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Resumo

Introdugdo: A Organizacdo Mundial da Saude estima que ocorram mais de um
milhdo casos novos de cancer de mama (CM) em todo o mundo por ano. No
Brasil, este € o cancer mais freqliente no pais entre as mulheres (excluindo-se
cancer de pele ndao-melanoma). Além disso, o CM constitui-se na primeira causa
de morte, por cancer, entre as mulheres brasileiras. Estima-se que 60% a 75%
dos CM em mulheres acima de 50 anos sdo horménio sensivel. A terapia com
tamoxifeno por 5 anos foi considerada o tratamento de primeira linha para CM
hormonio responsivo por décadas. No entanto, cerca de 30% dos CM horménio
sensivel, inicialmente, sdo resistentes ao tamoxifeno, e outros 40% irdo
desenvolver eventual resisténcia. Com isso, novas alternativas foram
desenvolvidas e ensaios clinicos tém indicado que os inibidores da aromatase (lA)
sao superiores ao tamoxifeno, tanto em eficacia quanto na ocorréncia de efeitos
adversos (EA). Apesar dessas vantagens descritas, os IA também apresentam
indices de falha de tratamento, bem como um perfil de EA que pode levar a
reducdo da adesdo ao tratamento. Até o momento, ndo existem biomarcadores
sensiveis e especificos que permitam a identifcacédo de grupos de pacientes que
venham a se beneficiar mais, nem quais sdo os mais suscetiveis aos EA dos IA.
Objetivos: Analisar os efeitos de polimorfimos de base unica (SNPs, do inglés
single nucleotide polymorphisms) sobre desfechos clinicos e EA dos IA, bem
como realizar um estudo farmacoeconémico de analise de custos em pacientes
tratadas com IA em hospitais terciarios do Sistema Unico de Saude (SUS).
Metodologia/Resultados: 1) Revisao sistematica e metanalise: Foi realizada
revisdo sistematica e metanalise para determinar quais os SNPs do gene
CYP19A1 associam-se a desfechos clinicos e EA em mulheres tratadas com IA.
Doze estudos foram incluidos na analise final. Houve uma significativa
heterogeneidade entre as populagdes amostrais estudadas, SNPs e desfechos
investigados. Dessa forma, foi possivel metanalisar apenas o SNP rs4646 com
relacdo ao tempo de progressao (TTP, do inglés time to progression) em
mulheres com CM metastatico tratadas com |A; as portadora da variante de

rs4646 possuem TTP significativamente elevado quando comparadas a
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portadoras do alelo selvagem (Hazard Ratio (HR)=0.51 [95%CI=0.33-0.78],
p=0.002). Mais da metade dos estudos incluidos (n = 7/12) analisaram associa¢ao
entre SNPs do gene CYP19A1 e EA; embora uma associagéo estatisticamente
significativa com efeitos adversos musculo-esqueléticos e sintomas vasomotores
tenha sido encontrada, os resultados n&o se reproduziram em outras publicagdes,
sugerindo a necessidade de mais estudos no assunto. 2) Analises
farmacogenéticas: Nesta etapa do estudo foram incluidas 190 mulheres com CM
e que fizeram uso de IA por pelo menos 4 semanas, oriundas de 3 diferentes
hospitais do Rio Grande do Sul. As analises farmacogenéticas foram feitas por
meio do estudo de 12 SNPs em quatro genes (CYP19A1, ESR1, HSD17B1 e
TCL1A). Foram encontradas associagcdo entre o rs2830 e menores indices de
remissdao (OR=0,46; IC 95%= 0,22-0,93; p=0,032); entre o rs7176005 e menor
ocorréncia de sobrevida livre de doenga (OR= 0,42; IC95%= 0,18-0,94; p=0,036);
e entre o rs700519 e maior de sobrevida livre de doenca (OR= 4,95, IC 95%=
1,01-35,4). Com relagéo aos EA dos IA, encontraram-se associagéo entre VMS e
rs7176005 (p=0,038), além de associacdo entre os rs10046 e rs2830 com
menores indices de ocorréncia de disfungéo articular (p=0,002) e osteoporose
(p=0,042), respectivamente. 3) Analise farmacoecondémica: Foi realizada
analise dos custos relacionados ao uso dos trés IAs no contexto do sistema do
SUS brasileiro. Os custos finais, somatoério dos dois periodos (inicial e seguimento
de 12 meses), diferiram de forma significativa entre os trés IA (p=0,014). O custo
final mensal para tratamento do CM com uso de anastrozol teve uma mediana de
R$188,03 (IQR=87,94-313,63), sendo significativamente inferior ao custo de
tratamento com letrozol (mediana R$244,44; 1QR=151,42-432,95) (p=0,026).
Conclusoées: Os dados farmaco-epidemiologicos apresentados nesse trabalho
reforcam a existéncia de associagao de polimorfismos de genes envolvidos no
metabolismo e mecanismo de agdo dos IA com desfechos clinicos e freqiéncia
de EA adversos em mulheres com CM tratadas com essas medicagdes. Além
disso, demonstrou-se que existem diferencas significativas nos custos de
tratamento com IA em pacientes atendidas no sistema de saude publico brasileiro,
indicando que estudos mais detalhados s&o necessarios na otimizacdo dos

recursos para saude.
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Abstract

Introduction: The World Health Organization estimated that there are over one
million new cases of breast cancer (BC) worldwide per year. In Brazil, this is the
most frequent cancer among women in the country (excluding non-melanoma skin
cancer). In addition, BC constitutes the first cause of death from cancer among
Brazilian women. It is estimated that 60% to 75% of BC in women over 50 are
hormone sensitive. For decades, therapy with tamoxifen for 5 years was
considered first-line treatment for hormone responsive BC. However,
approximately 30% of hormone sensitive BC is initially resistant to tamoxifen, and
another 40% will develop possible resistance. Therefore, new alternatives have
been developed and clinical trials have shown that aromatase inhibitors (Al) are
superior to tamoxifen in both efficacy and adverse effects (AE). Despite the
advantages described, Al also have failure rates of treatment as well as an AE
profile that can lead to reduced adherence to treatment. To date, there are no
specific sensitive biomarkers that allow identification of which patient groups may
have greater benefits, nor which are more susceptible to AE from Al. Objectives:
To analyze the effects of single nucleotide polymorphisms (SNPs), on clinical
outcomes and the AE from Al, as well as conduct a pharmacoeconomic study of
cost analysis in patients treated with Al in public tertiary hospitals (SUS - Sistema
Unico de Saude). Methodology/Results: 1) Systematic review and meta-
analysis: systematic review and meta-analysis were performed to determine which
SNPs of the CYP19A1 gene are associated with clinical outcomes and AE in
women treated with Al. Twelve studies were included in the final analysis. There
was significant heterogeneity among the population samples studied, SNPs, and
outcomes investigated. Thus, it was possible to meta-analyze only the SNP
rs4646 with respect to time to progression (TTP), in women with metastatic BC
treated with Al; the carriers of the rs4646 variant have significantly increased TTP
compared to the wild type allele carriers (Hazard Ratio (HR)=0.51 [95% CI=0.33-
0.78], p=0.002). More than half of the included studies (n=7/12) analyzed the
association between SNPs of the gene CYP19A1 and AE; although a statistically

significant association of adverse effects with musculoskeletal and vasomotor
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symptoms has been found, the results were not reproduced in other publications,
suggesting the need for more studies on the subject. 2) Pharmacogenetic
analysis: In this stage of the study, 190 women with BC who used Al for at least
four weeks, coming from 3 different hospitals in Rio Grande do Sul, were included.
The pharmacogenetic analyzes were made through the study of 12 SNPs in four
genes (CYP19A1, ESR1, HSD17B1, and TCL1A). Association was found between
rs2830 and lower remission rates (OR=0.46; 95% Cl= 0.22 to 0.93; p=0.032);
between rs7176005 and a lower incidence of disease-free survival (OR=0.42, 95%
Cl=0.18 to 0.94; p=0.036); and between rs700519 and increased disease-free
survival (OR=4.95, 95% CI= 1.01 to 35.4). Regarding AE from Al, found an
association between VMS and rs7176005 (p=0.038), and association between
rs10046 and rs2830 with lower rates of occurrence of articular dysfunction
(p=0.002) and osteoporosis (p=0.042), respectively. 3) pharmacoeconomic
analysis: Analysis of the costs related to the use of the three Als in the context of
the Brazilian public health system (SUS) was performed. The final costs, sum of
the two periods (initial and follow-up of 12 months), differed significantly between
the three Al (p=0.014). The final monthly cost for BC treatment with anastrozole
had a median of R$ 188.03 (IQR=87.94 to 313.63) and was significantly lower
than the cost of treatment with letrozole (median R$ 244.44; IQR=151.42 to
432.95) (p=0.026). Conclusions: The pharmaco-epidemiological data presented
here reinforce the existence of association of gene polymorphisms involved in the
metabolism and mechanism of action of Al with clinical outcomes and the
frequency of AE variations in women with BC treated with these medications. In
addition, it was shown that there are significant differences in treatment costs with
Al in patients treated in the Brazilian public health system, indicating that more

detailed studies are needed in the optimization of health resources.
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1. Introducgao

1.1 Cancer de mama

O cancer de mama é um importante problema de saude publica para as
mulheres em todo o mundo (Allemani et al, 2014). Nos Estados Unidos, o cancer
de mama continua sendo o tipo de cancer mais frequente em mulheres e a
segunda causa de morte por cancer, sendo responsavel por 27% dos casos de
cancer e 15% das mortes por cancer no ano de 2009, o que se traduziu em
192.370 novos casos e 40.170 mortes. O cancer de mama também ¢é a forma
mais comum de cancer na Europa, representando cerca de 13,5% do total (Ferlay
et al, 2013). Em todo o mundo, o cancer de mama é o cancer mais
frequentemente diagnosticado e a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres, correspondendo por 23% do total de casos de cancer e 14% das
mortes por cancer. (Jemal et al, 2011). Embora o cancer de mama seja,
tradicionalmente, menos comum em paises nao industrializados, sua incidéncia

nessas areas esta aumentando (Parkin & Bray, 2011).

1.1.1 Epidemiologia

Existe uma enorme variagdo mundial na ocorréncia dos diversos tipos de
cancer, tanto do ponto de vista temporal-histérico quanto do ponto de vista
geografico (Doll, 1998). O cancer de mama, por exemplo, € raro entre as
populagées rurais na Asia, mas torna-se progressivamente mais comum entre os
migrantes para as cidades urbanas da propria Asia e, especialmente, naquelas
que se deslocam para cidades do Ocidente (América do Norte e Europa) (Burstein
et al, 2011). O conhecimento das frequéncias de ocorréncia de cancer dentro de
uma perspectiva global é fundamental, uma vez que o aumento mundial do
numero de casos nao esta mais restrito aos chamados paises desenvolvidos
(industrializados), mas também avangando nos grupos de paises de baixa e
média renda, que representam 80% da populacdo mundial. Isso se deve,
possivelmente, ao aumento da longevidade, redugdo da mortalidade infantil,
diminuicdo das mortes por doencas infecciosas e modificagdo progressiva do

estilo de vida (dieta, sedentarismo e tabagismo). Através dos padrdes globais de
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incidéncia e mortalidade por cancer e de como estes se relacionam fatores de
risco identificaveis, é possivel estimar tendéncias e possiveis implicacoes dessas
nos sistemas de saude, permitindo sua utilizacdo para aferir necessidades de
saude atual e futura (Burstein et al, 2011).

Estatisticas nacionais de mortalidade apresentam ampla variacdo de coleta
e qualidade em nivel mundial. Enquanto em paises industrilizados sédo coletados
rotineiramente, em outros sdo praticamente inexistentes, o que faz com que se
estime que coletivamente esses dados estejam disponiveis para
aproximadamente 30% da populagdo mundial. Da mesma forma, a qualidade
destes dados varia entre os paises, com estudos relatando cerca de 90% de
concordancia entre os atestados de obito e dados de patologia para diagndsticos
nos Estados Unidos (Kircher et al, 1985). Para os paises sem registro de 6bito ou
informacdes limitadas sobre a causa da morte, a Agéncia Internacional para
Pesquisa sobre o Cancer (International Agency for Research on Cancer, |IARC)
realiza a estimativa da regido baseada em dados disponiveis do pais ou regiao-
especifica. Em 2008, o numero de casos de cancer diagnosticados foi de
aproximadamente 12,7 milhdes, com um numero total de mortes por cancer de
aproximadamente 7,6 milhdes: 2,8 milhdes em paises desenvolvidos e 4,8
milhdes em paises de baixa e média renda, ja com relagdo ao cancer de mama,
ocorreram 1.383.523 casos novos com 458.367 mortes por este diagndstico
(Ferlay et al, 2010). Esses numeros devem crescer rapidamente devido ao
crescimento e envelhecimento da populagdo mundial, bem como pela mudancga
do perfil de estilo de vida, anteriormente ja citados.

Os registros de cancer de mama sao realizados no Brasil pelo Instituto
Nacional do Céancer (INCA) através do Registro de Cancer de Base Populacional
(RCBP) e o Registro Hospitalar de Cancer (RHC). Ambos atuam diretamente na
vigilancia epidemiolégica do cancer no pais. O RCBP produz informagdes que
permitem descrever e monitorar o perfil da incidéncia, enquanto os RHCs reinem
informacdes que tém por finalidade a avaliagdo da qualidade da assisténcia
prestada a pacientes atendidos em determinado hospital ou num conjunto de
hospitais (INCAb, 2014); O RHC esta vinculado a centros de assisténcia de Alta

Complexidade em Oncologia no Sistema Unico de Saude (SUS) e o RCBP mais
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restrito a capitais e/ou grandes cidades (INCAc, 2014). Os dados de mortalidade
de cancer de mama sao extraidos do Sistema de Informagao sobre Mortalidade
(SIM), o qual esta disponivel desde 1975 para notificacdo de todas as mortes do
Brasil.

No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas, muito provavelmente porque a doenga ainda é diagnosticada em
estadios avangados. Na populagcdo mundial, a sobrevida média apds cinco anos &
de 61%. Dessa forma, no ano de 2012 o Brasil teve 13.746 mortes por cancer de
mama, e um total acumulado de 124.773 no periodo de 10 anos (2002-2012),
sendo quase sua totalidade em mulheres (123.545) (MS-INCA), o que faz o
cancer de mama ser o tipo mais comum de neoplasia maligna entre as mulheres
(excluindo-se céncer de pele nao-melanoma), representando 20,8% do total
(INCAd) e com uma estimativa de 57.120 novos casos para o ano de 2014
(INCAe). No Rio Grande do Sul, a taxa bruta de incidéncia anual por 100.000
mulheres é de 87,72 casos, sendo o segundo estado do pais em incidéncia, atras

apenas do Rio de Janeiro com 96,47 casos por 100.000 habitantes (INCAT).

1.1.2 Patologia

A maioria dos tumores malignos de mama surge a partir de elementos
epiteliais e s&o classificados como carcinomas. O cancer de mama constitui-se
em um grupo heterogéneo de lesbes que diferem quanto a sua apresentagéo
clinica, caracteristicas radiograficas, caracteristicas patolégicas e comportamento
bioldgico, mesmo assim estes disturbios sdo frequentemente discutidos como
uma unica doenga. Historicamente, a classificagdo de cancer de mama invasivo
foi baseada na morfologia microscopica, sendo a classificacdo mais utilizada a da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) (Tavassoli, 2003), baseada no padrao de
crescimento e caracteristicas citologicas das células tumorais invasivas.

O carcinoma ductal invasor ou infiltrante (CDI) é o tipo histolégico mais
comum de cancer de mama e corresponde a 70-80% dos casos, sendo este um
diagnodstico de exclusao (ou seja, este tipo de tumor € definido como um tipo de
cancer que nao é classificado em nenhuma das outras categorias especiais de

carcinoma invasivo, como lobular, tubular, mucinoso, medular, e outros tipos
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especiais). Os tipos especiais de cancer compreendem cerca de 20% a 30% dos
carcinomas invasivos restantes.

Os percentuais de frequéncia sdo estimados a partir de uma série de base
populacional de 135.157 mulheres com cancer de mama referente a Surveillance
Epidemiology and End Results (SEER) pretencentes ao banco de dados do
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (National Cancer Institute, NCI),
entre 1992 e 2001 (Li et al, 2005):

1. Ductal invasivo — 76%
Lobular invasivo — 8%
Ductal / lobular — 7%
Mucinoso (coléide) — 2,4%
Tubular — 1,5%
Medular — 1,2%
7. Papilar—1%

Reconhecendo que o CDI ¢é histologicamente diversificado, com

I

comportamento  biolégico variavel, muitos pesquisadores tém tentado
subclassifica-los com base em caracteristicas microscépicas, sendo o método
mais comumemente utilizado baseado exclusivamente em caracteristicas
nucleares (classificacdo nuclear) ou em uma combinagdo de caracteristicas
arquitetbnicas e nucleares ((Burstein et al, 2011). A aparéncia do nucleo de
células tumorais é comparada com a de células epiteliais normais da mama, e
assim sdo classificados como bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou
pouco diferenciado.

Atualmente, o método mais utilizado de classificacdo baseia-se em uma
graduacéo histolégica que se utiliza da avaliagdo de (1) formacgao de tubulos, (2)
pleomorfismo nuclear e (3) atividade mitética, tendo sido proposta por Elston &
Ellis (2002). Ela é feita com base em uma pontuagdo que vai de 1 a 3 para os
quesitos de formagao de tubulos (>75%, entre 10%-75% ou <10%), pleomorfismo
nuclear (pequeno e uniforme, variagdo moderada em tamanho e forma ou
pleomorfismo nuclear marcado) e atividade mitética (por area de campo), sendo a
soma das pontuacbes para estes trés parametros o que determina o grau

histologico: pontuagdes de 3-5 sdo designados grau | (bem diferenciado), de 6-7
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sdo de grau Il (moderadamente diferenciado), e de 8-9 sdo designados grau Il
(pouco diferenciados, figura 1). As classificagdes histolégicas séo periodicamente
atualizadas, sendo a nova verséao utilizada pela OMS publicada no ano de 2012
(Gobbi, 2012).

Fi ma de mama pouco diferenciado mostrando que o
tumor é composto de ninhos sdlidos de células neoplasicas sem evidéncia de formacao glandular.
(B) Maior aumento (400x) mostrando marcada atipia nuclear em celular tumorais com consideravel
atividade mitotica.

