrino do cancer de mama, inimeros 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 estd localizado no braco longo do cromossomo 22, ¢ altamente
polimérfico com mais de 105 variantes alélicas descritas, sendo aproximadamente 40 SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms, do inglés) (KIM et al., 2013). Os diferentes gendtipos da
CYP2D6 refletem em uma caracterizagao fenotipica dos individuos de acordo com a atividade
da CYP2D6: (i) pobres metabolizadores — PM, que tem dois alelos ndo funcionais; (ii)
metabolizadores intermediarios — IM, um alelo funcional ou dois alelos de atividade reduzida;
(iii)) metabolizadores extensivos — EM, que tem dois alelos funcionais — considerados
normais; e (iv) metabolizadores ultrarrapidos — UM, que tem duplicacdo de alelos funcionais

(Figura 7).
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Figura 7: Classificagdo alélica da CYP2D6 e distribui¢@o dos alelos representados por *N (onde N é o

respectivo alelo). Os alelos mais frequentes estdo em destaque .
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Fonte: A autora, com informagdes da base de dados CYPalleles

Os efeitos farmacologicos decorrentes dos polimorfismos da CYP2D6 variam de
acordo com o substrato, mas a consideragdo mais importante nesse sentido ¢ se a droga ¢
inativada ou ativada pela oxidacdo catalisada pela CYP2D6. No caso de drogas que sao
inativadas, em individuos PM ¢ esperado que a droga se acumule resultando em maior risco
de efeitos adversos e toxicidade. Em contraste os individuos UM deverdo perder parte do
efeito da droga, dado o rapido clearance da droga ativa. Para as pro-drogas ativadas pela
CYP2D6 a situagdo ¢ consequentemente inversa, os PM experimentam falha terapéutica e os

UM tém mais efeitos colaterais (BAUMANN, 2015).

Para o tamoxifeno foi observada a existéncia um efeito gene-dose dependente, onde
individuos que tem fenotipo PM ou IM para CYP2D6 obtém concentragdo plasmatica de
endoxifeno até 75% menor do que aqueles com fendtipo metabolizador extensivo
(BINKHORST et al., 2015). Em populagdes caucasianas a mutagdo funcionalmente relevante
mais frequente ¢ 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
formacao de cddigo de parada prematuro e como consequéncia, uma proteina truncada e de
atividade nula. Na populacdo asiatica o alelo CYP2D6*10 ¢ o mais frequente ocorrendo em
50% da populacao. Individuos homozigotos para o alelo *10 ou individuos 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 populacdo em
especifico foi o *17, em 30% dos africanos. O CYP2D6*17 possui um haplotipo complexo

com diversas substituicdes de aminoécido. Dentre estas, a troca de treonina por isoleucina na
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posi¢do 107 foi relacionada com atividade reduzida e alteragcdes na preferencia por substratos

in vitro. (BAUMANN, 2015)

Um estudo com objetivo de analisar as variabilidades interétnicas dos alelos da
CYP2D6 mostrou que na populacdo americana, hd maior frequéncia do alelo *4. Este mesmo
estudo aponta que a populacdo brasileira ¢ genotipicamente similar a de Cuba e dos Estados
Unidos (LLERENA et al., 2014). Dois estudos realizados na populagdo brasileira mostram
contraste entre as regides nordeste e sul, no qual do Sul do Brasil (Porto Alegre) o alelo *4
teve frequéncia de 18% e o *10 de 1% (ANTUNES et al., 2012); no Nordeste (Sdo Luis) o
alelo *4 teve frequéncia 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 ja foram desenvolvidos, o mais proeminente dentre eles ¢ o
Amplichip® (ROCHE Molecular Diagnostics), aprovado pela FDA (Food and Drugs
Administration — EUA) em 2005. A tecnologia ¢ baseada em microarranjo e emprega cinco
etapas: (i) amplificacdo por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do DNA purificado; (ii)
fragmentacdo e marcagdo do produto amplificado; (iii) hibridizacdo dos fragmentos com
sondas do microarranjo; (iv) leitura do microarranjo e (v) determinagdo do genotipo e
predicdo do fenotipo da CYP2D6 e CYP2C19 (LEON; SUSCE; MURRAY-CARMICHAEL,
2006). O Amplichip ¢ capaz de genotipar 33 alelos da CYP2D6, mas seu custo permanece

elevado, dificultando sua implementag@o no diagnostico clinico.

Diversos estudos multicéntricos com numero considerdvel de pacientes ja foram
realizados, mas sem encontrar consenso. Possivelmente a causa para as discordancias esta
relacionada a ndo conformidade em diversos critérios importantes, pode-se pontuar: nimero
de variantes alélicas consideradas, fonte de DNA para testes de genotipagem, o tratamento
quimioterdpico feito em paralelo, além da duragdo do tratamento com tamoxifeno

(BINKHORST et al., 2015).

Considerando-se a importancia da CYP2D6 no metabolismo de drogas exdgenas e a falta
de concordancia 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 bioinformatica, através de recursos computacionais aplicados aos dados bioldgicos,

pode contribuir com a farmacogendmica aplicando ferramentas e abordagens que vao desde a
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mineracdo de dados depositados em bases de dados publicas, o desenvolvimento e aplicagao
de algoritmos de predicdo até andlises 3D de interagcdo proteina-proteina e proteina-droga

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

2.3 Bioinformatica

Na década de 1990 foi langado o Projeto Genoma Humano. Aproximadamente 14 anos
depois a sequéncia completa do genoma humano com mais de 3 bilhdes de pares de bases
estava disponivel. Desde entdo, os dados genomicos tém sido coletados em proporg¢des cada
vez maiores (CAPRIOTTI et al., 2012). Numa relacdo 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: Analise retrospectiva e prospectiva do niimero de genomas completos sequenciados.
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O projeto genoma ja reportou mais de 84.000.000 de SNPs, 3.000.000 de pequenas
inser¢des ou delegcdes e 60.000 variantes estruturais em 2.504 individuos de 26 populagdes
diferentes. Adicionalmente, foi reportado que cada individuo carrega aproximadamente 300
variantes que levam a produtos génicos com perda total ou parcial de fungdo (ZHANG;

KUIVENHOVEN; GROEN, 2015).

As variantes genéticas podem ser classificadas como SNP quando ocorrem em pelo
menos 1% da populagdo (FRANK, 1999). Os SNPs podem ocorrer em regides codificantes de
genes, em regides nao codificantes ou em regides intergénicas. Os SNPs que se encontram em
regides nao codificantes podem ter consequéncias no splicing, na ligacdo de fatores de
transcri¢do ou na sequéncia de RNAs ndo codificantes, que exercem fungdes regulatorias. As
mutagdes sindnimas ou silenciosas geram a mesma sequéncia polipeptidica. Os SNPs nao
sindnimos podem ser missense ou de perda de sentido, onde a de perda de sentido leva a um

codigo de parada prematuro e a missense a uma substituicdo de aminoacido (WU et al., 2015).

As mutacdes de sentido trocado podem alterar a fung@o da proteina de diversas formas: (i)
mutacdes que ocorrem em residuos funcionais - como os do sitio ativo ou envolvidos em
interacdo proteina-proteina, podendo causar ganho ou perda de fungdo e consequentemente
alteracdo na via molecular envolvida; (ii) as que podem alterar a estabilidade da proteina seja
desestabilizando (aumento da propor¢do de proteina enovelada) ou estabilizando (diminui¢ao
da propor¢do de proteina enovelada), o que também deverd ocasionar perda funcional; (iii)
mutacdes que podem causar agregacao da proteina final, impedindo sua correta fungdo; e (iv)
as que podem levar a alteragcdes nos processos pos-traducionais, como perda/ganho de sitios

de glicosilacio (WORTH et al., 2007)

Diante desta perspectiva, sabe-se que os SNPs tém grande influéncia em como os
humanos respondem a diferentes situagdes que vao desde a exposicdo a patdogenos e agentes
quimicos até aos medicamentos e vacinas. Desta forma, o estudo destes polimorfismos tem
grande importancia na pesquisa biomédica e no desenvolvimento de medicamentos

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

Considerando-se que substitui¢des de aminoacidos podem levar a altera¢des criticas na
estrutura da proteina enovelada, instabilidade estrutural e até perda funcional, diversos
métodos t€m sido desenvolvidos para prever os efeitos das trocas de aminoéacidos. Pode-se
destacar duas classes, ndo necessariamente independentes: (i) predi¢do de efeito funcional e

(i) predicdo de impacto na estabilidade proteica apds mutagdes de sentido trocado
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(CAPRIOTTI et al., 2012). De modo geral, estes métodos se baseiam em algoritmos, que sao
por defini¢do, uma sequéncia logica de instrugdes necessarias para executar determinada
tarefa (VERLI, 2014). Os algoritmos aplicam métodos de classificagdo como Support Vector
Machine (SVM), Neural Network (NN) ou Random Forest (RF) para definir se um SNP tem
provavel efeito deletério nas proteinas (KANDOI; ACENCIO; LEMKE, 2015; KUMAR et
al., 2014).