Na avaliagdo patoldgica mais sumaria, as lesdes do CDI sao tipicamente
rigidas, cinzentas e irregulares, que invadem o tecido circunjascente de forma
aleatdria, criando uma forma caracteristica irregular e espiculada. As células
malignas, usualmente, induzem uma resposta fibrética que infiltra o parénquima
mamario, sendo essa reacdo em grande parte a responsavel pelas massas
palpaveis clinicamente, pela densidade radiolégica e as caracteristicas
ultrassonograficas solidas, tipicas desses carcinomas (Kilbride & Newmann,
2010).

Os carcinomas lobulares invasores (CLI) constituem-se no segundo grupo
mais frequente (até 10% dos casos) e tem sua incidéncia aumentando mais
rapidamente que os CDI, possivelmente em decorréncia da terapia de reposi¢ao
hormonal (TRH) em mulheres menopausicas, ja que esse fator de risco € mais
relacionado a esse tipo histologico (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer, 2012). Histologicamente é possivel diferenciar sem maiores
dificuldades esses dois tipos de carcinoma, mas em alguns casos pode-se utilizar

a imunohistoquimica (IHQ) para E-caderina, teste bastante acurado, mas na
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maior parte das vezes desnecessario na pratica clinica. A ocorréncia associada
com carcinoma lobular in situ (CLIS) esta presente em até dois ter¢cos dos casos,
ainda que o carcinoma ductal in situ (CDIS) também possa acompanhar o CLI
(Burstein et al, 2011). E importante notar que os CLI tém uma maior frequéncia de
bilateralidade e multocentricidade que os CDI (Orvieto et al, 2008), acomentendo
mulheres em idade mais avancada e se apresentando como tumores de maior
tamanho e melhor diferenciacdo (Pestalozzi et al, 2008). Estudos mais recentes
tém sugerido que os desfechos de tratamento (pelo menos a curto prazo)
parecem ser mais favoraveis para os CLI quando comparados aos CDI
(Cristofanilli et al, 2005). Como grupo, os CLI tendem a metastatizar mais
tardiamente e espalharem-se por sitios menos usuais, como peritdnio, meninges
e trato grastrointestinal (Ferlicot et al, 2004). Existe uma forte associacao entre
mutacdes de caderina (gene CDH1) e CLI, sendo observado esse diagnostico em
20 a 54% das mulheres provenientes de familias com cancer gastrico difuso
hereditario com mutag¢des germinativas em CDH1 (Berx et al, 1996).

Todos os outros subtipos (entre os quais as formas invasivas e
metaplasicas do tipo micropapilar) representam menos de 5% dos casos,
incluindo subtipos de tumor que ocorrem na mama, mas nao sao considerados
como canceres de mama tipicos (phyllodes cistosarcoma, angiossarcoma e

linfoma primario) (Dillon et al, 2009).

1.1.3 Fatores de Risco

O cancer de mama esta associado a diversos fatores de risco (idade,
histéria familiar, exposicado hormonal endégena e exdgena, dieta, doenga benigna
da mama, historia reprodutiva), no entanto, a maioria desses fatores implica em
pequeno (a moderado) aumento no risco individual para qualquer mulher (Quadro
1). Estima-se que cerca de 50% de mulheres que desenvolvem cancer de mama
nao possuiam fator de risco identificavel (além da idade e do sexo feminino),
sendo muitas vezes a importancia da idade como um fator de risco para o cancer
de mama negligenciada, prova disso sao os dados da Sociedade Americana de
Cancer (American Cancer Society, ACS) que em 2010 publicou as estimativas

daquele pais, dando conta que ocorreram 18.640 canceres de mama invasivos e
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2.820 mortes por cancer de mama em mulheres abaixo dos 45 anos em
comparagao com 173.730 tumores e 37.350 mortes em mulheres com 45 anos ou
mais (ACS, 2010).

Quadro 1. Magnitude de efeito de fatores de risco para cancer de mama

‘ Risco relativo <2 Risco relativo 2—4 Risco relativo >4
Menarca precoce Um parente de primeiro grau | Mutagédo em
Menopausa tardia com cancer de mama BRCA1 or BRCA2
Nuliparidade Mutacdo em CHEK2 Hiperplasia atipica
Estrogenio e Idade superior a 35 anos no | Exposicao a radiacao
progesterona primeiro filho antes dos 30 anos
Terapia de reposi¢cdo | Doenca mamaria Carcinoma lobular in situ
hormonal proliferativa
Alcool Densidade mamaria

(mamografica)
Obesidade

Adaptado de DeVita et al (Cancer: Principles & Practice of Oncology, 9th Edition), 2011.

1.1.3.1 Fatores familiais

Histéria familiar de cancer de mama tem sido reconhecidamente um fator
de risco para essa doenga, apesar de que a maioria das mulheres diagnosticadas
com cancer de mama nao possuem um membro da familia afetado; apenas 5% a
10% tém uma verdadeira predisposicdo hereditaria ao cancer de mama, o que
pode muitas vezes levar a uma superestimativa do risco, bem como a
superindicagcao de testes genéticos. De forma geral, o risco de desenvolver
cancer de mama aumenta de 1,5 a 3 vezes, se uma mulher teve a mae ou uma
irma com cancer de mama.

Cabe frisar que a histéria familiar, no entanto, € um fator de risco
heterogéneo, com diferentes implicagdes, dependendo do numero de parentes
com cancer de mama ou mesmo com outros tipos de tumores, o grau de
parentesco, a idade no momento do diagndéstico, bem como o numero de
parentes nao-afetados. Um exemplo disso € o caso de uma mulher cuja mae foi

diagnosticada com cancer de mama em idade avancada e que ndo tem outra
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histéria familiar da doenga, onde provavelmente (excluindo-se outros fatores)
pode haver uma elevacdo minima no risco de cancer de mama para ela. Em
contraste, uma mulher que tem varios membros da familia com diagndstico de
cancer de mama em idade jovem, o risco pode ser muito maior de desenvolver a
doenca (DeVita et al, 2011).

1.1.3.2 Predisposicao hereditaria para o cancer de mama

Uma parcela dos canceres de mama sao decorrentes de fatores
hereditarios bem estabelecidos com risco de recorréncia mendeliano, e
representa de 5-10% do total de casos diagnosticados. Mutagbes nos genes
BRCA1 e BRCAZ2 estao entre as principais causas desses grupo etioldgico,
estando associadas com um aumento significativo do risco de carcinoma da
mama e ovario. Estas mutagdes sao herdadas de forma autossédmica dominante,
com penetrancia incompleta. Como resultado, o risco de cancer de mama em
mulheres portadoras de mutagdo germinativa em BRCA1 é estimado em 65% (IC
95% = 44% a 78%) aos 70 anos e 39% (IC 95% = 18% -54%) para cancer de
ovario (Antoniou et al, 2003). Outro estudo estimou o risco de cancer de mama e
de ovario (aos 80 anos) em 90% e 24%, respectivamente (Risch et al, 2006). No
entanto, uma meta-analise de dez estudos de individuos com uma mutagao
BRCAT1 relatou riscos cumulativos para cancer de mama aos 70 anos de idade
em 57% e de céncer de ovario em 40% (Chen et al, 2006). Mutagdes
germinativas em BRCA2, segundo Antoniou et al (2003), apresentam risco de
cancer de mama e de ovario em torno de 45% (IC 95%= 33%-54%) € 11% (95 %
Cl= 4%-18%), respectivamente. Segundo outro estudo, o risco cumulativo de
cancer mama e ovario, aos 70 anos, para individuos com uma mutacdo em
BRCA2, é de 49% e 18%, respectivamente (Chen & Parmigiani, 2007). Além
disso, tumores malignos em outros sitios também apresentam incidéncia
aumentada em portadores de mutacdes nesses genes. Individuos com mutagao
patogénica em BRCA171 possuem risco relativo de 120 para ocorréncia de
carcinoma de tubas uterinas (Medeiros et al, 2006). Além disso, O risco
acumulado de desenvolver cancer peritoneal primario € de 3,9%-4,3% em 20

anos apo6s ooforectomia (Casey, et al 2005; Finch et al 2006). O risco de cancer
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de prostata em homens heterozigotos para uma mutagdo no gene BRCA1 é
aumentado, com um risco relativo de aproximadamente 1,8 (Thompson & Easton,
2002), embora o risco possa variar significativamente, dependendo da localizagéo
da mutagao de BRCA1 (Cybulski et al, 2008).

Ha um grande interesse no papel de fatores ambientais e de estilo de vida
na modificacdo do risco de cancer entre portadores BRCA71 ou BRCA2;
atualmente, no entanto, os dados disponiveis sao inconsistentes (Narod, 2006).
Deve-se frisar que mulheres com historico familiar significativo de cancer de
mama (ou seja, dois ou mais tipos de cancer de mama com idade inferior a 50
anos, ou trés ou mais casos de cancer de mama em qualquer idade), mas com
teste negativo para mutagcdées de BRCA tem aproximadamente um risco quatro
vezes maior de cancer de mama, sendo indicado para as mesmas 0 seguimento
dentro de um protocolo de alto risco (com intensificagdo das medidas de
rastreamento) (Metcalfe et al, 2009).

As caracteristicas histolégicas de canceres que surgem em mulheres com
mutacdes BRCA1 diferem daquelas que ocorrem esporadicamente, com uma
maior incidéncia de caracteristicas medulares e uma maior propor¢cao de tumores
grau 3. A proporcao de tumores BRCA1 que expressam receptores de estrogénio
(RE) ou progesterona (RP) é menor do que a observada em tumores esporadicos,
assim como a expressao de HER2 é infrequente (Lakhani et al, 2002). Sendo
assim, os chamados tumores triplo-negativo sdo mais frequentes nesse grupo de
mulheres, sendo consistente com fenétipo de células basais. No entanto, ainda
nao esta claro que o fendtipo de tumores com mutagdes BRCAZ2 difira dos
tumores esporadicos, embora alguns estudos tenham sugerido um excesso de
carcinomas tubulares e lobulares (Lakhani et al, 2002).

Os canceres de mama familiais (incluindo-se os hereditarios anteriormente
descritos) correspondem a cerca de 20% do total diagnosticado. Nesse grupo, vé-
se uma agregacao familiar forte, ainda que nado sugestiva de um padréo de
herangca mendeliano classico (autossbmico dominante, por exemplo). Como ja
anteriormente discutido, os genes BRCA1 e BRCAZ2 sao os dois principais genes
de alta penetrancia, estando associados a sindrome de predisposi¢cdo hereditaria

ao cancer de mama e ovario, contabilizando quase metade do total desses casos.
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Além disso, inumeros genes de baixa penetrancia vém sendo descobertos por
Genome-wide association study (GWAS), mesmo assim cerca da metade dos
casos de cancer familial/hereditéario ainda permanecem com sua etiologia
desconhecida, o que pode ser atribuido a genes ainda nado descobertos ou

mesmo a susceptibilidade poligénica (Figura 2).

Emerging Genes & Loci
(CASPS, FGFR2, TNRCS,
MAP3K1, LSP1,
2q25, 5p12, 8q24)
=5%

Unknown &
Candidate Genes,
Polygenic Susceptibility

~50%

“Sporadic” amja
P ereditary —— BRCAT
20%
—— BRCA2
20%
CHEKZ
5%

PTEN, ATM, STK11/LKBT,
MSH2/MLH1, BRIPT,
PALB2, RAD50, NBS1

=1%

Figure 2. Susceptibilidade genética ao cancer de mama. Adaptado de Olopade et al (2008).

1.1.3.3 Fatores hormonais

O desenvolvimento de cancer de mama em muitas mulheres parece estar
relacionado a fatores hormonais, particularmente os de origem reprodutiva
feminina, com diversos estudos epidemiolégicos consistentemente identificando
risco de cancer de mama associado ao aumento da exposi¢cdo a estrogénios
enddgenos, bem como exdgenos. Menarca precoce, nuliparidade, idade
avancgada da primeira gravidez levada ao termo e menopausa tardia aumentam os
riscos de desenvolver cancer de mama. Em mulheres pds-menopausicas, a
obesidade e a TRH estdao também positivamente correlacionadas com os niveis
de estrogénios plasmatcos, sendo que estes ultimos estdo associados com risco
aumentado de céncer de mama. No entanto, a maioria dos fatores de risco

hormonal tem um risco relativo de 2 ou menos (Burstein et al, 2011).
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A incidéncia especifica de cancer de mama aumenta acentuadamente com
a idade até a menopausa; apds, embora a incidéncia continue aumentando, a
taxa de crescimento diminui para aproximadamente um sexto do que a observada
no periodo da pré-menopausa. Essa diminuicdo dramatica da taxa de aumento na
curva de incidéncia especifica para a idade sugere que a atividade hormonal do
ovario desempenhe um papel importante na etiologia. Além disso, ha evidéncias
substanciais de que a privacdo de estrogénio (por exemplo, via menopausa
precoce iatrogénica) pode reduzir risco de cancer de mama, demonstrando que
mulheres na pré-menopausa que se submetem a ooforectomia sem reposicao
hormonal tém um risco significativamente reduzido de cancer de mama
posteriormente (Trichopoulos, 1972). Além disso, mais recentemente através de
estudos com mulheres com mutagdes BRCA1 e BRCA2 que realizaram
ooforectomia precoce tem se visto que a supressao hormonal decorrente também
possui um efeito protetor substancial sobre o risco de cancer de mama nesta
populagao (Kauff et a, 2002). A idade da menarca e do estabelecimento de ciclos
ovulatoérios regulares estdo fortemente ligados ao risco de cancer de mama, ja
que parece haver uma diminuicdo de 20% no risco de cancer de mama para cada
ano em que a menarca demora a ocorrer (Bernstein & Ross, 1993). A partir
desses dados a respeito da menarca € menopausa, parece provavel que a
duracéo total de exposicéo aos estrogenos enddgenos é um fator importante no
risco de cancer de mama.

A relacdo entre a gravidez e o risco de cancer de mama parece ser mais
complexa. Com base em estudos epidemiolégicos, as mulheres cuja primeira
gestacao a termo ocorre apos os 30 anos tém um aumento de duas a cinco vezes
no risco de cancer de mama em comparacdo com as mulheres que tém uma
primeira gravidez a termo antes dessa idade (Rosner et al, 1994). Além disso,
mulheres nuliparas tém maior risco para o desenvolvimento de cancer de mama
do que as mulheres multiparas, com um risco relativo de cerca de 1,4
(Chlebowski et al, 2003). O aborto, seja espontaneo ou induzido, ndo parece
aumentar o risco de cancer de mama (Melbye et al, 1997). Amamentacéo,
particularmente quando de longa duragdo, diminui o risco de diagnostico de

cancer de mama (Burstein et al, 2011). Os efeitos combinados da histéria
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reprodutiva e amamentacdo podem ser o0s responsaveis pelas diferencas
substanciais no risco de cancer de mama entre as nagdes desenvolvidas e em
desenvolvimento.

O uso de combinado de estrogénio e progesterona na TRH também
aumenta o risco de cancer de mama, quando comparado com o placebo, o uso de
TRH foi associado com um risco relativo de desenvolvimento de cancer de mama
de 1,66 (p<0,001) e um risco relativo de morte por cancer de mama de 1,22
(p=0,05) (Beral, 2003). Sendo que os efeitos da TRH foram notados apdés um
periodo relativamente curto de uso, com aumento no numero esperado de
mamografias anormais apos um ano de TRH e persistindo ao longo de todo o
estudo, com um aumento na incidéncia de cancer de mama observado apds 2
anos. Além disso, os tumores que ocorreram em usuarias de TRH eram maiores e
mais propensos metastatizar do que aqueles que ocorrem no grupo placebo
(25,4% vs. 16%; p=0,04).

1.1.3.4 Fatores dietéticos e de estilo de vida

Ha um interesse substancial em saber se fatores dietéticos ou de estilo de
vida modificam o risco de cancer de mama, ja que nesses casos intervencgdes
preventivas podem ser realizadas de forma sistematica e populacionalmente.

Estudos observacionais sugerem que dietas com alto teor de gordura foram
associados com maiores taxas de cancer de mama do que as dietas de baixa
gordura. No entanto, uma meta-analise incluindo oito estudos prospectivos nao
identificou a associagao entre a ingestdo de gordura e aumento de risco de
cancer de mama em mulheres (Alexander et al, 2010). Um estudo prospectivo
mostrou uma reducdo na recorréncia do cancer de mama no grupo intervencao
(dieta com restricao de gordura); além disso, o risco de recorréncia no grupo
intervengdo em comparagao com o grupo controle foi de 0,76 (95% Cl= 0,60-0,98,
p=0,034) (Chlebowski et al, 2006). Pode haver um efeito protetor moderado de
alto consumo de vegetais, mas os resultados para as frutas, fibras e consumo de
carne nao sao conclusivos. Em contraste, parece haver uma associagao positiva

entre o alcool e o risco de cancer de mama, sendo esse que esse risco aumenta
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linearmente em relagéo a quantidade de alcool consumida (Singletary & Gapstur,
2001).

A obesidade estd associada tanto com um aumento do risco de cancer de
mama em mulheres na pés-menopausa quanto com aumento da mortalidade.
Chlebowski et al (2003) verificou que mulheres com um indice de massa corporal
(IMC) maior ou igual a 31,1 tiveram um risco 2,5 vezes maior de desenvolver
cancer de mama do que aquelas com um IMC menor ou igual a 22,6. Além disso,
sabe-se que o ganho de peso depois dos 18 anos de idade esta associado com
um aumento progressivo e substancial do risco de cancer de mama na pdés-

menopausa, mesmo na auséncia de TRH (Willett et al, 2010).

1.1.4 Diagnéstico

A maioria dos canceres de mama esta associada a alteragdes
mamograficas, ja que apenas 10% deles sdo diagnosticados com base apenas
em alteracbes do exame fisico, enquanto a grande maioria (90%) s&o
identificados por imagem (Smurt et al, 1993; Stomper et al, 2000). Em mulheres
jovens os tumores podem se apresentar de tamanho maior, especialmente
naquelas em idade anterior ao inicio do rastreamento, sendo importante nesses
casos realizar imediatamente a mamografia (MMG) com vistas a avaliacao inicial,
independente da idade da paciente ou de avaliagao anterior de rotina normal.

A mamografia diagnéstica (quando comparada a de rastreio) possui uma
alta sensibilidade, mas baixa especificidade; em um estudo prospectivo em
mulheres com sinais e sintomas sugestivos de cancer foram realizadas 41.427
mamografias das quais 15% (6.279) foram alteradas (Barlow et al, 2002). A
sensibilidade e especficidade desse exame diminuem proporcionalmente com a
densidade mamaria e idade jovem das pacientes. Dessa forma o valor da MMG
na deteccdo de cancer de mama em estagio inicial foi estabelecida ha muito
tempo.