Dentre estes métodos, o mais classico e consequentemente mais utilizado é o SVM, que
foi desenvolvido numa base de aprendizagem estatistica tedrica para maximizar as margens
de separagdo entre exemplos de duas classes projetadas em um hiperespaco (LI et al., 2009).
Trata-se de um método de reconhecimento de padrdes do tipo kermel-based que utiliza a
aprendizagem de maquinas (machine learning). A diferengca do SVM para os demais métodos
de classificagdo ¢ que os modelos de SVM dependem apenas das amostras proximas dos
limites entre duas (ou mais) classes — ou seja, as amostras nas margens de cada classe, que sao

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 ¢ um conjunto de arvores em
um espago vetorial de multiplas dimensdes de varidveis de um objeto classificado, seu
resultado ¢ baseado em uma média dos resultados independentes de cada arvore (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:
(1) como as propriedades das sequéncias proteicas estdo distribuidas em hiperespagos com
caracteristicas complexas, normalmente ¢ dificil encontrar modelos satisfatorios usando
abordagens estatisticas ou parametrizadas; (ii) métodos baseados em NN sdo capazes de

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

Apesar de utilizarem métodos diversos para classificar os polimorfismos, os algoritmos
partem de dados biologicos similares para realizar as andlises. Alguns baseiam suas analises
exclusivamente em dados de conservacdo obtidos através de alinhamento de multiplas
sequencias, como o Mutation Assessor e o SIFT. Outras abordagens, como as aplicadas pelo
PolyPhen2, SNPs&GO e MutPred, combinam informacdes de homologia com varios tipos de
anotacdes funcionais e estruturais, tais como: (i) propriedades fisico-quimicas dos
aminoacidos envolvidos na troca; (ii) localizacdo de regides funcionais; (iii) estrutura

secundaria e (iv) topologia da proteina (FROUSIOS et al., 2013).
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A utilizacdo em conjunto com os algoritmos de predi¢cdo e de andlises estruturais 3D
amplia as margens de predicdo para uma compreensdo tridimensional dos efeitos dos
polimorfismos missenses. A bioinformatica estrutural (Figura 9) foca na andlise de predicao
da estrutura 3D de macromoléculas bioldgicas e na identificagdo de relagdes entre a estrutura
e a fungdo, prevendo as interagdes moleculares que fazem parte de inimeras vias de um

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

Figura 9: Aplicagdes da bioinformaica estrutural. Exemplo de workflow a partir de analises experimentais de
protedmica.
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A utilizagdo de algoritmos de predi¢do e softwares de modelagem estrutural para
aplicacdes farmacogenéticas tem potencial de criar ferramentas personalizadas para o
diagnostico, prognoéstico e tratamento de doencas, inclusive do cancer. Diversos estudos tém
sido realizados utilizando ferramentas de bioinformatica para fins farmacogenéticos
(ALENCAR; LOPES, 2010; GEORGE PRIYA DOSS et al, 2013; SHANTHI;
RAJASEKARAN; RAMANATHAN, 2014), inclusive um estudo que focou na analise do
citocromo P450. Para este estudo os genes codificantes de mais de 40 enzimas que compde o
P450 foram submetidos a analise in silico para avaliar as principais variantes deletérias de
cada gene. Foram analizadas 18 familias 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 area, este trabalho com enzimas do P450 nao
avaliou a relacdo entre o impacto dos polimorfismos encontrados e a caracterizagdo fenotipica
dos alelos. Dada a importancia da CYP2D6 para o metabolismo do tamoxifeno e
considerando-se que ndo ha concordancia 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 questdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

* Analisar o impacto de mutacdes missenses na estrutura e funcdo de alelos pobres

metabolizadores da CYP2D6

3.2 Objetivos Especificos

« Catalogar as mutacdes presentes em alelos pobres metabolizadores da CYP2D6
+ Selecionar alelos pobres metabolizadores contendo apenas mutagdes missenses
» Validar as mutag¢des missenses em diferentes bases de dados

+ Estabelecer os algoritmos de predi¢ao estrutural e funcional a serem utilizados
» Determinar o sistema binario de classificacao das mutagoes

+ Avaliar a estrutura 3D alterada pelas mutagdes ndo sindnimas
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Evaluating the impact of missenses
mutations in CYP2D6*7 and CYP2D6*14A:
does it compromise tamoxifen metabolism?

CYP2D6 is a high polymorphic enzyme from P450, responsible for metabolizing almost
25% of drugs. The distribution of different mutations among CYP2Dé6 alleles has
been associated with poor, intermediate, extensive and ultra-metabolizers. Aim: To
evaluate how missenses mutations in CYP2D6*7 and CYP2D6*14A poor metabolizer
alleles affect CYP2D6 stability and function. Materials & methods: CYPalleles
database was used to collect polymorphisms data present in 105 alleles. We selected
only poor metabolizers alleles that presented exclusively missenses mutations. They
were analyzed through seven algorithms to predict the impact on CYP2D6 structure
and function. Results: H324P, the unique mutation in CYP2D6*7, has high impact in
enzyme function due to its occurrence between two alpha-helixes involved in active
site dynamics. G169R, a mutation that occurs only in CYP2D6*14A, leads to the gain
of solvent accessibility and severe protein destabilization. Conclusion: Our in silico
analysis showed that missenses mutations in CYP2D6*7 and CYP2D6*14A cause

CYP2D6 dysfunction.

First draft submitted: 4 December 2015; Accepted for publication: 28 January 2016;

Published online: 4 April 2016

Keywords: algorithms e bioinformatics ® CYP2D6 ® CYP2D6*7 » CYP2D6* 14A * poor

metabolizers ¢ tamoxifen

Breast cancer is the second most common
cancer in the world and, by far, the most
frequent cancer among women with an esti-
mated 1.67 million new cancer cases diag-
nosed in 2012 (25% of all cancers). Breast
cancer ranks as the fifth cause of death from
cancer overall (522,000 deaths), while it
is the second most frequent cause of can-
cer death in women from America’s region
(92,058 deaths, 14.9% of total) [1).
Tamoxifen, is the standard treatment for
estrogen receptor (ER)-positive breast can-
cer (70-80% of the cases), it is a compound
known as selective ER modulator that acts as
ER antagonist in breast tissue [2). However,
endocrine therapy using tamoxifen is known
to fail in up to 50% of patients, due to altera-
tions in estrogen receptor; alterations in
pathways signaled by estrogen receptor; and

bypass mechanisms, that includes metabolic
defects, mainly by CYP2DG6 dysfunction [3].
Tamoxifen has a weak affinity to the ER
and is regarded as a prodrug, extensively meta-
bolized by several members of the CYP450
family and Phase II conjugation enzymes.
Multiple CYP enzymes are involved in the
tamoxifen metabolism, including CYP3A4,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 and CYP2DG6.
Endoxifen and 4-hydroxytamoxifen, which
are the main metabolites, have equivalent anti-
estrogenic potentials and are 30-100 times
more active than tamoxifen. Because of the
five- to tenfold higher plasma concentrations
of endoxifen compared with 4-hydroxytamox-
ifen, endoxifen is believed to be the principal
active metabolite [4]. It is also the only meta-
bolite that binds to ER and leads to protea-
somal degradation, decreasing ER levels [s5].
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Short communication

CYP2 family contains 16 full-length genes, spread
over different chromosomes and organized in multi-
gene clusters, which all have nine exons and eight
introns. CYP genes involved in pharmacological
response are highly polymorphic, notably CYP2DG6 (6],
a tetramer heme-containing structure that acts over
substrates that have a basic nitrogen and a planar aro-
matic ring [7]. It plays an important role in the metabo-
lism of almost 25% of drugs, including analgesics, anti-
depressants and antineoplastic [¢,8]. According to CYP
Allele Nomenclature Database [9], there are 105 alleles
for CYP2D6. These alleles have been associated with
four drug metabolization phenotypes: poor, intermedi-
ate, extensive and ultra-metabolizers [10]. However, this
association is still unclear to be applied in the guidelines
for breast cancer treatment [11]. Some multicenter stud-
ies revealed a clear association between CYP2DG6 alleles
and the success of tamoxifen treatment [12,13], while
many others demonstrated the failure of tamoxifen
regardless of CYP2D6 genotype [14,15].

Nowadays, there is an intuitive rationale for using
pharmacogenomics to guide medical treatment. So,
the understanding of CYP2D6 alleles value in predict-
ing the efficiency of tamoxifen through pharmaco-
genomics markers could improve the implementation
of personalized medicine in the clinical oncology [16].
However, there is no well-established correlation
between phenotypic and clinical data, despite the large
volume of genomic data.

Therefore, bioinformatics approaches have been used
as powerful tools to handle and understand genomic
data [(1718]. Multiples algorithms were developed for
predicting the structural, functional and evolutional
impact of genomic mutations based on protein sequence
and 3D structure data. These tools provide support
for experimental validation of disease-related alleles,
emphasizing changes that could affect the structure
and function of the protein [1920]. There is also a class
of methods, referred as template-based modeling, which
relies on detectable similarity spanning most of the mod-
eled sequence and at least one known structure [21]. As
a small change in protein sequence usually results in a
change in its 3D structure, the integration of algorithms
data and 3D models leads to a more reliable conclusion.

The aim of this study was to evaluate the impact of
missenses mutations in CYP2D6*7 and CYP2DG6*14A
poor metabolizer alleles, using in silico approaches for
predicting the structural and functional impact on the
CYP2D6 molecule.

Materials & methods

Dataset construction

CYPalleles database [9) was used to collect poly-
morphisms data present in 105 alleles. Only 33 alleles
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were associated with poor metabolizer phenotype, con-
taining four types of mutations: insertion, deletion,
duplication and base substitution. Additional screen-
ing step was performed to identify CYP2DG6 alleles that
contain exclusively missenses mutations, selecting only
two alleles: CYP2D6*7 and CYP2DG*14A.

The mutations identified were validated through
dbSNP and Ensembl databases using the follow crite-
ria: multiple observations (cluster), validation in 1000
Genomes Project and presence of mutation frequency
(MAF). Since CYPalleles and dbSNP use different
assemblies (M333.88 and GRCh38, respectively), the
Leiden Open Variation Database platform (LOVD
database — [22]) was accessed to correlate data from
both and to provide additional genomic information
about polymorphisms position.