Varios ensaios clinicos randomizados tém demonstrado que a triagem
mamografica reduz as taxas de mortalidade por cancer de mama de 15-22%
(Humphrey et al, 2002), mas mesmo assim essa técnica tem as suas limitacdes,

com taxas de falso-negativos que podem ser tdo altas quanto 35% (Majid et al,
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2003). Entre as possiveis causas desse fato estdo o aumento da densidade
mamaria (que pode ocultar as lesdes), posicionamento/técnica ndo-adequados,
erros de avaliacdo, interpretagcdo inadequada ou mesmo caracteristicas muito
ténues de malignidade (Majid et al, 2003). Embora a maioria dessas causas
possa ser superada com formacdo e experiéncia adequada, o problema do
aumento da densidade do parénquima mamario denso levanta a necessidade de
outros métodos de imagem, como a ultrassonografia mamaria (USG) para
complementar a mamografia (Tan et al, 2014). A maioria das lesées se constitui
de nodulos solidos com ou sem distor¢gao da arquitetura, ou microcalcificagoes.
Os nodulos sodlidos quando espiculados e irregulares representam carcinoma
invasivos em cerca de 90% das vezes (Stomper, 2000). Ja as microcalcificagoes
sdo vistas em cerca de 60% dos caénceres de mama detectados
mamograficamente (Figura 3).

A confirmacgao confiavel do diagndstico de céancer levantado por uma
suspeita clinica ou mamografica somente pode ser feita através da analise
histolégica. Em determinado momento, a alta sensibilidade da ressonancia
nuclear magnética (RNM) para deteccdo de cancer levantou a possibilidade de
que esta técnica poderia substituir a bidépsia na avaliacdo de lesdes mamarias
suspeitas. No entanto, em um estudo prospectivo multicéntrico, a sensibilidade da
RNM foi de 88,1% (IC 95%: 84,6% -91,1%) e a especificidade foi de 67,7% (IC
95%: 62,7% -71,9%), indicando que uma RNM anormal n&o indica de forma
confiavel a presenca de cancer, bem como também nao exclui de forma confiavel
esse diagnostico (Bluemke et al, 2004).

Dessa forma, a bidpsia continua sendo a técnica padréo para o diagnéstico
tanto de anormalidades palpaveis e quanto nao-palpaveis. As técnicas de bidpsia
disponiveis para o diagnéstico de nédulos mamarios palpaveis sdo puncgao
aspirativa por agulha fina (PAAF), bidépsia por agulha grossa (core biopsy) ou

bidpsia excisional (Burstein et al, 2011).
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Figura 3. Mamografia com compresséao local mostrando uma massa espiculada de alta densidade
(seta vermelha) com calcificagbes lineares heterogéneas com distribuicdo ductal (setas brancas),
altamente sugestivas de CDIS.

Tanto a PAAF, quanto a core biopsy sao procedimentos ambulatoriais. A
PAAF é de facil realizagdo, mas requer citopatologista treinado para interpretacao
precisa do espécime, permitindo uma sensibilidade de 80% a 95%, com falso-
positivos em menos do que 1% dos casos (Burstein et al, 2011). Resultados falso-
negativos séo vistos de 4% a 10% dos casos, sendo mais comuns quando da
ocorréncia de tumores fibréticos ou bem diferenciados (Hammond et al, 1987).
Embora um diagnéstico por PAAF possa ser suficiente para prosseguir com o
tratamento definitivo, este pode nao distinguir de forma confidvel um céancer
invasivo de um carcinoma ductal in situ, levando eventualmente a medidas
excessivas na terapéutica do ultimo. A core biopsy tem muitas das vantagens da
PAAF, pois fornece espécimes histologicos adequadaos para interpretacao por
patologica. Além disso, permite a analise IHQ de receptores de estrogénio, de
progesterona e proteina HER2, fazendo dessa técnica a melhor opg¢ao para
pacientes que receberdo terapia sistémica pré-operatéria (neoadjuvante).
Resultados falso-negativos de erro de amostragem também podem ocorrer,
sendo indicada a bidpsia excisional quando niao ocorrer concordancia entre a core

biopsy e os achados clinicos e de imagem (Burstein et al, 2011).
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O diagnéstico de lesdes nao-palpaveis pode ser realizado através de
biépsia guiada por imagem (ultrassom) ou excisao cirurgica apos a clipagem. No
entanto, ha pouco papel para PAAF no diagndstico de lesdes detectadas por
exames de imagem de rastreio (ndo-palpaveis), pela alta prevaléncia de lesdes in
situ. Em um estudo com 318 pacientes com anomalias mamograficas
diagnosticados por biopsia entre 1997- 2001, a taxa de falso-negativo foi de 3,3%,
entretanto, para radiologistas que ja haviam feito mais de 15 bidpsias, essa taxa
foi de 0,6% (Pfarl et al, 2002).

1.1.5 Tratamento

O tratamento do céncer de mama inclui uma série de modalidades
terapéuticas distintas, que variam conforme o grau de gravidade da doenga e que
possuem uma série de particularidades, limitacbes e indicagdes préprias.
Sumariamente, pode-se enumerar que incluem-se nesse grupo a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia, a hormonioterapia, e mais recentemente, a

imunoterapia.

1.1.5.1 Cirurgia

Opgdes para o tratamento cirurgico do tumor primario incluem a cirurgia
conservadora da mama mais a terapia de radiacdo, além de mastectomia
reconstrucdo ou mastectomia somente. O estadiamento cirurgico da axila também
deve ser realizado. A sobrevida com qualquer uma destas op¢cdes é equivalente,
conforme descrito em estudos prospectivos randomizados (incluindo o European
Organization for Research and Treatment of Cancer's Trial [EORTC-10801]
(Fisher et al, 2002; van Dongen et al, 2000). A selecdo da abordagem terapéutica
local depende da localizagao e tamanho da lesdo, da analise da mamografia, do
tamanho da mama e da posicdo da paciente sobre preservar a mama. A presenca
de doencga multifocal ou histéria de doenca do colageno sao contra-indicagdes
relativas a terapia conservadora da mama (Abrams et al, 1995). Todos os tipos
histolégicos de canceres de mama invasivos podem ser tratado com cirurgia
conservadora da mama, associado a radioterapia (Weiss et al, 1992). A taxa de

recorréncia local na mama com o tratamento conservador €& baixa e varia
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ligeiramente com a técnica cirurgica utilizada (por exemplo, mastectomia,
quadrantectomia, mastectomia segmentar, etc). No entanto, a necessidade de
margens microscopicas completamente livres ainda € assunto discutivel (Wazer
et al, 1997; Solin et al, 1991). Os linfonodos axilares devem ser sempre
estadiados para auxiliar na determinacdo do progndstico e tratamento do caso. A
bidpsia de linfonodo sentinela (LS) € o procedimento padrao de estadiamento
axilar inicial, realizado em mulheres com cancer de mama invasivo. O LS é
definido como qualquer nédulo que recebe a drenagem linfatica diretamente a
partir do tumor primario; portanto, podendo ocorrer muitas vezes mais de um LS.
Estudos tém mostrado que a injeccdo de coldide com tecnécio com enxofre
marcado, corante azul patente ou ambos, para pesquisa da subsequente
eliminacado destes compostos resulta na identificagdo do LS em 92% a 98% dos
pacientes (Rubio et al, 1998; Kern, 1999). Além disso, trabalhos tem demonstrado
que existe uma concordancia de 97,5% a 100% entre a biopsia do LS e
esvaziamento axilar completo (Veronesi et al, 1997; Albertini et al, 1996; Krag et
al, 1998). Um ensaio clinico de fase Il randomizado, multicéntrico, com 5611
pacientes, aleatoriamente designados para LS mais esvaziamento axilar ou LS
somente (com esvaziamento axilar quando LS positivo), ndo identificou diferenca
estatisticamente significativa na sobrevida geral, sobrevida livre de doencga e
controle regional (Krag et al, 2010).

Para pacientes que necessitem de esvaziamento axilar, o procedimento
padrdo € a disseccdo apenas em nivel | e Il, removendo-se assim um numero
satisfatério de linfonodos para avaliagao (isto é, pelo menos, 6-10), buscando a
reducdo da morbidade do procedimento. Varios grupos tém tentado definir uma
populagao de mulheres nas quais a probabilidade de metastase linfonodal é baixa
o suficiente para evitar a bidpsia de linfonodo axilar, sendo que em um trabalho a
prevaléncia de linfonodos positivos em pacientes com tumores T1a variou de 9%
a 16% (Rivadeneira et al, 2000). Como o estadiamento dos linfonodos axilares
continua a ser um importante preditor de desfechos em pacientes com cancer de
mama, as evidéncias disponiveis ainda sao insuficientes para recomendar que
esse estadiamento possa ser omitido na maioria das pacientes com cancer de

mama invasivo.
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1.1.5.2 Quimioterapia

Existem diversos regimes de quimioterapia que sao padrbes para o
tratamento adjuvante do carcinoma da mama operavel, o0s mesmo encontram-se
descritos no Quadro 2. Até o momento, ndo ha nenhuma evidéncia favorecendo
qualquer regime como superior a outro, sendo assim, qualquer um destes regimes
é aceitavel, e a sua escolha é feita com base nas particularidades de cada caso
(Breast Cancer PDQ, 2015).

Alguns dos dados mais importantes sobre o beneficio da quimioterapia
adjuvante vieram do estudo EBCTCG, que se reune a cada cinco anos para rever
os dados de estudos globais sobre o cancer de mama (EBCTCG, 2005). Essas
analises incluiram 28.764 mulheres submetidas a quimioterapia adjuvante que
participaram em 60 ensaios comparadas a pacientes sem quimioterapia, 14.470
mulheres submetidas a quimioterapia em esquema ciclofosfamida, metotrexate e
5-fluoracil versus quimioterapia contendo antraciclina e 6.125 mulheres em 11
ensaios comparando esquemas de longa e curta duragdo. Para as mulheres com
idade inferior a 50 anos, a poliquimioterapia reduziu o risco anual de recidiva da
doenca e morte por cancer de mama em 37% e 30%, respectivamente. Isso se
traduziu em uma melhoria absoluta de 10% na sobrevida em 15 anos (HR, 42%
vs. 32%). Para as mulheres de 50 a 69 anos, o risco anual de recaida ou morte
por cancer de mama foi reduzida em 19% e 12%, respectivamente. Isso se
traduziu em um ganho absoluto de 3% na sobrevida em 15 anos (HR, 50% vs.
47%). O ganho absoluto de sobrevida para a poliquimioterapia versus nenhum
tratamento adjuvante em mulheres com menos de 50 anos era duas vezes maior
em 15 anos, assim como foi em 5 anos (10% vs. 4,7%), sendo que o principal
efeito sobre a recorréncia da doenca foi visto nos primeiros 5 anos (EBCTCG,
2005). A reducao cumulativa de mortalidade em 15 anos (a partir de 6 meses) de
regimes a base de antraciclina (por exemplo: fluorouracil, doxorubicina,
ciclofosfamida [FAC] ou fluorouracil, epirrubicina, ciclofosfamida [FEC]) foi de 38%

em mulheres abaixo dos 50 anos, e de 20% no grupo etario de 50 a 60 anos.
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Quadro 2. Regimes de quimioterapia adjuvante padrao para estadios |, I, IlIA e
[1IC operavel em cancer de mama com HERZ2/neu negativo.

Regime N° de ciclos e Cytoxan 5-FU Doxorubicina Paclitaxel/
duragéo (d) (mg/m?) (mg/m?) (mg/m?) Docetaxel
(mg/m?)
CAF 6 x 21 500,1IVd1 500,Ivd1 50,I1Vd1
AC 4 x 21 600, IVd1 — 60, 1Vd1
AC-T 4 (AC), 4 (T)x14 600, 1Vd1 — 60,1Vd1 P:175,1Vd1
Dose-densa
TAC 6 x 21 500, IVd 1 — 50,1Vd1 D:75,1IVd1
TC 4 x21 600, IVd1 — D:75,IVd1

AC= ciclofosfamida, doxorubicina; AC-T= ciclofosfamida, doxorubicina, taxol; CAF= ciclofosfamida,
doxorubicina, 5-fluorouracil; d= dia; D=docetaxel; V= intravenoso; P= paclitaxel; T= taxol; TAC=
docetaxel, doxorubicina and ciclofosfamida; TC= docetaxel e ciclofosfamida; 5-FU= 5-fluorouracil.

Essa meta-analise também mostrou que a redugao do risco de recidiva foi
semelhante na presencga ou auséncia de tamoxifeno, independentemente da sua
idade (abaixo dos 50 anos vs. idade entre 50-69 anos). Poucas mulheres acima
de 70 anos foram estudadas e as conclusdes especificas para este grupo ainda
ndo podem ser feitas. E importante ressaltar que esses dados foram obtidos a
partir de ensaios clinicos em que os pacientes nao foram selecionados para a
terapia adjuvante de acordo com o status imunohistoquimico (presenca ou
auséncia de RE) e que foram iniciados antes do advento dos taxanos, do
esquema de dose-densa ou do trastuzumabe (EBCTCG, 2005), ndo podendo
refletir os resultados desses novos tratamentos desenvolvidos. Resultados de
estudos individuais de uma forma geral estdo de acordo aos encontrados nas
conclusbes da meta-andlise descrita. O estudo NSABP-B-13 demonstrou um
beneficio para a quimioterapia com metotrexato sequencial e 5-FU versus cirurgia
sozinha em pacientes com linfonodos negativos e tumores RE-negativos (Fischer
et al, 1990; Fischer et al, 2004; Mansour et al, 1998).

1.1.5.3 Radioterapia

A radioterapia (como parte do tratamento local conservador da mama)
consiste na aplicagao de feixe externo pés-operatério em toda a mama com doses
totais de 45-50Gy, fracionadas em doses diarias de 1,8-2,0Gy ao longo de um

periodo de 5 semanas, esquemas hipofracionamento mais curto também
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obtiveram resultados comparaveis (Owen et al, 2006). Dois estudos
randomizados realizados na Europa tém mostrado que o uso de boosts de 10 Gy
a 16 Gy reduz o risco de recorréncia local de 4,6% para 3,6% em 3 anos
(p=0,044) (Romestaing et al, 1997) e de 7,3% para 4,3% em 5 anos (p<0,001)
(Bartelink et al, 2001). A radioterapia € empregada regularmente apds a cirurgia
conservadora da mama, podendo ser também indicada para pacientes pos-
mastectomia, com o objetivo principal (no contexto adjuvante) erradicar a doenca
residual e assim reduzir a recorréncia local (Clarke et al, 2005).

Para as mulheres que sdo tratadas com cirurgia conservadora da mama
sem radioterapia, o risco de recorréncia na mama conservada € substancial (mais
de 20%), mesmo quando os linfonodos axilares sdo negativos. Assim, é
recomendada a radioterapia em praticamente toda a mama pds-cirurgia
conservadora (Eifel et al, 2001). Apesar de todos os estudos que avaliam o papel
da radioterapia no tratamento conservador mostrarem reducdes altamente
significativas na taxa de recorréncia local, nenhum trabalho ainda demonstrou
uma redugéo estatisticamente significativa na mortalidade. No entanto, uma meta-
anadlise incluindo 17 ensaios clinicos realizada pelo EBCTCG e que incluiu mais
de 10.000 mulheres com cancer de mama inicial embasa a indicagao de
radioterapia de toda a mama apds cirurgia conservadora (Darby et al, 2011), ja
que esse procedimento resulta em uma redugdo significativa no risco de
recorréncia de 10 anos em comparagdo com a cirurgia conservadora da mama
sozinha (19% vs. 35%, respectivamente; risco relativo (RR), 0,52; 95% IC: 0,48-
0,56), bem como uma redugéo significativa no risco de morte por cancer de mama
(21% vs. 25% em 15 anos; RR, 0,82; 95% IC: 0,75-0,90) (Darby et al, 2011).
Radioterpia adjuvante de parede toracica e de linfondos regionais adjuvante tem
sido tradicionalmente indicada a pacientes selecionadas em que se considerada
um alto risco para falha local-regional apdés mastectomia, ja que a radioterapia
pode reduzir a recorréncia loco-regional neste grupo, mesmo entre os pacientes
que receberam quimioterapia adjuvante (Early Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group, 2000). Os pacientes com maior risco de recorréncia local
incluem aqueles com quatro ou mais ganglios axilares positivos, extensio

linfonodal extracapsular grosseiramente evidente, grandes tumores primarios e
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margens muito estreitas ou positivas profundas de ressecgdo do tumor primario
(Ragaz et al, 1997; Overgaard et al, 1997). Pacientes com 1-3 linfonodos
comprometidos sem nenhum dos fatores de risco previamente Isitados sé&o
consideradas de baixo risco de recorréncia local e o valor do uso rotineiro de

radioterapia adjuvante neste cenario tem sido pouco claro.

1.1.5.4 Hormonioterapia

Atualmente, a definicdo de indicacdo de hormonioterpia no cancer de
mama passa pela identificacdo do status tumoral em relagdo aos receptores
hormonais (de estrogénio e progesterona), usualmente por método
imunohistoquimico, ja que essa técnica parece confiavel o suficente (quando
realizada em laboratérios de qualidade com pessoal experiente) na predicdo de
resposta a terapia enddcrina adjuvante (Harvey et al, 1999).

Uma meta-analise publicada no ano de 2005, incluindo 80.273 mulheres
provenientes de 71 ensaios clinicos sobre tamoxifeno adjuvante encontrou
beneficio de uso de tamoxifeno restrito aquelas com RE positivos ou com esse
status desconhecido, com redugdes absolutas de recorréncia e mortalidade apés
15 anos, quando do uso por 5 anos, de 12% e 9%, respectivamente (Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). A alocagao de mulheres em um
protocolo de uso de tamoxifeno por 5 anos reduz a taxa anual de morte por
cancer de mama em 31%, independentemente do uso de quimioterapia, da idade
(<50 anos, 50-69 anos, =70 anos), da positividade para receptores de
progesterona ou de outras caracteristicas tumorais. Esse mesmo trabalho
também confirmou o beneficio de tamoxifeno adjuvante em mulheres na pré-
menopausa com RE positivos, com grau de beneficio em mulheres com menos de
50 anos, bastante semelhantes ao obtido por mulheres mais velhas. Além disso,
as reducdes proporcionais, tanto na recorréncia e mortalidade associadas ao uso
de tamoxifeno foram semelhantes em mulheres com cancer de mama com
linfonodos negativos ou positivos, apesar de uma melhora absoluta na sobrevida
em 10 anos ser maior no ultimo grupo (5,3% vs. 12,5%, com 5 anos de uso)
(Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). Resultados

semelhantes foram encontrados no estudo IBCSG-13-93 com 1.246 mulheres
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com doenga em estagio Il, onde apenas com RE positivos se beneficaram do uso
de tamoxifeno (Colleoni et al, 2006).