Functional & structural impact of missenses
mutations

A total of seven algorithms were used to evaluate the
impact of each mutation on CYP2D6 structure and
function (Table 1). To determine whether a poly-
morphism is deleterious or not, a threshold for each
algorithm was established based on the algorithm
description. Thus, a classification system was adopted
as follow: 1 was attributed when the prediction indi-
cates deleterious effect; 0 was attributed when the algo-
rithms prediction showed no effect of the mutation on
enzyme structure or function.

The SNPeffect output shows the variation of Gibbs
free energy after the mutation changes in the mole-
cule, classifying it into seven classes ranging from ‘no
effect in stability’ to ‘greatly enhanced stability’ [23].
MuPro is a structural algorithm based on Support
Vector Machine or Neural Network, but only Sup-
port Vector Machine results were analyzed, following
the author’s recommendation [24]. MutPred algorithm
generates two scores: a general score (g), predicting
the chance for a mutation to be deleterious or dis-
ease associated; and a property score (p) with the top
five properties that may be impacted by the polymor-
phism [25]. SNAP2 is based on SIFT (30] and Poly-
phen2 [(31] output data, generating a score associated
with the prediction of one mutation as deleterious
or not for the molecule 26]. SNPs& GO is dedicated
to gene ontology analysis based on PHANTER data
output [32] but also shows PhD-SNP [33] prediction
as the result 27]. SNPs& GO showed to be useful for
removing false positive results from data output [20].
MutationTaster2 is a Bayes classifier that provides
conservational scores (Philo-P and PhastCons) and
provide a general score for amino acid substitution
impact. Philo-P score was used as threshold once
mutations in conserved residues and regions show
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Table 1. Algorithms applied to in silico analysis.

Algorithm Method Analysis
SNPeffect Naive bayes Structural
MuPro SVM and neural  Structural
network
MutPred Random forest Structural/
functional
SNAP2 Neural network Functional
SNPs&GO SVM Functional
Mutation Bayes classifier Functional
Taster2
SDM Statistical Structural
A: Variation; RI: Reliability index; SVM: Support sector machine.

Threshold Remarks Ref.

>0.5 FoldX prediction in AAG 23]

<-0.5 SVM output is more [24])
accurate

g>0.75 High sensibility and [25]
specificity

>50 score Dataset construction and [26]
training included a specific
data for enzymes

>0.5; RI 25 Utilizes gene ontology and  [27)
is indicated for identifying
false positives

1 Provides conservational 28]

scores Phylo-P and
PhastCons

+ 2 kcal mol”’ Analysis of multiple chains  [29]
mutated

a higher probability to impact the protein structure
and function [28].

The Site Direct Mutator (SDM) algorithm was used
to analyze the structural impact generated by accumu-
lative mutations in the CYP2D6 tetramer. The vari-
ants were generated by incrementing each mutation in
each monomer following the chain organization. SDM
uses statistical potential energy function that predicts
the effect of missenses mutation in the stability of
proteins, and its output includes side-chain solvent
accessibility that ranges from inaccessible (<17%) and
partially accessible (17-43%) to accessible (>47%). It
also gives a score of pseudo AAG that measures the
variation of free energy between unfolded and folded
protein, thus, giving a prediction of protein stability
and disease association in protein variants [29]. SDM
do not distinguish the impact of the chain affected
according to molecule assembly, only the cumulative
effect according to the number of chains mutated in
the 3D model.

Tridimensional analysis

The CYP2D6 crystallographic structure was used for
structural prediction. 2F9Q file (Protein Database —
PDB) corresponds to CYP2D6 tetramer of four iden-
tical chains (A-D) containing 479 residues in each
one, with 3.0 A resolution. This 3D structure initiates
at residue 34 and lacks the residues 42-51, but is the
only one available for CYP2D6 without substrate or
inhibitor. PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.7.4, Schrédinger, LLC, NY, USA)
was used to observe the 3D structure of CYP2D6 and

also to generate the variants models to analyze the
cumulative effect of each mutation through SDM.

Results
CYP2DG6*7 poor metabolizer showed only one mis-
sense mutation, described as the cause of enzyme inac-
tivation. The polymorphism 2935A>C, present only in
this allele, occurs in exon 6 resulting in H324P muta-
tion. CYP2D6*14A allele shows the same phenotype
caused by four missenses mutations, each one in a dif-
ferent exon. R296C and S486T are well distributed in
all metabolizer phenotypes; while G169R is present
only in CYP2DG6*I4A. P34S mutation is present in
both intermediate and poor metabolizers phenotypes.
Figure 1 represents the CYP2D6 3D structure,
showing the catalytic site and the point of each muta-
tion for CYP2DG6*7 and CYP2DG6*14A. Table 2 shows
the algorithms prediction output for the effect of each
mutation in CYP2D6*7 and CYP2D6*14A over pro-
tein stability and function. Table 3 shows the SDM data
output related to each mutation and the cumulative
effect of the mutation in more than one chain.