Ainda existem controvérsias quanto a duracdo ideal da terapia com
tamoxifeno em mulheres pré-menopausicas, se 5 anos ou 10 anos. O estudo
ATLAS (Adjuvant Tamoxifen Longer Against Shorter) que aleatoriamente alocou
12.894 mulheres com céancer de mama em estagio inicial entre 1996 e 2005,
revelou que 10 anos de tamoxifeno reduz o risco de recorréncia do cancer de
mama (617 vs. 711 recorréncias, 10 vs. 5 anos, respectivamente; p=0,002), reduz
a mortalidade por cancer de mama (331 vs. 397 mortes, p=0,01) e reduz a
mortalidade global (639 vs. 722 mortes, p=0,01) (Davies et al, 2013). No entanto,
a terapia estendida por 10 anos, quando comparada ao uso por 5 anos, aumenta
oS riscos associados ao tamoxifeno, a saber:

¢ Embolia pulmonar: RR=1,87 (IC 95%: 1,13-3,07, p=0,01);

¢ Acidente vascular cerebral: RR=1,06 (IC 95%: 0,83-1,36);

¢ Cancer de endométrio: RR=1,74 (IC 95%: 1,30-2,34, p=0,0002).

A partir de estudos que demonstraram superioridade dos |A sobre o
tamoxifeno com relagado a sobrevida livre de doenca (disease-free survival, DFS),
essa se tornou a terapia adjuvante de primeira linha para mulheres na pds-
menopausa. No entanto, a auséncia de evidéncias de vantagens desses farmacos
no que diz respeito a sobrevida total, faz com que o tamoxifeno continue a ser
uma alternativa razoavel. Maiores detalhamentos sobre as indicacbes, bem como

farmacologia e efeitos adversos dos |A serdo abordados subsequentemente.

1.1.5.5 Outras opg¢oes terapéuticas

O papel dos bisfosfonatos como parte da terapia adjuvante para o cancer
de mama em estagio precoce é incerto. O estudo ABCSG-12 (NCT00295646) que
incluiu 1.803 pacientes na pré-menopausa com tumores de mama RE positivos
que foram submetidas a supressao ovariana com goserelina e tamoxifeno, ou
goserelina e anastrozol. Esses pacientes, em seguida, foram submetidos a nova
randomizacgao para receber o acido zoledrénico (4 mg IV, a cada 6 meses) ou nao
(placebo). Nao houve diferenga significativa na DFS entre o grupo anastrozol e

tamoxifeno. No entanto, a adi¢ao de acido zoledrénico quando comparado com a
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sua nao utilizagdo, resultou em reducgao relativa de 36% no risco de progressao
da doenga (HR=0,64; p=0,01), apesar de ndo reduzir a mortalidade (Gnant et al,
2009). Resultados semelhantes foram obtidos em outro ensaio clinico
(NCT00171340), na qual 1065 mulheres na pdés-menopausa receberam letrozol e
foram distribuidos aleatoriamente para receber o acido zoledrénico (4 mg IV, a
cada 6 meses) ou somente apos inicio de perda de massa éssea ou fraturas.
Administracdo imediata do acido zoledrénico resultou em uma melhoria de 34%
na DFS (HR=0,66; 95% IC: 0,44-0,97, p=0,035), mas n&o afetou sobrevida total
(overall survival, OS) (Coleman et al, 2011). Com base nos resultados conflitantes
desses estudos, o papel exato de bisfosfonatos na terapia adjuvante para o
cancer de mama ainda € controversa.

Varios ensaios clinicos fase Ill tém abordado o papel do anticorpo anti-
HER2/neu, trastuzumabe (Herceptin®), como terapia adjuvante para pacientes
com cancer apresentando superexpressdo de HER2. No estudo HERceptin
Adjuvant (HERA) com 5.090 pacientes, o trastuzumabe foi dado a cada 3
semanas dentro do prazo de 7 semanas do término da terapia primaria, que
incluiam na maioria das pacientes, um regime de quimioterapia contendo
antraciclina (pré- ou pdos-operatéria) e/ou radioterapia loco-regional. As pacientes
que foram tratadas com um ano de trastuzumabe mostraram risco 46% menor de
recidiva (HR=0,54; 95% IC: 0,43-0,67; P <0,001), o que corresponde a um
beneficio absoluto na DFS de 8,4% em 2 anos (IC 95%: 2,1-14,8). Os resultados
atualizados no seguimento de 23,5 meses mostrou um HR nao-ajustado para o
risco de morte com trastuzumabe em comparagao ao placebo de 0,66 (95% CI:
0,47-0,91; p=0,0115), o que corresponde a um beneficio absoluto na OS de 2,7%
(Piccart-Gebhart et al, 2005; Smith et al, 2007). Depois de um periodo de
acompanhamento médio de 8 anos, foram analisados os resultados da
comparagao de um ano contra 2 anos de trastuzumabe e n&o foi encontrada na
DFS entre os grupos (HR=0,99; 95% IC: 0,85-1,14; p=0,86) (Goldhirsch et al,
2013). O efeito secundario mais temido € a cardiomiopatia, que além de
infrequente (<5% dos casos), é geralmente reversivel. O trastuzumabe deve ser

iniciado somente apds a ultima admnistracdo de antraciclina, concomitantemente
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ou sequencialmente aos taxanos (se esses forem utilizados) por um periodo de

um ano.

1.1.6 Prognéstico

Primeiramente, € importante que as definicbes de fatores progndsticos e
preditivos sejam bem estabelecidas. Um fator progndstico € demonstrado através
de separacao estatisticamente (e clinicamente) significativa das curvas de
desfecho baseadas na presenga ou auséncia do fator, ja um fator preditivo € uma
medida que prevé a resposta ou a falta de resposta a um tratamento especifico,
ou seja, € interacdo entre um fator e um tratamento. Na pratica, muitos fatores
sao igualmente prognésticos e preditivos (Humphrey et al, 2002).

O sistema de estadiamento da American Joint Commitee on Cancer
(AJCC) é baseado fatores prognésticos clinicos e patoldgicos estabelecidos. A
extensdo do comprometimento axilar no cancer de mama é o fator progndstico
mais estabelecido e confiavel para a doenca metastatica subsequente e
sobrevivéncia. Isto nao é surpreendente, uma vez que reflete evidéncia do
potencial metastatico real. O envolvimento ganglionar axilar tem sido geralmente
estratificado pelo numero de nédulos linfaticos positivos (por exemplo: 0, 1-3, 4-9
e 10 ou mais), embora as andlises mais recentes tenham enfatizado na
percentagem de nddulos linfaticos positivos, dada a variabilidade da extensao da
disseccdo axilar entre os cirurgides (Chang et al, 2010). O tamanho do tumor e
sua gradacio histolégica também tém sido estabelecidos como de importante
significancia prognostica. O grau histologico € melhor determinado por uma
metodologia estabelecida, como o sistema de Nottingham. Uma critica ao uso do
grau histologico tem sido a falta de concordancia entre os patologistas; no
entanto, isso vem sendo melhorado através da padronizacdo da metodologia
estabelecida (Burstein et al, 2011).

Atualmente, a expressdo tumoral dos receptores de estrogénio e
progesterona sao os fatores preditivos mais importantes e uteis, isso porque
mulheres em que ocorre a negatividade desses receptores (RE e/ou RP) nao se
beneficiam da hormonioterapia, quer no contexto metastatico ou adjuvante. Os

ensaios existentes atualmente para RE e RP podem ser realizados por técnica de

41



IHQ, que tém entre as suas principais vantagens poder ser realizada em tecidos
ja blocos de parafina (o que faz com que o tamanho tumoral ndo seja um fator
limitante importante), além de permitir a correlagdo com caracteristicas
histolégicas (o que elimina o risco de ter sido feito em tecido ndo-tumoral). No
entanto, € necessario que os laboratorios tenhaam aderéncia as técnicas
descritas com rigor. Relatorio recente da Sociedade Americana de Oncologia
Clinica (American Society of Clinical Oncology, ASCO) e do Colégio Americano
de Patologia destacou a importancia da alta qualidade dos testes de IHQ para RE
e RP como uma pecga central no cuidado de pacientes com cancer de mama
(McShane et al, 2005). Sendo o status RE/RP fundamental para orientacées de
manejo atuais, alguns centros tendem a repetir o ensaio se a determinacéo inicial
foi RE-negativo ou RP-negativo (particularmente se houver qualquer razdo para
questionar o resultado, como em um paciente com cancer de baixo grau). Embora
existam dados indicando que pacientes cujos tumores tém até mesmo apenas 1%
de células positivamente marcadas para receptores hormonais poderem se
beneficiar da terapia hormonal adjuvante, ainda é controverso se os laboratérios
podem informar de forma confiavel o percentual de RE e RP positivos (Hammond
et al, 2010).

Dessa forma, utilizando o tamanho e grau histolégico tumoral, dados
imunohistoquimicos sobre receptores hormonais e o numero de ganglios axilares
envolvidos, é possivel estimar o prognéstico de um paciente (Schnitt, 2006). Um
desses servigos on-line que € amplamente utilizado e foi validado é Adjuvant

Online (www.adjuvantonline.com) (Olivotto et al, 2005).

A idade da paciente também é indubitavelmente um importante fator
prognostico, uma vez que pacientes muito jovens com cancer de mama (35 anos
ou menos) apresentam um pior prognéstico do que as pacientes de mais idade, ja
que os tipos de céancer nessas pacientes tendem a ser de maior grau, menos
frequentemente RE/RP-positivo e mais propensas a ter invasao linfovascular
(Nixon et al, 1994). No entanto, ainda ndo esta claro se essas diferengcas de
caracteristicas patoldgicas explicam plenamente o pior progndstico nessas

pacientes jovens (Kollias et al, 1997).
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Aproximadamente 20% dos casos de céancer de mama apresentam
amplificagdo do gene HERZ2/neu, o que resulta em super-expressao desta
glicoproteina, sendo que em apenas 5% dos casos pode ocorrer a super-
expressao sem amplificagdo do gene. Ja que na maioria das vezes a amplificagéo
e a expressdo de HER2 sao altamente correlacionadas, este € o principal fator
preditivo para determinagao do beneficio do uso de trastuzumabe (Herceptin®), ja
que esta fortemente associado com maior grau de diferenciagdao tumoral,
auséncia de positividade para receptores hormonais, niveis mais elevados de
proliferacdo tumoral, resultando em pior progndstico. Existem também algumas
evidéncias que sugerem que o status de HER2 é preditivo para beneficios de
quimioterapia baseada em antraciclinas (Piccart-Gebhart, 2006). A analise de
HER2 pode ser realizada por IHC ou hibridagao in situ fluorescente (FISH), mas
de forma semelhante aos receptores hormonais, é fundamental que os
laboratorios adotem medidas rigorosas de controle de qualidade, ja que € um
teste definidor de tratamento (Wolff et al, 2007).

O envolvimento de espacos linfovascular esta associado a uma maior
probabilidade de metastases linfaticas e é um fator prognéstico adverso
independente, para pacientes com linfonodos negativos ou positivos. No entanto,
critérios patolégicos rigidos sdo necessarios para que esse fator possa ser
confiavel, isso inclui a garantia de que as células cancerosas visualizadas estejam
em area delimitada por endotélio e apresentem distdncia minima do nucleo
tumoral principal, o que permite distinguir a invasao linfovascular de algum
artefato de refracgdo; sendo que muitas vezes, em alguns centros, sdo utilizadas

coloragdes IHC para células endoteliais (Braun et al, 2005).
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1.2 Inibidores da Aromatase

A enzima aromatase € um produto do gene CYP19A17, que é altamente
expresso na placenta e nas células granulosas dos foliculos ovarianos, sendo que
essa expressdo depende da estimuacgao ciclica da gonadotropina. Essa enzima
também pode estar presente em tecidos nao-glandulares (em menor grau), como
figado, tecido muscular, tecido adiposo subcutaneo, cérebro e tecido mamario
(normal ou tumoral) (Smith & Dowsett, 2003).

A aromatase ¢é responsavel pela conversdo de testosterona e
androstenediona em estrogenos, estrona (E1) e estradiol (E2), respectivamente.
Em mulheres pds-menopausicas, essa conversido se da principalmente em
tecidos periféricos, enquanto que nas mulheres pré-menopausicas isso ocorre
primariamente nos ovarios (Figura 4).

Os IA sdo uma nova classe de farmacos que inibem a fungéo da enzima
aromatase, sendo que em mulheres pos-menopausicas podem suprimir toda a
sua atividade periférica, levando a um estado de deprivagdo estrogénica
profundo. Essa € uma estrtégia que diferencia os |IAs do tamaxifeno (pertencente
ao grupo dos moduladores seletivos dos receptores de estrogénio ou “selective
estrogen receptors modulators”, SERMs).

Com base no momento em que foram desenvolvidos os IA, eles sao
classificados em primeira, segunda ou terceira geragao. Além disso, também sé&o
subdivididos em tipo 1 (inativadores da aromatase esterdides) e tipo 2 (inibidores
da aromatase nao-esterdides). Os IA do tipo 1 se ligam de forma irreversivel a
enzima, por isso sdo chamados de inativadores, diferentemente dos tipo2 que se
ligam de forma reversivel ao grupo heme da enzima aromatase. Entre os
inibidores da aromatase de primeira geracdo esta o aminoglutetimide
(Cytadren®), desenvolvido inicialmento como anticonvulsivante para uso
concomitante com hidrocortisona, mas devido ao seu perfil bastante toxico teve
um grande declinio no seu uso com o surgimento de IA mais novos. Entre os IA
de segunda geracao esta o formestane (Lentaron®, inativador tipo 1), o fadrozole
(imidazdlico tipo 2) e a rogletimida (inibidor tipo 2). O formestane foi o primeiro |1As
amplamente usado no tratamento do cancer de mama (Goss et al, 1986), sendo

gue seu uso era principalmente parenteral (através de injegdes intramusculares
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de depdsito). Os IA de terceira geragao foram desenvolvidos na década de 90, e
nos quais se incluem o exemestane (esterdide de tipo 1), o anastrozol (n&o-
esterdide de tipo 2) e o letrozol (n&o-esterdide de tipo 2); sendo esses os I1As mais
comumente usados no tratamento do cancer de mama tanto em fases iniciais

como avancadas (Chabner et al, 2006), que serao melhor detalhados a seguir.
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Figura 4: Resumo das vias bioquimicas de estrogénios e locais de agdo de farmacos
antiestrogénicos. Adapatado de PharmaGKB (https://www.pharmgkb.org/)
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1.2.1 Caracteristicas farmacolégicas dos inibidores da aromatase

1.2.1.1 Anastrozol

O anastrozol, nome comercial Arimidex ®, € um inibidor n&o-esterdide
competitivo da aromatase, sendo um potente IA triazdlico (Figura 5). Assim como
o letrozol, o anastrozol liga-se competitivamente e especificamente com o grupo
heme do CYP19. A admnistracdo de 1mg ou 10mg por 280 dias reduz a
aromatizagao corporal em 96,7 e 98,1% respectivamente (Chabner et al, 2006).
Clinicamente, o anastrozol ndo tem agao sobre as adrenais (sintese de gluco- e
mineralocorticéides) em mulheres pds-menopausicas, assim como nao impacta
na acao do ACTH ou nas concentragbes de LH ou FSH (Wellington & Faulds,
2002).

,\\J(j? —N

Figura 5. Estrutura quimica do anastrozol.

O anastrozol é rapidamente absorvido pela ingestdo oral, com um pico
sérico em 2 horas. Doses repetidas aumentam os niveis sérico progressivamente,
com um platé atingido apds 7 dias. Esse farmaco é metabolizado por meio de trés
processos bioquimicos distintos: desalquilagdo, hidroxilacdo e glicuronidacéo,
sendo que menos de 10% da medicacao é excretada na forma nao-metabolizada.
A hidroxilagao de fase | ocorre principalmente no figado com a conversao para
hidroxianastrozole, sendo a molécula também desalquilada pela CYP3A4 e
menos predominantemente por CYP3A5 e CYP2C8. O metabolismo de fase Il do
anastrozol é por meio da glucuronidagcéo realizada por UGT1A4 e, menos
frequentemente, por UGT2B7 e UGT1A3 para produzir glucuronideo-OH-
anastrozol (Figura 6) (Kamdem et al, 2010). Um estudo in vivo relatou que o
anastrozol tem uma ampla variacao inter-individual no seu metabolismo (Ingle et

al, 2010). Ja experiéncias in vitro mostraram que o anastrozol pode sofrer
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glucuronidagdo direta de fase |l gerando anastrozol-N-glucuronideo em
microssomos hepaticos humanos (Lazarus et al, 2010), sugerindo que os
polimorfismos em UGT1A4 podem desempenhar um papel importante no
metabolismo de anastrozol. Wiener et al (2004) identificaram que a enzima
UGT1A4 tem duas variantes genéticas, P24T (UGT1A4*2) e L48V (UGT1A4*3),
ambas associadas com atividade alterada glucoronidagao in vitro. No entanto,
esta atividade catalitica alterada parece ser dependente do substrato (Ehmer et
al, 2004). Os estudos clinicos com amostras maiores s&o necessarios para avaliar
o efeito destas duas variantes genéticas e sua correlagdo com glucuronidacéao e

metabolismo em geral do anastrozol in vivo.

Cell membrane
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o
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CYP3A4/5
Anastrozole Hydroxyanastrozole (OH-anastrozole)

CYP2Cs
/ uGT1A4 |UGT2B7
UGT1A4\ UGT2B7

3,5-Bis-(2-
methylpropiononitrile)- Glucuronide-OH-anastrozole
benzoic acid

Anastrozole-N-glucuronide

Figura 6. Metabolismo anastrozol: o anastrozol pode sofrer Fase |l direta glicuronidagéo por
UGT1A4 e UGT2B7 para formar anastrozol-N-glicuronideo. No entanto, a principal via de
metabolismo é através do CYP3A4/5 e CYP2C8 seguido por glicuronidagdo via UGT1A4 e
UGT2B7. UGT1A4*2 e UGT1A4*3 sdo variantes genéticas que poderiam desempenhar um papel
na atividade glicuronidagéo alterada do anastrozol. Adapatado de Turkistani & Marsh, 2012.