Allele CYP2D6*7

The substitution of a polar for a nonpolar amino
acid leads to an extreme change in the hydrophobic-
ity degree, ranging from 0.165 for Histidine to 0.711
for Proline. For H324P mutation, the structural algo-
rithms SNPeffect and MuPro predict a decrease in
enzyme stability. SDM predictions show a great loss
in solvent accessibility when Proline is replaced by
Histidine, changing from partially accessible to a
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Figure 1. CYP2D6 3D structure showing the active site
entrance (yellow) with the heme group; the H324P
mutation carried by CYP2D6*7 (green) and the set of
mutations for the allele CYP2D6*14A (blue).

buried condition in the molecule, with around 22%
overall reduction. The presence of H324P in only one
CYP2D6 chain leads to a molecular destabilization,
but its accumulation in other chains increases this
impact. SDM prediction is related to the decrease of
pseudo AAG, leading to an increased deleterious effect
that could be associated with the enzyme dysfunction.

SNPs&GO, SNAP2 and MutPred, all algorithms
for functional prediction, also showed deleterious
effect of H324P. MutationTaster2 analysis showed
association with disease due to the functional impact;
with Phylo-P conservation full score 1.00 indicating
this mutation occurs in a conserved region, leading to
high functional impact.

The Proline is an imino acid that imposes severe
restriction on angles accessible to the pre-proline resi-
dues in the sequence. The CY2PD6 present another

proline in position 325, therefore, this mutation occurs
in a two residues junction region connecting J-helix
and I-helix. The I-helix contains six residues (L302,
A305, G306, T309, T310 and T313) composing the
P450 active site pocket (Figure 2). So, this new restric-
tion certainly reduces the states accessible to the back-
bone for 324-’PP’-325, consequently, restricting the
relative position freedom of I-helix and J-helix.

Allele CYP2D6*14A

P34S mutation showed no effect on CYP2DG6 stabil-
ity according to SNPeffect while MuPro prediction
showed an increase of CYP2D6 structural stability
(Supplementary Table 1). SDM also predicted muta-
tion effect, due to the increase of pseudo AAG, but
only when P34S occurs in two or more chains. This
mutation results in additional H-bond between the
Ser34 in the loop and Ser70 in a B-sheet when Proline
is substituted by the Serine (Figure 3). Phylo-P con-
servation output showed the highest score, indicating
P34S functional impact prediction.

CYP2D6*14A G169R leads to a notable reduction in
hydrophobicity degree once nonpolar glycine (0.501)
is substituted for a polar arginine (0.000). SNPeffect
and MuPro predicted a decrease in structural stability.
SDM predicted an increase in solvent accessibility in
53%, with an increase in molecule destabilizing. Dis-
ease association occurs only when G169R is present in
two or more chains. All functional algorithms predict
damage, with a very confident hypothesis of gain of
solvent accessibility (p = 0.0037) according to Mut-
Pred. G169R mutation shows the great importance
for CYP2DG6 stability, probably due to its presence in
a monomer interface region (Figure 4), which could
difficult the tetramer assembly.

CYP2D6*14A R296C polymorphism showed no
effect on molecule structure according to SNPeffect
while MuPro predicted the destabilizing effect of this
mutation. SDM predicts high stabilizing effect with
disease association even when the mutation is present

Table 2. Algorithms predictions for missenses mutations in CYP2D6*7 and CYP2D6*14A alleles.

1D Allele Exon AA CYPalleles  SNPeffect MuPro MutPred SNAP2 SNPs&GO Mutation
change  (M333.88) Taster2

(Phylo-P)

rs5030867 *7 6 H324P 2935A>C 1 1 1 1 1 1

rs1065852 *14A 1 P34S 100C>T 0 1 1 1 1 1

rs5030865 *14A 3 G169R 1758G>A 1 1 1 1 1 0

rs16947 *14A 6 R296C 2850C>T 0 1 0 0 0 ND

rs1135840 *14A 9 S486T 4180G>C 0 0 0 0 0 ND

Deleterious predictions are classified as 1, and null variant are classified as 0, following the established threshold.

ND: Not determined.

10.2217/pgs-2015-0003 Pharmacogenomics (Epub ahead of print) future science group
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Figure 2. Polymorphism H324P from CYP2D6*7 found
between helixes J and 1. The wild residue histidine is
presented in dark blue, the mutated amino acid proline
appears in light blue. Heme group is represented in
green near to |-helix extremity.

in only one chain. It may appear counterintuitive that
increased protein stability can lead to protein malfunc-
tion. However, according to SDM authors, protein
flexibility is essential for enzyme catalysis. MutPred
also predicted R296C as low probability of causing loss
of enzyme function but pointed an actionable hypoth-
esis to cause loss of disorder (p = 0.0411). SNPs&GO
and SNAP2 showed no effect of R296C over protein
function.

CYP2DG6*14A S486T shows no structural damage
according to SNPeffect. Despite MuPro predicted
the increase of structural stability; the result has low
confidence score (Supplementary Table 1). SDM out-
put shows disease association, but only if the mutation
occurs in at least three chains, increasing structure sta-
bilization due to S486T accumulation. No functional
effect was found for this mutation.