1.2.1.2 Letrozol

Letrozol (figura 7), nome comercial Femara ®, € um inibidor competitivo
nao-esterdide da aromatase, que reduz totalmente a aromatizagao corporal e de
forma significativa dentro da massa tumoral. Como o anastrozol, nao interfere no
metabolismo adrenal ou tireoidiano, assim como de outros hormdénios. O letrozol
reduz de forma significativa (e superior ao tamoxifeno) marcadores de proliferacao
celular, em tumores que expressam receptores de estrogénio e HER2/neu
(Chabner et al, 2006). O letrozol é rapidamente absorvido apés admnistragao oral,
com pico maximo em 1 hora, e uma biodisponibilidade de 99,9%. O letrozol &

excretado principalmente por via renal, como um metabdlito carbinol-inativo,
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sendo o tempo de meia-vida para excrecdo da medicacdo de 40-42 horas
(Geissler et al, 2003).

Figura 7. Estrutura quimica do letrozol.

O farmaco é metabolizado principalmente por oxidacdo de fase | pelas
enzimas CYP3A4 e CYP2A6 — especialmente este ultimo ((Murai et al, 2009) — o
seu metabdlito farmacologicamente inativo (4,4'-metanol-bisbenzonitrile), o qual é
posteriormente metabolizado por glicoronidagao para formar um metabdlito inativo
conjugado (Lazarus et al, 2010; Jeong et al, 2009), como pode ser visto na figura
8. O CYP2A6 demonstrou maior afinidade para com o letrozol. Em um estudo
recente sobre a acdo do CYP2A6 (Desta et al, 2011), 261 pacientes foram
genotipadas e classificadas como metabolizadores normais (*1/*1; n = 200),
intermediarios (*1/*9 e *1/*12; n = 40) e lentos (n = 21). As concentragdes
plasmaticas de letrozol foram significativamente diferentes entre os trés grupos,
com destaque para uma grande variacdo interindividual no metabolismo letrozol.
No entanto, os achados da literatura sobre o metabolismo detalhado do letrozol in
vivo ainda sao limitadas. Adaptando o tratamento com letrozol para pacientes de
acordo com os genodtipos CYP2A6 poderia ser possivel, se mais informacdes
forem adquiridas.
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Figura 8. O metabolismo detalhado de letrozol ainda nao esta claro e requer mais investigagéo.
CYP2A6 parece ser a principal enzima responsavel pela N-desalquilagdo do letrozol para formar
um derivado de cetona, o qual é posteriormente metabolizado por CYP2A6 e CYP3A4 para um
metabolito secundario (4,4 '-metanol-bisbenzonitrile). Polimorfismos em CYP2A6 parecem
contribuir para o metabolismo alterado letrozol. Adapatado de Turkistani & Marsh, 2012.

1.2.1.3 Exemestano

O exemestano (figura 9), nome comercial Aromasin ®, & um inibidor
esteréide da aromatase nao-competitivo, chamado de “substrato suicida” ele se
liga de forma irreversivel a aromatase inativando-a de forma definitiva. Isso faz
com que uma dose diaria de 25mg de exemestano reduza em 98% a atividade da
aromatase e em mais de 90% os niveis plasmaticos de estrona e estradiol. E um
farmaco de absorcao rapida, com pico sérico de 2 horas, apds administracao oral.
Sua absor¢ao € potencializada em mais de 40% apods ingestdo de dieta rica em
gordura. Sua metabolizacdo é em grande parte realizada no figado, onde sofre
processos de oxidagao e redugdo. Como € em grande parte excretado na urina,
sua dose precisa ser ajustada em pacientes com perda de fungao renal (Lenning
et al, 2000). o

Figura 9. Estrutura quimica do exemestano.
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A oxidacao é catalisada principalmente pela CYP3A4 para formar 6-hidroxi-
metil-exemestano, enquanto a redugao é catalisada principalmente por CYP4A11
e CYP1A1/2, para formar 17-hidroexemestano (Kamdem et al, 2011). Os
polimorfismos genéticos em genes que codificam estas enzimas tém sido
referidos como tendo significado clinico (Sachse et al, 2003; Napoli et al, 2005;
Keshava et al, 2004; Cho et al, 2005; Mikhailova et al, 2006), por conseguinte,
estes polimorfismos potencialmente podem ter efeito sobre o metabolismo do
exemestano. A administragdo concomitante de inibidores potentes de CYP3A4
nao afeta as concentracdes séricas de exemestano, apesar do medicamento ser
oxidado pela CYP3A4. Isso indican que o metabolismo desse farmaco pode ser
totalmente realizado por meio de vias redutivas (Kamdem et al, 2011), sugerindo
que genes dessas vias (CYP4A11 e CYP1A1/2) podem ser até mais importantes
do que se pensava. Apds a reducao, o metabdlito 17-hidroexemestano é formado
e entao glucoronizado pela agao de varias UGTs (UGT2B17, UGT1A10, UGT1AS,
UGT1A4, e predominantemente UGT2B17) (Sun et al, 2010) (Figura 10).

Cell membrane

CYP3A4
Exemestant me——  G-hydroxymethylexemestane

CYP4A11J CYP1A1/2

17-hydroexemestane

UGT2B17 \UGT1A4/8/10

Exemestane-17-O-glucuronide

Figura 10. Metabolismo do exemestane: a A via de oxidagéo é catalisada pela CYP3A4, enquanto
via reducdo € catalisada por CYP4A11, CYP1A1 e CYP1A2. A glucuronidacdo é realizada
principalmente por UGT2B17, que tem sido relatada a ter atividade glucuronidation significativa
diminuigdo quando deleg¢do do gene UGT2B17 esta presente. Adapatado de Turkistani & Marsh,
2012.
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1.2.2 Indicagoes terapéuticas

Apds a sua implementagdo bem sucedida para o tratamento de cancer de
mama metastatico, os IA de terceira geragao (anastrozol, letrozol e exemestano)
se tornaram tratamento enddcrino adjuvante padrdo para cancer de mama
receptor de estrogénio positivo em meulhres pds-menopdusicas, havendo
indicagbes do uso dos mesmos em contextos neoadjuvante, adjuvante e em
cancer de mama metastatico, como sera detalhado a seguir.

Uma meta-analise recente ndo encontrou diferenga na eficacia anti-tumoral
entre estes trés compostos. Nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre o0 anastrozol e letrozol, apesar de uma discreta tendéncia (sem significancia
estatitisca) que favorece o letrozol com relagcdo taxa de mortalidade total. Da
mesma forma, nenhuma diferenga foi registrada em relacdo a eficacia do
anastrozol versus exemestano para tratamento sequencial (3,1% de redugéao
absoluta na taxa de recidiva em 3 anos apds divergéncia entre braco I1As e brago
tamoxifeno, p<0,00001). No entanto, o uso dos IA aumenta significativamente a
sobrevida quando comparados ao tamoxifeno (redugéo absoluta de recidiva de
0,7%, p=0,02). (Downsett et al, 2010).

Os resultados dos principais estudos que comparam |A de terceira geragao
com tamoxifeno para tratamento adjuvante (Kaufmann et al, 2007, Forbes et al,
2008, Regan et al, 2011, van de Velde et al, 2011, Bliss et al, 2012, Dubsky et al,
2012, Boccardo et al, 2013) encontram-se resumidos na Tabela 3. Estes estudos
avaliaram duas abordagens de tratamento, o IA em monoterapia ou tratamento
sequencial, em que apés 2-3 anos de tamoxifeno segue-se o tratamento com IA.
Além disso, um estudo (BIG 1-98) também inclui um quarto brago, nos quais
pacientes randomizados para 2 anos de letrozol, sequem com 3 anos de
tamoxifeno (Mouridsen et al, 2009). A justificativa para a abordagem sequencial
baseou-se nos resultados de estudos em contexto metastatico, que revelou
auséncia de resisténcia cruzada entre o tamoxifeno e os IA.

Assim, a idéia era que a mudanca de tamoxifeno para um IA, durante 5
anos de terapia adjuvante pudesse impedir o desenvolvimento de resisténcia
(adquirida). Em relagao as duas estratégias principais (monoterapia com |IA por 5

anos apos a cirurgia e tamoxifeno por 2-3 anos seguido por IA por 3-2 anos com
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duragéo total de 5 anos), ambas estratégias revelaram superioridades em
comparagao a monoterapia com tamoxifeno na prevengao de recorréncia.

Entre 9856 pacientes alocadas em monoterapia ou com tamoxifeno ou com
IA, apdés um periodo médio de acompanhamento de 5,8 anos, o IA em
monoterapia diminuiu a taxa de recidiva de 12,6% (tamoxifeno) para 9,6%. Em
relacdo ao tratamento sequencial (“switch”), quando se analisa as pacientes
desde o momento da randomizagao do switch, a taxa de recorréncia foi reduzida
de 8,1 a 5% em 3 anos de seguimento, com uma redugdo significativa de 0,7% na
mortalidade por cancer de mama entre as pacientes que receberam IA. Com base
nos estudos apresentados, os IA tornaram-se agora terapia adjuvante enddcrina

padrao para pacientes com cancer de mama na pos-menopausa.

Quadro 3. Resultados dos principais estudos clinicos em contexto adjuvante
comparando inibidores da aromatase de terceira geragao e tamoxifeno.

Sobrevida

No. pacientes Droga DFS 0s Seguimento Referéncia
ATAC
3116 T 0.90° 0.97 100 meses Forbes et al
3128 Tl 2008
BIG 1-98
2459 a a
2463 -Lr 0.86 0.87 8.1 anos Regan et al
o [>T 1.06° 0.97° (2011)

T>L 1.07° 1.10°
ABCSG-8
1849 T 0.80° 0.87¢ 60 meses Dubsky et al.
1865 T>A (2012)
ARNO 95 Kaufmann et al
P ToA 0.66 0.53 30,1 meses | (2007)
IES
2305 T 0.81° 0.86° 91 meses Bliss et al. (2012)
2294 T>E
TEAM ; .
4868 T/E 0.97 1.00 van de Velde et
4898 E 5,1anos al. (2011)

T, tamoxifeno; A, anastrozol; L, letrozol; E, exemestano.
@ Diferenca significativa a favor do IA.
Esse brago do estudo descontinuou o tratamento apds a analise de eficacia inicial mostrar nenhum beneficio
sobre o tamoxifeno. Ndo ha seguimento de longo prazo para esse grupo.
¢ Sem diferenca signficativa, quando comparado ao letrozol.
Sem diferenca signficativa.
° Diferenga significativa a favor da seqiiéncia tamoxifeno-IA.
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No entanto, os dados acima resumidos levantam a questdo de qual
estratégia é a ideal: monoterapia com IA ou tratamento sequencial (switch)
(Lgnning & Eikesdal, 2013). No quarto bragco do estudo BIG1-98 (Quadro 3),
1.548 pacientes foram randomizadas para o tamoxifeno por 2 anos, seguido por
letrozol durante 3 anos, enquanto 2.563 pacientes receberam monoterapia com
letrozol (Mouridsen et al., 2009). Em um periodo de acompanhamento médio de
71 meses a partir da randomizacdo, a sobrevida livre de doenca, bem como a
sobrevida global ndo foram significativamente inferiores no switch em comparagéao
com o braco em monoterapia (HR=1,05 e 1,13; respectivamente). Curiosamente,
observou-se beneficio no grupo de pacientes com linfonodos comprometidos
(positivos), o que nao ocorreu em pacientes com linfonodos negativos. No estudo
TEAM, tamoxifeno por 2,5-3 anos seguidos de exemestano por um periodo total
de tratamento de 5 anos foi comparado com a monoterapia com exemestano (de
Velde et al. Van 2011). Apés um total de 9.766 pacientes analisadas por periodo
de acompanhamento médio de 5,1 anos, ndo houve diferenga na sobrevida livre
de doenca entre os pacientes nos dois bragos. Quanto ao estudo BIG 1-98, outra
comparagao interessante foi feita entre pacientes tratadas inicialmente com
letrozol por 2 anos seguido de tamoxifeno por 3 anos versus letrozol em
monoterapia por 5 anos, sendo que, novamente, ndo houve diferenca.

Tomadas em conjunto, estas evidéncias preconizam a utilizagdo de IA no
tratamento adjuvante de mulheres na pés-menopausa. No entanto, até agora, nao
ha fortes argumentos cientificos em favor da monoterapia em comparagéo com a
estratégia de switch.

O tratamento sistémico pré-cirargico oferece o beneficio de reduzir o
estadiamento da doenca e assim permitir um procedimento cirurgico mais limitado
(Dixon et al, 2009). Além disso, oferece um contexto Unico para avaliar potenciais
fatores preditivos, bem como as mudangas nos paradmetros moleculares (Lenning
& Eikesdal, 2013). Varios estudos (Eiermann et al, 2001; Semiglazov et al, 2005;
Smith et al, 2005; Cataliotti et al, 2006) compararam os IA e tamoxifeno como
tratamento primario neoadjuvante. O letrozol revelou superioridade sobre o
tamoxifeno (Eiemann et al, 2001), mas nenhum beneficio estatisticamente

significativo do anastrozol comparado ao tamoxifeno foi observado nos dois
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ensaios realizados com este composto (Smith et al, 2005; Cataliotti et al., 2006).
Quanto exemestano, houve beneficio na taxa de resposta em comparagédo com
tamoxifeno, mas o numero de pacientes era demasiado pequeno para efeitos de
comparagao estatistica (Semiglazov et al, 2005). Durante os ultimos anos, o
marcador de proliferacdo Ki67 tornou-se um importante desfecho substituto para
analise de resposta a terapia neoadjuvante, pois comparando-se o percentual de
células Ki67+ antes e depois de 2 semanas do terapia enddcrina, tem-se
indicativos de quais pacientes estdo propensos a responder com regressao
tumoral, inclusive a longo prazo (Dowsett et al, 2007). Pacientes com uma queda
substancial dos percentuais de Ki67 alcangam uma melhor resposta a esse
tratamento (Dowsett et al, 2011a). Outro beneficio da medi¢cao percentual de Ki67
€ a identificagcao precoce de pacientes com falha do tratamento, ja que o aumento
de Ki67, posteriormente se traduz em progressao tumoral clinica (Dowsett et al,
2011b).

O tratamento do cancer de mama metastatico mudou nos ultimos anos,
uma vez que hoje a maioria das pacientes com metastase (e cancer de mama
com RE+) ja4 experimentaram progressdao da doenga em adjuvancia com IA.
Enquanto os estudos anteriores revelaram a superioridade dos IA em comparacao
com tamoxifeno (Mouridsen et al, 2001), o fato de que a maioria dos pacientes
com tumores metastaticos ja recebram um |A para a terapia adjuvante muda o
cenario. Quando as pacientes recidivam apds mais de um ano do término da
terapia adjuvante, a re-implementac¢do do IA pode ser uma escolha razoavel. Em
contraste, pacientes com recidiva no tratamento ou logo apds terminar a terapia
adjuvante necessitam de opcdes de tratamento alternativas. E importante notar
que o tamoxifeno (Mouridsen et al, 2003), bem como o fulvestrante (Chia et al,
2008) podem ter efeitos antitumorais em doentes em que os IA falharam. Além
disso, o exemestano (A esterdide) tem se mostrado eficaz entre as pacientes que
tornam-se resistentes a um |A nao-esterdide (como o anastrozol e o letrozol)
(Lenning et al, 2000). Curiosamente, um ensaio clinico randomizado demonstrou
uma eficacia semelhante do fulvestrante e do exemestano entre as pacientes que
tiveram falha de tratamento com anastrozol ou letrozol falham (Chia et al, 2008).

Dessa forma, os dados ainda sao insuficientes para se concluir que o fulvestrante
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€ superior a IA (notadamente o exemestano), tanto na configuragdo de primeira e
segunda linha. No entanto, o fulvestrante & geralmente bem tolerado nesse grupo
de doentes e a adesdo ao tratamento é assegurada por se tratar de inje¢des
intramusculares de depdstivo (0 que pode ser uma solugao em pacientes de baixa
adeséo) (Lenning & Eikesdal, 2013). Atualmente, n&o existe um consenso geral
sobre sequenciamento ideal da terapia endécrina para cancer de mama

metastatico.

1.2.3 Efeitos adversos e toxicidade

Clinicamente, o anastrozol parece ter uma boa tolerancia clinica, com
incidéncia menor de sangramentos vaginais, fogachos, cancer endometrial,
acidentes vasculares cerebrais isquémicos, trombose venosa profunda e embolia
pulmonar. No entanto, essa medicagéo tem indices muito mais elevados de dores
osteoarticulares e fraturas do que o tamoxifeno, sendo muitas vezes a principal
causa de interrupgéo do tratamento (Wellington & Faulds, 2002). Similarmente ao
tamoxifeno, o letrozol também é bem tolerado, sendo os principais efeitos
adversos relacionados ao tratamento os fogachos, nauses e alteragbes dos
cabelos (rarefacao e afinamento). Em paciente com doenga neoplasica avangada,
o letrozol é até mais bem tolerado do que o megestrol. Nos ensaios clinicos com
maiores periodos de seguimento, tem se visto que o perfil de efeitos adversos do
letrozol tem se ampliado com o surgimento de um maior indice de osteoporose
em mulheres tratadas, bem com maior incidéncia de artralgia, miopatia e artrite
(Chabner et al, 2006). O exemestano geralmente é bem tolerado. Descontinuagao
do tratamento devido a toxicidade € incomum (<3%), mas aumento do apetite,
fogachos, sudorese excessiva, edema periférico e nauseas sao sintomas
frequentemente descritos. Em um ensaio clinico comparando exemestano com
tamoxifeno, queixas de artralgia e diarréia foram mais comuns, no entanto
sintomas ginecoldgicos, sangramentos vaginais e caimbras foram mais frequentes
no grupo tamoxifeno. Aletragbes visuais e fraturas sao mais comuns no
exemestano (Coombes et al, 2004).

O fato de que um grande numero de pacientes com cancer de mama

sobreviem, a longo prazo aumenta o foco sobre os potenciais efeitos colaterais de
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tratamentos. Com os |A, as principais preocupacboes referem-se a efeitos
prejudiciais sobre o metabolismo ésseo e lipidico, o que pode aumentar o risco de
taxas de fraturas osteoporoéticas, bem como de doencga cardiovascular. A
osteoporose é uma grande ameaga a saude para a populagao feminina idosa na
maioria dos paises. O risco de uma fratura de quadril entre as mulheres da
Europa Ocidental e dos Estados Unidos esta na faixa de 15% a 20% e, em alguns
paises, como a Suécia, pode exceder 25% (Kanis et al, 2002), estando sempre
associadas a um aumento na mortalidade de forma significativa (Johnell et al,
2004).

Em relagcédo aos efeitos dos IA no metabolismo ésseo, € bem estabelecido
que todos podem moderadamente aumentar a perda de massa Ossea. No
entanto, mesmo sabendo-se que o tratamento em curso com IA esta associado
ao aumento de fraturas (Coates et al, 2007; Coombes et al, 2007; Eastell et al,
2008), em comparagdo com o tamoxifeno, esses efeitos prejudiciais sao
reversiveis apos o término do tratamento (Geisler et al, 2006). Mesmo com os
resultados encorajadores do estudo ABCSG (Austrian Breast and Colorectal
Cancer Study Group) e do estudo e Zometa-Femara Adjuvant Synergy Trial [Z-
FAST (United States) and ZO-FAST (global)] que tém sugerido que o acido
zoledrénico pode impedir completamente a perda 6ssea mesmo entre as
mulheres na pré-menopausa submetidas a ablagao ovariana e anastrozol (Gnant
et al, 2008; Brufsky et al, 2008), sabe-se que os efeitos prejudiciais sobre o
metabolismo 6sseo podem ser completamente evitados por meio de avaliacéo
regular com densitometria mineral éssea, suplementagédo com vitamina D e célcio
e uso de bifosfonados.

Uma segunda grande preocupacdo associada com a supressao de
estrogenio € o potencial para efeitos prejudiciais sobre o metabolismo lipidico
(Anker et al, 1995). Enquanto durante décadas, acreditou-se que a terapia de
reposicao de estrogénio tinha efeito protetor em relacdo ao risco de eventos
cardiovasculares em mulheres pds-menopausicas, evidéncias recentes nao
encontraram redugao do risco cardiovascular com terapéutica hormonal de
substituicdo, apesar de confirmar uma elevagdo de 10-15% nos niveis de

colesterol HDL (Anderson et al, 2004; Manson et al, 2003). No que diz respeito
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aos efeitos dos IA nos niveis de lipidios plasmaticos, estudos foram conduzidos
em amostras fora do jejum ou em pacientes com doenga metastatica (Qque muitas
vezes sofrem de disturbios metabdlicos), ndo séo confidveis (Lgnning & Geisler,
2008). Com base nas taxas de eventos cardiovasculares em ensaios clinicos de
fase lll, ndo ha nenhuma evidéncia substancial sugerindo efeitos nocivos dos IA
no que diz respeito a morbidade e mortalidade cardiovascular em pacientes com
cancer de mama (Lanning, 2010).

Outros efeitos adversos relacionados aos IA que merecem maior atencao
sdo as dores musculo-esquelético e rigidez articular. Embora a maioria dos
pacientes apresente sintomas moderados, ha evidéncias de que
aproximadamente 20% da populagdo de pacientes néo adere ao tratamento com
IA por esses sintomas (Partridge et al, 2008), sendo estes os responsaveis por

pelo menos 50% das interrupgdes do tratamento com IA (Dent al, 2007).

1.3 Farmacogenética

Os estudos classicos na farmacogenética identificaram variantes em genes
Unicos, que definem uma resposta especifica a determinado farmaco. As fortes
correlagdes entre as variagdes genéticas e os desfechos farmacoldgicos definem
a area de conhecimento de abrangéncia da farmacogenética. Na pratica atual, os
testes farmacogenéticos clinicamente siginficativos sdo baseados na
interpretacdo de variantes de genes individuais e em como estas afetam na
resposta a determinados medicamentos (Newman, 2010). No entanto, como
veremos a seguir, muitos dos efeitos farmacolégicos ndo s&o determinados por
um unico gene, mas por varios (poligénicos); sendo que esses genes podem
interagir entre si e com fatores ambientais. Entre os principios gerais da
farmacogenética podemos listar, (1) um gene codifica uma proteina (por exemplo,
uma enzima metabolizadora) que pode ser relevante na fungao de diferentes
farmacos; (2) diferentes variantes dentro do mesmo gene podem causar
diferentes efeitos funcionais (como auséncia da proteina, aumento ou diminuicao
da sua atividade enzimatica ou mesmo alteragdo da sua capacidade de ligagéo
com o farmaco); (3) a mesma enzima pode ter diferentes efeitos funcionais sobre

o metabolismo de diferentes farmacos; (4) aparte das variantes genéticas
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funcionais, muitos outros fatores (incluindo aderéncia, comorbidades, co-
medicagdes) podem influenciar no metabolismo do farmaco em questdo
(Newman, 2010).

Muitas técnicas experimentais estdo hoje disponiveis para identificagdo de
variantes genéticas que predispde a doengas especificas ou podem predizer a
resposta individual a determinado medicamento. Os primeiros estudos que foram
realizados para identificacdo de variantes genéticas causadoras de doencas
(como a fibrose cistica) forma estudos de ligacéo (linkage analysis). Nessa
abordagem sao necessarios multiplos membros de uma mesma familia de
afetados pelo mesmo trago e amostras disponiveis de varias familias, o que
inviabiliza o seu uso rotineiro em trabalhos de farmacogenética, ja que dificilmente
ha multipos membros da mesma familia tratados com a mesma medicacédo e
tendo o mesmo desfecho, sendo uma excegao a hipertermia maligna. Ademais, é
custoso, consome muito tempo e quando multiplos genes causam ou contribuem
para determinada condigdo ndo € uma técnica efetiva. Dessa forma, a abordagem
mais usualmente usada sdo os estudos de associagdo com genes candidatos.
Nesse tipo de estudo os genes sdo selecionados com base no seu papel no
metabolismo, transporte, excrecao, absorcdo de um farmaco especifico. Apés a
selecdo do gene, variantes do mesmo sdo selecionadas a partir do seu efeito
funcional (por exemplo, redugdo na atividade enzimatica). A forma mais
disseminada para realizagao desse tipo de analise é a realizacao de estudos de
caso-controle, onde determinadas variantes sao testadas em um grupo tratado
com determinada medicacdo e que tiveram desfechos desfavoraveis (efeitos
adversos ou pobre resposta clinica) e outro grupo com desfechos favoraveis (boa
resposta clinica ou auséncia de efeitos adversos). Nessa situagao € interessante
que os dois grupos possuam o mesmo background genético (em geral, mesmo
grupo étnico), tenham sido tratados com a mesma dose da medicagdo, a
indicacdo de tratamento tenha sido a mesma, as taxas de aderéncia ao
tratamento sejam similares, e fatores com idade e sexo sejam controlados.

Muitos dos estudos de genes canditados ainda ndo foram validados
(resultados positivamente replicados), pois uma das maiores dificuldades se da

com o delineamento dos estudos: poucos pacientes incluidos (reduzindo o poder
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estatistico), genotipagem pouco robusta, desfechos clinicos distintos, pareamento
inadequado em estudos de caso-controle ou variantes genéticas diferentes
analisadas. Além de um 6bvio e significativo viés de publicagdo, em que trabalhos
com resultados positivos (correlagao identificada) sdo mais facilmente publicados,
superestimando o efeito do polimorfismo (Newman, 2010).

O desenvolvimento dos sistemas de genotipagem em larga escala permitiu
o surgimento de um novo modelo de delineamento na area da farmacogenética,
os estudos de GWAS. Apesar de nédo haver grande quantidade de estudos com
esse delineamento (quando comparado aos demais), isso vem mudando com
trabalhos realizados com warfarin (Takeuchi et al, 2009), reagbes adversas a
flucoxacilina (Daly et al, 2009) e bifosfonados induzindo osteonecrose mandibular
(Sarasquete et al, 2008). O principio do GWAS é simples, centenas de milhares
de SNPs sao genotipados em multiplos individuos afetados por determinado trago
e comparados a uma populagdo controle pareada que n&o possui esse tracgo.
Similarmente aos avangos nas tecnologias de gentotipagem e sequenciamento,
potentes plataformas computacionais e softwares vem sendo desenvolvidos para
analisar essa vastidao de dados gerados por essas técnicas (Crowley et al, 2009).
Uma das grandes vantagens do GWAS é considerar variantes através de todo o
genoma, sem viés algum de pré-selegdo baseado em conhecimento prévio sobre
o metabolismo do farmaco. Dessa forma, genes nunca antes considerados
relevantes podem ser identificados e assim desempenhar papel-chave na
resposta a determinado farmaco. No entanto, entre as limitagdes dessa técnica
estdo os altos custos e baixa disponibilidade dessa tecnologia, além da
necessidade de grandes biobancos com dados clinicos disponiveis.

A variabilidade inter-individual de resposta a medicamentos € um problema
complexo e comum na pratica clinica (Zhou et al, 2009), isso porque inumeros
fatores podem interferir no processo que determina a resposta a determinada
medicagao, sejam eles especificidade com o substrato, rotas enzimaticas
sobrepostas, vasta gama SNPs (Raether et al, 1978), além das variagdes étnicas
(McGraw & Waller, 2012), sendo necessario o conhecimento de uma ampla rede
de ajustes de doses e combinagdes medicamentosas para evitar a faléncia do

tratamento e toxicidade desnecessaria (Deenen et al, 2011).
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Essas diferencas nas respostas aos farmacos podem ser atribuidas a
variabilidade nas sequéncias de DNA de genes especificos, cujos produtos
protéicos (enzimas) sdo cruciais para o metabolismo destas medicagdes. Entre
essas enzimas descritas, podemos citar as enzimas de fase 1 (tais como
citocromo P450 oxidase, CYPs), enzimas de fase 2 (como a uridina 5'-
difosfoglucuronosiltransferase, UGTs) os transportadores por efluxo ou absortivos
(tais como transportadores-cassete ATP-ligantes, transportadores-ABC) (Grover &
Kukreti, 2012). A caracterizacdo de estas enzimas e os efeitos dos seus alelos
(variantes) sobre o metabolismo de farmacos especificos tém sido descritos na
literatura e, recentemente, foram compilados em uma base de dados global
chamado SuperCYP (Preissner et al, 2010). Os CYPs sao os principais
responsaveis por realizar as reagbes de fase |, as quais incluem oxidagao,
reducao, hidrélise e ciclizagéo, através do uso de oxigénio e NADPH como co-
substrato (McLean et al, 2005), representando cerca de 75% do total do
metabolismo de medicamentos (Guengerich, 2008).

O Projeto Genoma Humano (PGH) identificou 57 CYPs humanos, que
foram classificados em 18 familias e 43 subfamilias com base na similaridade de
sequéncias (Ingelman-Sundberg, 2005). A maioria dos CYPs metaboliza mais de
uma medicagdo. Da mesma forma, uma medicagao é muitas vezes metabolizada
por multiplos CYPs. Além disso, certos farmacos também podem inibir ou induzir
a atividade de determinado CYP, quer através da interagao direta com a enzima
ou por meio de interferéncia na sua expressao, cuja caracterizagao é fundamental
para determinar e prever interagdes entre farmacos compativeis (Flockhart &
Oesterheld, 2000).

Os CYPs humanos sao principalmente proteinas associadas a membranas
ubiquamente expressas na maior parte dos tecidos (Berka et al, 2001), no
entanto, expressdes mais elevadas sao geralmente encontradas em tecido
hepatico (principal 6rgao metabolizador), apesar da distribuicao variar
amplamente entre os CYPs, indicando que a eficacia de um farmaco é
provavelmente dependente da expressao de determinado CYP no tecido alvo
(Culhane et al, 2012). Além disso, diferengas significativas interindividuais na

atividade das enzimas, levam a fendtipos diferentes, como por exemplo, no
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CYP2D6 onde o alelo mais frequente é extenso-metabolizador (78,8%), seguido
por intermediario-metabolizador (12,1%), pobre-metabolizador (7,6%) e
metabolizadores ultra-rapidos (1,5%) (de Leon et al, 2009).

Adicionalmente ao metabolismo dos farmacos propriamente ditos, muitas
vezes os CYPs sao responsaveis pela ativagcdo dos chamados pré-farmacos
(compostos farmacologicamente inativos que requerem ativagdo via conversao
metabdlica), tais como antineoplasicos e antipsicoticos (Patterson et al, 1999;
Kirchheiner et al, 2004) — o que permite o controle de onde, quando e como a
atividade de determinada medicacdo ocorre. Isto € particularmente importante
para farmacos quimioterapéuticos, em que o farmaco ativo idealmente atua
apenas sobre as células tumorais, a fim de reduzir os efeitos toxicos secundarios
(Tanabe et al, 2012; Guengerich & Shimada, 1998). Polimorfismos nos CYPs
podem resultar em ativacdo aberrante ou ineficaz do pré-farmaco, o que pode
levar a toxicidade (Deenen et al, 2011; Huttunen et al, 2008). Felizmente, os
avangos na investigacao genética tornaram possivel a genotipagem de um grande
numero de pacientes, levando a identificacdo de SNPs que alteram a expressao
ou atividade de enzimas metabolizadoras de medicamentos, conhecimento este
que pode facilitar o desenvolvimento de testes para genotipagem eficientes,

gerando assim um tratamento melhor e mais personalizado.

1.3.1 Farmacogenética do cancer de mama

Até os dias de hoje, a maiorias dos ensaios clinicos analisando aspectos
farmacogenéticos e cancer de mama foram conduzidos em pacientes recebendo
esquemas heterogéneos de quimioterapia, embora na maioria dos regimes
estivesse incluida a ciclofosfamida (CP) (Amend et al, 2008). Muitos estudos
avaliaram polimorfismos de fase 2 ou enzimas glutationa S-transferase (GST) em
relagdo ao prognostico depois do tratamento do cancer de mama. Em um estudo
incluindo 92 mulheres com cancer de mama avangado, o genotipo GSTM1-null
(nulo) ndo foi associado a caracteristicas tumorais, sobrevida livre de doenca
(disease-free survival, DFS) ou sobrevida total (“overall survival’, OS) (Lizard-
Nacol et al, 1999). No entanto, um estudo retrospectivo com amostra maior

demonstrou que mulheres com gendtipos homozigotos de baixa atividade
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enzimatica para o alelo GSTA7*B tiveram maior sobrevida, com o risco de
mortalidade reduzido em cerca de 30% (Sweeney et al, 2003) e mulheres com o
gendtipo GSTP1 Val/Val (de baixa atividade) tiveram reducao de risco similar
(Sweeney et al, 2000). Polimorfismos de delecao nos genes GSTM1 e GSTT1
(ambos responsivos espécies reativas de oxigénio resultantes dos processos de
radiacdo e quimioterapia) foram associados a redugao de mortalidade quando
comparados com mulheres com alelos presentes [HR=0.59; 95% 1C=0,29-0.90]
(Ambrosone et al, 2001). Em um estudo na China, mulheres com o gendtipo
GSTP1Val/Val tiveram uma redugdo de 60% no total de mortalidade (HR=0.4;
IC95%=0.2-0.8), embora nao tenham encontrado associagdo algumas com
variantes dos genes GSTM1 e GSTT1 (Yang et al, 2005). Um estudo menor
(n=85) avaliou polimorfismos do metabolismo de fase 1 e fase 2 da CP entre
mulheres com cancer de mama mestatatico ou inflamatorio, tratadas com altas
dose de CP, cisplatina e carmustine. Os pacientes com o genétipo GSTM1-null
tiveram aumento da OS, enquanto aqueles com as variantes CYP3A4*1B e
CYP3A5*1 tiveram sobrevida menor (Petros et al, 2005). Um estudo com 93
pacientes tratados para cancer de mama com paclitaxel identificou que pacientes
homozigotos para o gendtipo CYP1B1*3 Leu/Leu tiveram significativo aumento na
sobrevida livre de progressao (progression-free surival, PFS), quando
comparados com pacientes com pelo menos um alelo Val. Nesse mesmo
trabalho, ndo foram encontradas quaisquer associacbes com os genes ABCB1,
ABCG2, CYP3A4, CYP3A5 e CYP2C8 (Marsh et al, 2007).

Alguns trabalhos analisaram os efeitos dos genétipos de MTHFR sobre a
sobrevida do cancer de mama. Um trabalho na populagdo chinesa de Xangai ndo
encontrou qualquer associagao entre genétipos MTHFR e mortalidade (Shrubsole
et al, 2005). Um segundo trabalho analisou 0 mesmo gene em caucasianos e
afro-americanos da regido de Baltimore (EUA) e encontrou que portadores do
alelo de metabolismo lento (no cédon 1298 — A/C ou C/C) tiveram pobre
sobrevida, enquanto que aqueles que portavam a variante 677 (C/T ou T/T)
tiveram um aumento em relagdo ao esperado (Martin et al, 2006). Essa

associacgéo foi ainda mais forte em mulheres afro-americanas com IHQ negativa
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para receptores hormonais, para ambas as variantes (A1298C, Pinteraction=0.088;
C677T, Pinteraction=0.026).

Outro exemplo de farmaco muito usado no tratamento do cancer de mama,
o tamoxifeno, é um exemplo bem estabelcido de testagem (CYP2D6). Pelo menos
70 variantes alélicas de CYP2D6 foram descritas e sao caracterizadas pela
atividade enzimatica em metabolizadores lentos, intermediarios, rapidos e ultra-

rapidos (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm). A frequéncia dessas variantes

genéticas é variavel conforme a populagéo. A influéncia do gendtipo de CYP2D6
no metabolismo do tamoxifeno ja foi demonstrada em diversos estudos, como
veremos a seguir. A pesquisa farmacogenética de CYP2D6 relativa ao tamoxifeno
foi revista pelo Comité Consultivo da FDA de Ciéncias Farmacéuticas em 18 de
outubro de 2006, quando sob recomendagao unanime foi alterado o rétulo do
tamoxifeno para incluir um aviso relacionado ao aumento do risco de recorréncia
do cancer de mama em mulheres com alteragdes no metabolismo do CYP2D6
(Schroth et al, 2009).