Discussion

CYP2D6 is a clinically important enzyme that metab-
olizes numerous therapeutic drugs. The enzyme is
responsible for the oxidative metabolism of up to 25%
of commonly prescribed drugs such as antidepressants,
antipsychotics, opioids, antiarrhythmics and tamoxi-
fen. The ultra-rapid metabolizer phenotype is recog-
nized as a cause of therapeutic inefficacy of antidepres-
sant, whereas an increased risk of toxicity has been
reported in poor metabolizers with several psychotro-
pics. However, conflicting results have been reported
regarding the association between CYP2D6 genotype
and tamoxifen effects. In this way, the CYP2D6 geno-
typing may be useful in selecting an adjuvant hormonal
therapy in postmenopausal women [(34]. The present
study provides iz silico analysis regarding functional
alterations of CYP2DG6*7 and CYP2DG*14A vari-
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ant proteins. To assess the effects of CYP2DG6 variant
allele’s, algorithms were applied to the wild and mutant
sequence/structure.

CYP2DG6*7 was first described by Evert et al. (1994),
so-called mutation ‘E.’ The author suggested that
H324P occurs near to the active site and also associ-
ates this mutation to a complete loss of enzyme func-
tion [35]. Later, the same author performed tests with
recombinant DNA proving the null activity of H324P
variant once it prevents the correct folding and the
incorporation of heme group to CYP2D6 [36). The
expression of H324P mutation by recombinant bacu-
lovirus results in a protein that was practically insolu-
ble, thus demonstrating that it also strongly influences
subcellular localization of recombinant synthesized
CYP2D6*7 136). In our analysis, this structural/func-
tional effect of H324P showed to be due to muta-
tion occurrence in a high-conserved amino acid. This
fact leads to the reduction of flexibility in the o-helix
involved in the stabilization of heme group, extending
it impact to the active site dynamics.

The effect of H324P over the molecule seems to be
so relevant that it is the only mutation described for
CYP2D6*7. By another side, CYP2D6*7 seems to be
either absent or rare allele, according to the popula-
tion studied. Among 112 Hungarian individuals the
frequency for CYP2D6*7 was 0.4% [37), while among
165 Caucasian women of Geneva the frequency was

= |

~

Figure 3. 3D representation of mutated CYP2D6
protein with P34S polymorphism from CYP2D6*14A
allele. In Figure 3A is presented the wild Proline-34
residue making an H-bond (yellow) with Serine-70.
Figure 3B shows the mutated residue 34 with Serine
substitution and the additional H-bond added upon
polymorphism. Supplementary Table 1: Algorithms
original outputs without any threshold applied.
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CHAIN A
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Figure 4. 3D representation of mutated CYP2D6 protein with G169R polymorphism from CYP2D6*14A allele. The
replacement of a glycine for an arginine (orange) in position 169 occurs in the interface region between chains A
and C. The Arginine-170 (green) in chain A, contributes to tetramer stabilization through an H-bond formation

with Glutamine-250 from chain C.

0.3% [38]. No frequency was observed in 264 Mexican
American [39], 105 Spanish [40] and 323 German Cau-
casian [41] individuals. Since there are few reports about
CYP2DG6*7, the frequency in the multiracial popula-
tion is not well reported neither its influence in breast
cancer treatment.

The CYP2DG6*14 allele has two subtypes.
CYP2DG6*14A carries the P34S, G169R, R296C and
S486T substitutions and reports only detectable activ-
ity while CYP2D6*14B carries G169R, R296C and
S486T missenses substitutions, which results in high
enzyme activity. These data suggest that the rela-
tively high activity of CYP2D6*14B may be attributed
mainly to the absence of the P34S substitution [42].
Regarding this mutation, the presence of Serine tends
to reverse the enhanced flexibility, given that it removes
the typical proline restrictions on backbone angles.

According to SDM, P34S increases the stability
of the enzyme in such a way that causes loss of func-
tion. Experimental analysis showed that the decrement
in metabolic activity by G169R mutation is not dra-
matic as P34S mutation (43]. Information theory-based
analysis also predicted GI169R to be leaky and to be
consistent with decreased (but not totally abolished)

mRNA production, once its presence at the end of
exon 3 reduces splice site use at least eightfold [44].
R296C mutation generates a loss disorder, despite no
great deleterious effect can be observed.

This result was also observed in cloning experiments
in Escherichia coli resulting in <10% of enzyme activ-
ity (45]. However, experimental tests with eukaryotic
cells, which have a better protein folding, could be
performed to understand its influence in the enzyme
active site. By another side, cloning experiments for
S486T in eukaryotic cells showed no consequence for
CYP2D6 function [46], as we observed in our analysis.