Estudos epidemiolégicos moleculares tém indicado que variantes genéticas
em enzimas conjugadoras de fase 1 e 2 podem influenciar na eficacia do
tratamento com tamoxifeno no cancer de mama. Um trabalho sueco verficou que
homozigotos para os alelos CYP2D6*4 tiveram maior DFS quando comparados
com o do alelo *1 (p=0,05) (Wegman et al, 2007). No grupo de tratamento
randomizado para 5 anos de tamoxifeno (ao invés de 2 anos), pacientes
homozigotos para CYP3A5*3 tiveram aumento no sobrevida tempo livre de
recidiva (relapse-free survival, RFS) (HR=0.02, 95%IC=0.01-0.55). No entanto,
esse achado deve ser interpretado com cuidado uma vez que o numero de
pacientes dentro desse grupo era pequeno. Nenhuma associagao foi encnotrada
entre polimorfismos dos genes CYP2D6, SULT1A1 ou UGT2B15 e o tempo de
tratamento com tamoxifeno. Em contraste, Goetz et al (2005) ndo encontrou
associagcao significativa entre CYP3A5*3 e desfechos de cancer de mama;
entretanto, mulheres com gendtipo *4/*4 de CYP2D6 tiveram pior RFS (p=0.023),
mas ndo OS (p=0.169); apesar desse resultado ndo se manter significativo apds o

ajuste por tamanho tumoral e comprometimento de linfonodos.

63



Além das isoformas de CYPs, enzimas de fase 2 (incluindo a
sulfotransferase 1A1, SULT1A1 e a UDP-glucoronosiltransferase isoforma 2B15,
UGT2B15), também estdo envolvidas no metabolismo do tamoxifeno e a
variabilidade nesses genes em conjunto pode influenciar na sobrevida do céncer
de mama. Em uma coorte de mulheres com cancer de mama tratadas com
tamoxifeno, aquelas homozigotas para o alelo de baixa atividade de SULT1A1*2
tiveram risco de mortalidade aumentado em trés vezes quando comparadas as
que tinham pelo menos um alelo comum (*71) (HR=2.9, 95% 1C=1.1-7.6), néo
havendo nenhuma associacdo no grupo de mulheres que ndo receberam
tamoxifeno (Nowell et al, 2002). Quando consideramos os efeitos isolados e
combinados de SULT1A1 e UGT2B15 sobre a OS e recorréncia em mulheres
tratadas com tamoxifeno, ndo ha qualquer associacdo significativa
estatisticamente, ainda que haja uma tendéncia de maior recorréncia em
portadoras do alelo UGT2B15*2 (p=0.11) (Nowell et al, 2005). De toda forma, esta
€ uma area relativamente nova da pesquisa que esta evoluindo rapidamente e,
apesar de consorcios internacionais trabalhando em colaboracao, os dados ainda
sdo limitados e conflitantes. Portanto, ndo é possivel recomendar testes
farmacogenéticos nesta populacédo de pacientes, devendo a pesquisa futura
centrar-se nos alelos (além de CYP2D6, e incluindo este) que reflitam a resposta
do paciente, na relacao entre niveis endoxifeno e resultados clinicos, bem como
em forma vidveis da implementacao de testes farmacogenéticos na pratica clinica
(Fleeman et al., 2011).

Outros genes envolvidos na farmacogenética do cancer de mama s&o os
MnSOD e MPO, dos quais determinados genoétipos resultam em niveis mais
elevados de espécies reativas de oxigénio, cuja associacao foi estabelecida com
maior indice de sobrevida em mulheres do Arkansas (EUA) (HR=0.33,
IC95%=0.13-0.80) (Ambrosome et al, 2005). Outra variantes de MnSOD,
localizada na regiao promotora do gene, também foi associada com um
significativo decréscimo em RFS (genétipo CC+TT HR=0.65, 1C95%=0.40-1.05),
embora essa mesma significancia néo tenha sido encontrada para OS (Martin et
al, 2006).
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1.3.2 Farmacogenética dos inibidores da aromatase

A variabilidade na tolerancia clinica aos IA levanta a possibilidade de que a
variabilidade genética em pacientes desempenhe um papel importante. A
investigacado sobre as diferengas farmacogenéticas com os IA estd numa fase
mais precoce do que com o tamoxifeno (Hadfiled & Newman, 2012).

A aromatase, codificada por CYP19A1, é o alvo dos |A, assim presenca de
variantes alélicas em CYP19A1 podem alterar o resultado do tratamento com IA.
O estudo desse gene se inicou com Ma et al (2005), que identificaram 88
polimorfismos no gene CYP19A1, resultando em 44 haplétipos em pacientes de
quatro grupos étnicos (caucasianos americanos, afro-americanos, chineses Han
americanos, mexicano-americanos), desta analise foram estabelecidos que quatro
SNPs (de um total de 88) estdo correlacionados com o nivel de atividade da
aromatase. A substancial variabilidade genética no gene da aromatase entre
diferentes grupos étnicos e a grande variagcdo dentro de um mesmo grupo
representa um forte incentivo para explorar farmacogenética de IA. No entanto,
até recente havia poucos estudos correlacionando variantes genéticas com a
eficacia e efeitos adversos, ja que a grande maioria dos trabalhos correlacionava
esses polimorfismos com o risco de cancer de mama e niveis de estrégenos
plasmaticos.

Colomer et al (2008) publicou o primeiro artigo nessa area mostrando que
uma variante na regidao 3'-UTR do gene CYP19A1 (rs4646) estava associada a
aumento do tempo de progressdo da doenca em uma populacdo de 67 mulheres
caucasianas com cancer de mama RE+ metastatico tratadas com letrozol. Park et
al (2011) analisou variantes de CYP19A1 e tratamento com letrozol em uma
populagdo de pacientes sul-coreanas, encontrando beneficio clinico com o
tratamento em mulheres portadoras dos SNPs rs10459592, rs4775936 e
rs700518. Além disso, esse grupo realizou analise de haplétipos desses
polimorfismos, e encontraram um nivel de associacao destes superior ao dos
encontrados com analise individual dos polimorfismos para ambos os desfechos
descritos. No entanto, em um trabalho com amostra maior (n=308) esses
resultados ndo conseguiram ser replicados para os mesmo polimorfismos, quando

submetidos a uma analise multivariada (Ferraldeschi et al, 2012). No cenario
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neoadjuvante, a presenga da variante do SNP rs4646 foi associada a pior
resposta ao letrozol e a um menor tempo de sobrevida livre de progressdo em
mulheres pos-menopausicas com cancer de mama em estadio IlI-lll (Garcia-
Casado et al, 2010), sendo esse resultado especialmente significativo no grupo de
mulheres mais idosas que nao foram submetidas a cirurgia apds indugao com
letrozol.

Como visto, uma das principais causas para reducédo da aderéncia e por
conseguinte reducao da eficacia dos IA é o perfil de efeitos adversos dessa classe
de medicamentos, sendo por isso adequado investigar variantes genéticas no
gene CYP19A1 que possam estar correlacionadas a esses efeitos. Um estudo
realizado em 390 mulheres caucasianas em tratamento adjuvante com IA para
cancer de mama em estadio 0-1ll revelou que portadoras de pelo menos um alelo
com 8 repeticdes do polimorfismo TTTA, em CYP19A1 (rs60271534) tiveram seu
risco de artralgia relacionada aos IA reduzido em pelo menos duas vezes
(OR=0.41; 1C95%=0.21-0.79; p=0.008) (Mao et al, 2011). Na intengéo de buscar
outras variantes genéticas que pudessem estar correlacionadas a esses efeitos
adversos, foi realizado um estudo de GWAS que identificou SNPs associados a
manifestacées musculoesqueléticas adversas em mulheres tratadas com IA no
gene TCL1A que, por sua vez, foi relacionado a citoquina IL-17, fornecendo um
novo foco para pesquisas de pacientes em risco de efeitos adversos dos IA (Ingle
et al, 2010). Outros genes relacionados ao metabolismo de IA sdo os genes
CYP2A6 e CYP3A5, cujas variantes genéticas foram relacionadas ao
metabolismo de letrozole in vitro e ao alguns gendétipos de CYP2A6 (p<0,0001)
em pacientes sob tratamento testadas, sugerindo que a via do gene CYP2A6
deve ser o mecanismo de depuracgao principal para letrozol in vivo (Desta et al,
2011).

Embora existam algumas evidéncias de que polimorfismos do CYP19A1
possam predizer a resposta aos IA em pacientes com cancer de mama, uma
vasta gama de incertezas ainda permanece presente, exigindo aprofundamente

de estudos na area.
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1.4 Farmacoeconomia

Nos ultimos anos, o setor de medicamentos tem assistido a um crescente
interesse pela aplicagéo de innstrumentos de avaliagdo econémica aos produtos
farmacéuticos, area que passou a ser nomeada de Farmacoeconomia. Em alguns
paises como, por exemplo, Portugal, esse interesse foi imensamente reforgado
por decisbes governamentais (como decretos-leis), que desde 2006 passam a
exigir obrigatoriedade de que novos produtos demonstrem vantagem econdmica
para a sua aprovacao. Na verdade, desde a década de 90, paises como Australia
e Canada deram os primeiros passos nesse sentido, distinguindo-se na aplicagcao
concreta de certas medidas farmacoecondbmicas, sendo sugerido que a
farmacoeconomia vem se tornando a “quarta barreira” para comercializagcao de
produtos farmacéuticos, se somando as tradicionais demonstracdes de eficacia,
seguranga e qualidade de producao (Taylor et al, 2004).

Uma das principais razdes aventadas pelo crescimento da
farmacoeconomia nos ultimos anos é o crescente aumento dos custos em saude,
tanto pelas implementag¢des de novos farmacos, quanto pela introdugao de novas
tecnologias diagnésticas e terapéuticas. Além disso, essa area se beneficou
enormemente de um clima cada vez mais propicio em saude para o
desenvolvimento da chamada Medicina Baseada em Evidéncias, ja que
reconhecidamente muitas intervencdes em salude carecem de base cientifica forte
(Sackett et al, 2000).

Adicionalmente, ao contrario de outras técnicas de avaliacéo utilizadas em
na area da saude, a avaliacao econdmica reconhece a finitude dos recursos para
fazer frente as necessidades, motivo pelo qual, torna-se imperioso nos sistemas
de saude modernos, estabelecer prioridades entre as alternativas que
demonstraram eficacia clinica.

As técnicas de avaliagdo econbmica usadas no setor de medicamentos séo
basicamente as mesmas que se utiliza em outros dominios da area da saude,
como para testes diagndsticos ou outras intervencbes médicas. Existem trés
abordagens principais na avaliagdo econémica de farmacos, as analises de custo-
efetividade, custo-utilidade e custo-beneficio. Estes tipos de estudos distinguem-

se de outros métodos por corresponderem plenamente a definicdo mais comum
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de analise econbmica — analise comparativa de alternativas de intervengcédo em
termos dos seus custos e consequéncias — permitindo responder a questdes de
eficiéncia e valor do capital (“value of money”) (Drummond et al, 2005).

Um outro tipo de analise econbémica, que pode ser considerada parcial, é a
chamada Analise de Custos (AC). Esse é um tipo de analise que permite
comparar alternativas terapéuticas, mas apenas em termos dos seus custos.
Implicitamente, assume-se que as alternativas tém consequéncias idénticas, o
que podera ou nao ser verdade. Trata-se de uma analise simples onde, em
principio, todos os custos (fixos, variaveis, diretos, de produtividade e intangiveis),
das varias alternativas, devem ser incluidos (Hoffmann et al, 2000). No entanto,
na pratica, é frequente encontrar estudos na area dos medicamentos que apenas
consideram os custos de aquisicdo dos farmacos (como por exemplo, em termos
de doses diarias definidas) sem contemplar outros custos associados, como
tratamentos de efeitos secundarios, hospitalizacdes e utilizagdo de meios
complementares de diagnéstico. A AC tem um forte pendor contabilistico e se é
certo que sua utilizacdo no &mbito da avaliacdo econbmica de medicamentos
pode conduzir a poupangas importantes, podera também contribuir para limitacao
de ganhos em saude (nos casos em que as intervengbes ndo tenham

consequéncias idénticas ou similares) (Pereira & Barbosa, 2009).

1.4.1 Aspectos farmacoencémicos da testagem farmacogenética na
pratica clinica

A introdugdo de uma testagem farmacogenética ou de qualquer teste
laboratorial na pratica clinica requer que exista uma justificativa econdémica, pois &
insuficiente a simples descricédo laboratorial de um determinado genoétipo para um
individuo em particular, sem qualquer extrapolacdo para o cenario clinico. Além
disso, esses resultados devem ser interpretados por pessoal qualificado que leve
em consideragcdo o contexto clinico, e que, em ultima instancia, use essas
interpretacdes para potenciais agdes de saude benéficas ao paciente em questao.
Idealmente, essas decisbes devem levar ao melhor desfecho clinico, dessa forma
justificando o custo do teste. Se o teste nunca leva a mudancas no manejo dos

pacientes, a farmacogenética se presta somente para propostas de pesquisa.
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Sendo assim, quando se realiza pesquisa farmacogenética, alguns pontos de
base clinica devem ser atendidos, como saber se o teste conseguira definir a
melhor medicagéo para o paciente, se efeitos adversos raros ou graves poderao
ocorrer € se o teste podera definir a melhor dose para o farmaco em questao
(Limdi et al, 2009).

No entanto, a escassez de evidéncias clinicamente relevantes apoiando os
resultados de pesquisas dos testes de farmacogenética tem sido identificada
como um fator limitante para a inclusdo das informagbes farmacogenética em
rétulos de medicamentos e a utilizagao destes testes de forma rotineira (Woods et
al, 2011). Esta falta de evidéncia clinicamente relevante é atribuivel ao ambiente
regulatério para testes diagndsticos, a dindmica dos pregos de tais exames e as
dificuldades de concepcao de estratégias de tratamento baseadas em
biomarcadores. A divergéncia entre os requisitos exigidos dos érgaos reguladores
(em geral, governamentais) e os 6rgaos pagadores (planos de saude, por
exemplo) é algo muito bem documentado e sabido (McCabe et al, 2008). Para
testes farmacogenéticos, assim como outros diagnédsticos, esta divergéncia é
agravada porque a aprovagao regulamentar (oficial), em geral, ndo exige prova
direta de beneficio clinico a partir de ensaios clinicos randomizados (ECR).
Dentro do contexto dos Estados Unidos e da Unido Européia, a validade analitica
do teste (como precisdo e consisténcia de deteccdo de dado gendtipo) acaba
sendo o foco principal das agéncias reguladoras, recebendo uma menor atengéo
a validade clinica deste mesmo teste (precisao da previsao fenétipo) (Woods et al,
2011). Além disso, os sistemas de reembolso (agentes pagadores) para testes
diagnosticos ndo sao baseados no valor do significado dos resultados do exame
(e nas suas implicagcbes médicas) e sim na sua semelhanca técnica (em termos
de complexidade, tecnologia e custos de execucgao) (Garrison et al, 2007; Ramsey
et al, 2006), sendo assim novos testes sdo baseados nos custo de testes antigos
ja aprovados (independente do impacto na saude do paciente e nos custos
futuros decorrentes). Assim, a evidéncia de melhores resultados para os
pacientes nao se reflete em um preco de reembolso mais ou menos elevado.
Soma-se a isso (falta de incentivos regulatérios e de reembolso adequados), a

auséncia de evidéncias baseadas em ensaios clinicos adequadamente
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delineados sobre tratamentos baseados em biomarcadores (Woods et al, 2011),
O resultado disso tudo € uma base de evidéncia muito limitada que permita
avaliar utilidade clinica (saldo entre riscos para a saude e os beneficios
associados com o uso de um teste na pratica clinica) e valor econémico (o saldo
de desfechos clinicos e seus custos), que em termos finais formam a base para
uma alocacgéo eficientes dos recursos em saude. Com vistas a evitar a perda de
tempo na aprovacgao (e assim prejuizos maiores a saude e ao sistema sanitario),
paises como os Estados Unidos, estdo condicionando a aprovacio de testes a
producdo de evidéncias futuras, isto é, o teste fica vigente por determinado
periodo, o qual sera utilizado para a producdo de evidéncias sobre o teste, e que
serao obrigatérias para sua reavaliagdo com vistas a manutengdo (ou nao) da
aprovagao regulatoria (Woods et al, 2011). No entanto, uma orientagao clara
sobre os métodos que devem ser utilizados, bem como quando investigagéao
adicional é necessaria ou de que forma essa pesquisa deve realizada é algo
ainda inexistente. Neste contexto, a analise farmacoecondmica permite delinear a
melhor decisdo, abordando questdes econdmicas (de custos) que sao chaves
para tomada de decisao, utilizando-se de dados sobre a utilidade clinica, valor

econdmico e incertezas em torno do tema.

1.4.2 Farmacoeconomia do cancer de mama

Como ja de amplo conhecimento, o cancer de mama é uma neoplasia com
altas taxas de incidéncia e, como resultado, os custos associados com o seu
tratamento tém um impacto significativo no orcamento dos sistemas de saude,
sejam eles publicos ou privados. Atualmente, os tratamentos sistémicos
(quimioterapia ou terapia hormonal) sdo responsaveis por uma grande parte dos
custos decorrentes do tratamento de pacientes com cancer de mama. Uma vez
que o aumento dos custos de cuidados de saude € um fendbmeno mundial, em
muitos paises desenvolvidos, avaliagbes econdmicas tornaram-se a regra, antes
da aprovacdo ser concedida por 6rgaos reguladores. Nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde os recursos financeiros disponiveis para a
saude s&o ainda mais limitados, € imperativo que os custos envolvidos com um

novo farmaco antineoplasico potencialmente de maior eficacia e efetividade
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devam ser obtidos. Entretanto, analises de custo-efetividade ainda ndo s&o a
regra, no ambito dos sistemas de saude brasileiros (Sasse & Sasse, 2009).

Os sistemas publicos e privados de saude no Brasil sao altamente
interligados, sendo que muitas vezes os custos dos cuidados médicos tém sido
tradicionalmente divididos entre os governos, planos de saude e pacientes, ja que
poucos pacientes sdo capazes arcar financeiramente com todos os seus custos
médicos, motivo pelo qual a maioria usa os sistemas publicos e privados, de
forma que o impacto de inovagbes tecnoldégicas acabam ocorrendo em todos os
niveis (Barros & Bertoldi, 2008). A medida que os custos das novas tecnologias
sdo incorporados aos planos de saude, menos pessoas tém capacidade
financeira para pagar esses planos e mais pessoas se tornam dependentes do
governo para obter acesso aos cuidados de saude. Quando os custos sao
assumidos pelo governo, os orgamentos fixos levam a restrigbes de acesso as
tecnologias de alto custo e, as vezes, até mesmo para os programas sociais e
preventivos (Mano, 2006). Este ciclo aumenta ainda mais a necessidade formal
de anadlises econOmicas serem realizadas antes que novas tecnologias sejam
adotadas em nosso pais.