CYP2D6*14 allele showed to be more frequent in
the Asian population, with 1.4% in 295 Chinese indi-
viduals [47] and 2.2% in 162 Japanese (48]. However,
among 90 individual from Sri Lanka (Sinhalese, Tam-
ils and Moors), no CYP2D6*14 was found [49]. No
frequency was observed in Mexican—American [39],
Spanish [40] and Saudi Arabian populations [50]. The
combination of G169R with P34S, R296C and S486T
mutations may have further diminished the metabolic
activity of CYP2DG6 [43], and would be very interesting
to perform #n silico tests for the possible additive effect
of these four mutation sites in the same molecule.
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Conclusion

In silico analysis have shown evidence that missenses
mutations in CYP2D6*7 and CYP2DG6*14A cause
CYP2D6 dysfunction. We demonstrated that con-
formational 3D alterations were responsible for the
CYP2D6 malfunction that leads to tamoxifen under-
performance. Further analysis should be performed
to all CYP2DG6 alleles associated with poor meta-
bolizer phenotype to improve the pharmacogenomics
application in breast cancer therapy.

Future perspective

CYP2DG6 is an emerging biomarker that has been
extensively investigated, but current guidelines do
not recommend routine genetic testing of it [51]. Even
so, determining whether a patient will or not ben-
efit from tamoxifen therapy is of paramount impor-
tance in the clinical course of cancer treatment. The
ROCHE AmpliChip is the closest technology available
to CYP2DG6 genotyping [38], but the cost is still too
high that its use is limited. To allow the development
of new devices for fast, precise and low-cost detection
of CYP2D6 polymorphisms is necessary to recognize
the most important ones regarding poor metaboliza-
tion phenotype. Toward to the near future, CYP2D6
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genotyping will be part of breast cancer routine treat-
ment, and then new point-of-care devices will be used
in hospitals and outpatient to guide and monitor the
treatment.

Supplementary data

To view the supplementary data that accompany this paper,
please visit the journal website at: www.futuremedicine.com/
doi/full/10.2217/psg-2015-0003

Acknowledgements

The authors thank AM da Silva Neto for the contributions in
the discussion and figures design. They also thank P Radivojac
and coworkers for their support and availability in elucidating
MutPred results.

Financial & competing interests disclosure
This work was supported by Pernambuco State Science and
Technology Support Foundation (FACEPE). The authors have
no other relevant affiliations or financial involvement with any
organization or entity with a financial interest in or financial
conflict with the subject matter or materials discussed in the
manuscript apart from those disclosed.

No writing assistance was utilized in the production of this
manuscript.

Executive summary

Background

Methods

Results
CYP2D6 structure and function.

stability and function.
Conclusion

pharmacogenomics.

* CYP2D6 polymorphisms may be the cause of tamoxifen failure in breast cancer treatment.

* CYP2D6 is a high polymorphic enzyme from P450 cytochrome, responsible for metabolizing almost 25% of drugs.

* Tamoxifen is an antineoplastic prodrug for estrogen receptor positive breast cancer that depends on CYP2D6
to be metabolized and generate the active metabolites.

* Almost 50% of breast cancer patients do not benefit from tamoxifen treatment.

* Insilico analysis were performed over CYP2D6*7 and CYP2D6*14A poor metabolizer alleles mutations to
access the impact of missenses mutation on protein stability and function.

* The allele CYP2D6*7 have only one mutation described; H324P predictions showed high deleterious impact on

* The allele CYP2D6*14A has four missenses mutations, and three of them are associated with loss of enzyme

* This study was the first one to predict the structural impact of the missenses mutations on CYP2D6
catalysis. This information supports the hypothesis that CYP2D6 can be a good marker for tamoxifen
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram identificados dois alelos pobre metabolizadores da CYP2D6 contendo apenas
mutagdes missenses. Os alelos CYP2D6*7 e CYP2D6*14A contém juntos cinco
polimorfismos que foram submetidos a andlise através de sete algoritmos de predigdo de
impacto estrutural e funcional. Posteriormente a avaliacio 3D foram demonstradas as
consequéncias dos polimorfismos a nivel de estrutura tercidria. Os resultados apresentados
neste trabalho forneceram evidéncias importantes para a elucidagdo do papel dos
polimorfismos da CYP2D6 na farmacogenética do cancer de mama, gerando publicagdo em

revista internacional de alto impacto.

As principais perspectivas deste estudo incluem realizar andlise do impacto de multiplas
mutagdes em uma mesma proteina, a fim de mimetizar o fen6tipo real de um paciente pobre
metabolizador; e realizar andlises de interag¢@o entre as proteinas mutadas e o tamoxifeno, para

observar se os polimorfismos reduzem a afinidade da CYP2D6 pelo seu substrato.
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Abstract: Dengue fever is the most prevalent vector-borne disease in the world, with nearly
100 million people infected every year. Early diagnosis and identification of the pathogen
are crucial steps for the treatment and for prevention of the disease, mainly in areas where
the co-circulation of different scrotypes is common, increasing the outcome of dengue
hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS). Due to the lack of fast and
inexpensive methods available for the identification of dengue serotypes, herein we report
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