Usando o exemplo do teste de CYP2D6 para orientar o tratamento
adjuvante do cancer de mama, Woods et al (2011) descrevem como o uso de
métodos como a modelagem de decisdo juntamente com o uso de valor de
informacéo (value of information, VOI) podem ser usados para avaliar diretamente
o valor potencial da implementagcao futura de tecnologias desenvolvidas. Este
exemplo é pertinente devido ao potencial impacto na saude, a incerteza em torno
recomendacdes para testes de farmacogenéticos e os esforgos de investigacao
em curso para estabelecer a associacdo gendtipo-fendtipo. Para este grupo de
pacientes, a terapia hormonal é recomendada por reduzir o risco de recorréncia.
As evidéncias para a associagao genoétipo-fenoétipo, sobre CYP2D6 e desfechos
clinicos em mulheres com cancer de mama tratadas com tamoxifeno ainda é
contestada. Uma revisdo sistematica recente identificou 15 estudos sobre
tamoxifeno adjuvante e concluiu que ndao havia nenhuma associagao consistente
entre polimorfismos de CYP2D6 e desfechos no tratamento com tamoxifeno

(Terasawa, 2010). A incerteza em torno da associagdo genotipo-fendtipo e

71



auséncia de prova da utilidade clinica geralmente resulta em recomendacgdes
contra a incorporacao dos testes farmacogenéticos (Hayes et al, 2008; Higgins et
al, 2009).

1.4.3 Farmacoeconomia dos inibidores da aromatase no Brasil

Andlises de custo-efetividade do uso do anastrozol como adjuvante no
tratamento de cancer de mama foram publicadas a partir da perspectiva de outros
paises, como a Gra-Bretanha (Mansel et al, 2007), Bélgica (Moeremans et al,
2006), Estados Unidos (Locker et al, 2006) e Canada (Rocchi et al, 2007). Esses
estudos concluiram que, a partir da perspectiva de seus respectivos paises, o
anastrozol € um tratamento de custo razoavel que é comparavel com outros
tratamentos antineoplasicos que s&o aceitos na rotina oncolégica geral.

No Brasil nao existem muitos trabalhos sobre o impacto econémico dos
inibidores da aromatase no sistema de saude nacional, sendo que um dos
trabalhos publicados sobre o tema encontrou um ganho de 0,55 anos na
sobrevida para pacientes recebendo anastrozol em relacido aos tratados com
tamoxifeno, isso com um custo incremental de R$15.141,15, sendo possivel
estimar que a custo-efetividade do anastrozol em relagédo ao tamoxifeno, foi uma
reducdo de gasto de R$27.326,80 por ano de vida ganho. Esse mesmo grupo,
apos a realizagao de simulacdes de Monte Carlo, mostrou que aproximadamente
50% dos casos apresentaram beneficio na sobrevida, e que os custos com o
tratamento com anastrozol ficaram abaixo do ponto de corte de R$29.229,00 por
ano de vida ganho, que é o recomendado pela OMS para o Brasil, fazendo com
que essa seja uma opcao de custo-beneficio em comparagao ao tamoxifeno no
tratamento adjuvante de mulheres na pds-menopausa com cancer de mama
inicial com receptor hormonal positivo (Fonseca et al, 2009).

Em outro trabalho brasileiro, a estimativa da custo-efetividade do
anastrozol em comparagdo ao tamoxifeno para mulheres na pds-menopausa foi
calculado a partir de trés perspectivas econbmicas diferentes: pacientes
particulares, planos de saude e SUS, através da projecdo de um modelo de
Markov para uma coorte hipotética de 1000 mulheres na pds-menopausa no

Brasil, com base em dados do estudo ATAC (Howell et al, 2005) ap6s seguimento
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100 meses usando projecbes para um periodo de 25 anos. O beneficio
incremental também foi incluido no modelo, a fim de obter o custo de cada ano de
vida ajustado pela qualidade (“quality-adjusted life-year gained”, QALY). Assim, 0s
autores chegaram a uma estimativa de ganho de 0,29 QALY para o anastrozol em
relacdo ao tamoxifeno. O ganho na relagao custo-efetividade por QALY dependeu
da perspectiva utilizada: um incremento de R$32.403,00/QALY na perspectiva
governamental (SUS), R$32.230,00/QALY para planos de saude e de
R$55.270,00/QALY para pacientes particulares — um incremento que é
considerado aceitavel do ponto de vista do sistema publico de saude e das
companhias de seguros de saude, mas néo para pacientes particulares, quando
se considera os parametros recomendados pela OMS para o Brasil (Sasse &
Sasse, 2009).
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Capitulo Il — Justificativa
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2. Justificativa

O céancer de mama tem se tornado cada vez mais um importante problema
de saude publica no Brasil, sendo o tipo de cancer mais comum entre as
mulheres e a segunda causa de morte por neoplasia nesse grupo. Como grande
parte desses tumores expressa receptores hormonais, a hormonioterapia esta
definitivamente entre as medidas terapéuticas com maior impacto no controle da
doenga. Atualmente, o uso dos inibidores da aromatase como homornioterapia
cada vez mais vem apresentando resultados superiores ao tradicional tratamento
com tamoxifeno, com ampliagdo das suas indicacbes. Esse grupo de farmacos
apresenta, além de diferentes indicacbes e respostas clinicas em relacédo ao
tamoxifeno, um perfil de efeitos adversos distinto. Além disso, os custos do
tratamento com essas medicagdes sao mais elevados, fazendo com que se torne
mais importante ainda a sele¢cdo de pacientes que venham a ter beneficio com
seu uso e condicbes de manutencdo do tratamento ao longo de todo periodo
proposto.

Dessa forma, considerando o impacto do cancer de mama na saude
publica brasileira, especialmente no sul do Brasil, e a grande parcela de mulheres
com indicagao de uso de inibidores da aromatase, torna-se importante avaliar o
valor terapéutico desse grupo de medicagdes na populagao brasileira, bem como
a ocorréncias de reacdes adversas particulares na nossa populacdo e/ou
confirmacado da frequéncia de surgimento das ja conhecidas. Além disso, €&
fundamental que fatores que possivelmente influenciem a resposta ao seu
tratamento sejam identificados, com vistas a auxiliar na escolha da estratégia
terapéutica mais adequada e eficaz, de forma a aumentar a sua efetividade e
custo-efetividade. Fica evidente a importancia da realizagdo de estudos genéticos
na busca de alvos moleculares em genes que determinem variacdes de resposta
clinica ou de efeitos adversos. Assim, a avaliagcdo farmacogenética dessas
pacientes pode ajudar na escolha de um tratamento mais adequado e eficaz,

diminuindo falhas terapéuticas e eventos indesejaveis para a saude.
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Capitulo lll — Objetivos
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3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a existéncia de variantes genéticas que possam estar associadas a

resposta ao tratamento do cancer de mama com inibidores da aromatase;

e Realizar a analise farmacoeconémica do uso de inibidores da araomatase
na pratica assistencial médica, avaliando o impacto econdmico da

implementacao dessa tecnologia.

3.2 Objetivos Especificos

(1) Avaliar o tempo de recidiva (definida como o tempo entre o diagndstico
e inicio do tratamento até a documentacdo de um evento na mama, em qualquer
local (loco-regional ou recidiva a distancia ou na mama contralateral) relacionado

com as variantes genéticas);

(2) Avaliar a sobrevida livre de doencga (definido como o tempo para a
primeira ocorréncia de evento na mama, ocorréncia de um segundo tumor
primario ndo de mama ou 6bito por qualquer causa) relacionada com as variantes

genéticas;

(3) Avaliar a sobrevida total (definida como o tempo entre o diagnéstico e

inicio do tratamento até a morte) relacionada com as variantes genéticas;

(4) Avaliar a ocorréncia de eventos adversos musculoesqueléticos: dores
articulares, dores musculares, dor 6ssea, artrite, diminuicdo da fungao articular ou

outro problema musculoesquelético, relacionados com as variantes genéticas;
(5) Avaliar a idade e o tempo para ocorréncia dos eventos adversos

musculoesqueléticos (em relagdo a idade de inicio do tratamento), relacionada

com as variantes genéticas;
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(6) Avaliar a ocorréncia de outros eventos adversos, incluindo efeitos
adversos graves (definido como morte, evento com risco de vida, evento
causando internagdo prolongada, evento causando dano/deficiéncia permanente
ou temporaria, ou eventos que necessitam de intervengbes para prevenir

dano/deficiéncia permanente), relacionada com as variantes genéticas;

(7) Realizar avaliagcdo de custos do uso de inibidores da aromatase no

Sistema Unico de Saude;
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Capitulo IV — Artigo 1

Influence of CYP19 polymorphisms on the treatment of breast cancer with
aromatase inhibitors: a systematic review and meta-analysis
Artigo submetido a revista BMC Cancer
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Abstract

Background: Many clinical trials have shown the efficacy of aromatase inhibitors
(Als) in the management of breast cancer (BC). There is growing evidence that
CYP19A1 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) are associated with clinical
response (CR) and adverse effects (AEs) among BC patients treated with Als. The
aim of this study was to analyze the association between CYP19A1
polymorphisms and Al treatment in BC patients.

Methods: A systematic review was performed in MEDLINE, EMBASE and LILACS.
A meta-analysis was conducted to compare the association between CYP19A1
variants and treatment response among BC patients.

Results: A total of 12 studies were included in the final analysis. There was
significant variation among the populations studied and the SNPs and outcomes
investigated. A meta-analysis was only possible for the evaluation of SNP rs4646
vs. the wild-type variant with respect to time to progression (TTP) among
metastatic BC patients treated with Al. TTP was significantly increased in patients
with the rs4646 variant compared with the wild-type gene (hazard ratio (HR)=0.51
[95% confidence interval (C1)=0.33-0.78], p=0.002). Seven studies analyzed the
association between AEs with different polymorphisms of CYP19A1. Although
there was a statistically significant association with musculoskeletal adverse
events (rs934635, rs60271534, rs700518rs and haplotype M_3 5) and with
vasomotor symptoms (rs934635, rs1694189, rs7176005 and haplotype M_5_3) in
individual studies, similar associations were not observed in further studies. No
statistically significant association between musculoskeletal AEs and SNPs
rs4646, rs10046, rs727479 and rs1062033 was found.

Conclusions: These findings suggest that the presence of the rs4646 variant may
be a predictive factor of the benefit of Al treatment for BC. The effects
of CYP19A1 polymorphisms on clinical outcomes were most often detected in
individual studies, suggesting that longer-term studies will better clarify these
associations. Additional studies are needed to clarify the predictive value of other
SNPs and whether CYP19A1 genotyping should be used to guide Al treatment.
Key Words: Aromatase inhibitors, breast cancer, CYP19A1, pharmacogenetics,

systematic review, meta-analysis, adverse effects, clinical outcomes
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Background

Breast cancer (BC) is the most common cancer among women, and it
accounts for the majority of cancer-related deaths among women worldwide,
representing 23% of all cancer diagnoses and 14% of cancer-related deaths. In
developing countries, BC has also replaced cervical cancer as the current leading
cause of cancer deaths among women [1,2].

Several studies have identified the role of estrogen and its metabolites in
the development of BC [3,4]. Initially, tamoxifen (a selective estrogen receptor
modulator, SERM) was considered to be the optimal treatment for hormone-
responsive BC in both premenopausal and postmenopausal women [5]. Recently,
aromatase inhibitors (Als) have emerged as relatively novel therapeutic options for
BC patients [6].

Als are classified as steroidal (type |, exemestane) and nonsteroidal (type
II, anastrozole and letrozole) [7]. Currently, the three Als have been approved by
the US Food and Drug Administration (FDA) and European Medicines Agency
(EMA) for use in postmenopausal women with hormone receptor-positive BC at
both the adjuvant and metastatic stages [8]. Al treatment improves disease-free
survival (DFS), and lowers the rates of local recurrence, metastatic recurrence,
and the incidence of contralateral BC compared with tamoxifen when used as an
adjuvant therapy in postmenopausal women with estrogen receptor-positive (ER+)
BC [9,10]. Als produce significantly lower recurrence rates compared with
tamoxifen, either as initial monotherapy or after 2 to 3 years of tamoxifen [9,10].

Aromatase is a cytochrome P450 enzyme complex that is encoded
by CYP19 located on chromosome 15g21.2 [11] and that catalyzes a critical
reaction in estrogen biosynthesis involving the formation of aromatic C18
estrogens (estrone and estradiol) from C19 androgens (androstenedione and
testosterone) [12]. It is expressed especially in the ovaries as well as several
extragonadal tissues (subcutaneous fat, brain, liver, bone, vascular endothelial
tissues and the mesenchymal cells of the adipose tissue in the breast) [12]. Ma et
al. [13] "resequenced" all coding exons, all upstream untranslated exons plus their

presumed core promoter regions, all exon-intron splice junctions, and a portion of
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the 3'-untranslated region of CYP19 using 240 DNA samples from patients of four
ethnic groups and identified eighty-eight polymorphisms that resulted in 44
haplotypes. Many studies have reported an association between the BC risk and
CYP19A1 genotype [14-16].

Recently, following the publication of randomized controlled trials (RCTs)
demonstrating the efficacy of Als in the treatment of BC [17-19], additional studies
have reported associations between CYP719A71 polymorphisms and clinical
response (CR) and/or adverse effects (AEs) in BC patients treated with Als
[20,21]. Considering the potential associations of CYP19A1 polymorphisms with
BC risk, estrogen levels and variable aromatase activity levels, it is reasonable to
propose that CYP719A1 genotype has an impact on Al treatment response and
ultimately patient survival [22].

Retrospective cohort and case-control studies have been published
assessing the role of CYP19A1 variants; however, most of these studies involved
patients with different characteristics and included only small sample sizes.
Consequently, their results are subjected to considerable heterogeneity and
uncertainty. The present study is the first to systematically review the international
literature and to conduct a meta-analysis of current studies to assess the
associations of CYP19A1 genotype with clinical outcomes and AEs in BC patients
treated with Als.

Methods

Search strategy

MEDLINE, EMBASE, and LILACS databases were searched using the
following terms: ("aromatase inhibitor" OR "anastrozole" OR "letrozole" OR
"exemestane") AND ("cyp19a1" OR "aromatase gene" OR "aromatase
polymorphism" OR "human cytochrome p450 aromatase" OR "cytochrome p450
19a1" OR "cyp19"). The search was performed on November 17, 2014. No
language restrictions were applied. All references from review articles and
retrieved articles were screened for additional publications on the subject. A

second search was conducted in MEDLINE using the terms "aromatase inhibitors"
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AND "breast cancer" with the following filters: “clinical trial” AND “published in the
last 10 years.” A third search was performed using the following strategy: (“first
and last author of the articles from the previous search") AND ("cyp19a1" OR
"aromatase gene" OR "aromatase polymorphism" OR "human cytochrome p450
aromatase "OR" cytochrome p450 19a1 "OR" CYP19 ") OR (“pharmacogenomics”
OR “pharmacogenetics”). All titles and abstracts were screened by two
independent researchers (OA and TV). During the data extraction process,
complementary information not available in the selected articles was also

searched for in clinical trial registries (http://www.clinicaltrials.gov,

http://www.controlledtrials.com, and the Cochrane Register of Controlled Trials);

we also contacted the authors of an included article [23] seeking specific details,

but our efforts were unsuccessful.

Selection criteria

Studies met the inclusion criteria and were considered eligible if they
involved women with BC who were treated with Als (letrozole, anastrozole, or
exemestane), genotyped for CYP19A1 and if an assessment of clinical outcomes
was included. Non-clinical outcomes or pharmacodynamic studies, case reports,
reviews and opinions as well studies of Als other than letrozole, anastrozole, or
exemestane were excluded. If multiple article from the same study were identified,

the most recent publication was included in the analysis.

Assessments and data extraction

Two investigators (OA and TV) independently reviewed, evaluated and
extracted data from each included article. Conflicting evaluations were resolved
following a discussion with a third reviewer (IVS). The review was performed
according to the Cochrane Collaboration guidelines [24,25].

Both authors independently extracted information using pre-designed
forms. The following information was extracted: study design, characteristics of
participants, setting, intervention, treatment duration, clinical outcome, and AEs.
When studies included several subgroups that did not fulfill the inclusion criteria,

only those subgroups that met the inclusion criteria were included.
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Statistical analysis

Summary hazard ratios (HRs) and corresponding 95% confidence intervals
(Cls) were estimated for time to progression (TTP). Statistical heterogeneity was
assessed by performing the )(2 test (assessing the p value) and by calculating the
I? statistic. If p<0.10 and /*>50%, indicating heterogeneity, a random-effects model
was used; otherwise, the fixed-effects model was used [26]. Analyses were
performed using the “metan” package in STATA version 13.0 (StataCorp LP,
College Station, Texas, USA) [26]. This package uses the Mantel-Haenszel
method to calculate the fixed-effects model. A Forest plot was used to illustrate the

results of the meta-analysis.
Results

Search results

The literature search identified 145 publications (Fig. 1). A total of 127
articles were rejected after the titles and abstracts were screened. Eighteen
articles were fully evaluated. Six were excluded because 3 studies did not report
relevant clinical outcomes (hormonal and gene expression levels) [23,27,28] and 3
studies assessed Als in non-BC patients (endometrial cancer) [29-31]. Therefore,
12 studies in total were included. Among the 12 studies, 3 assessed Als as
neoadjuvant therapies [32-34], 4 assessed Als as adjuvant therapies for patients
with stages 0-11l BC [35-38], and 5 assessed Als as adjuvant therapies for patients
with advanced breast cancer (ABC) [20,21,23,39,40]. (Table 1).

Studies characteristics

Most studies (n=10) involved Caucasian patients. Two included African
Americans, who represented less than 10% of the total sample, another two
included Asians, who represented less than 20% of the total samples. Seven
studies included only postmenopausal patients [20,33-38], One study included
both pre- and postmenopausal patients [21], and 4 studies did not clearly state this

information. In 3 studies, the sample populations consisted only of patients who
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received letrozole [20,21,34], in 2 studies, patients received anastrozole [23,33],
and in one study, patients received exemestane alone [38]. In the 6 remaining
studies, the sample populations were composed of women who received any of
the three Als (anastrozole, letrozole or exemestane).

Association analyses between outcome and CYP719 polymorphisms were
heterogeneous. Four studies examined TTP [20,21,23,39], and only 2 examined
overall survival (OS) [23,39]. One study examined DFS [37], one examined time to
treatment failure (TTF) [40], and one examined progression-free survival (PFS)
[34]. In addition, Park et al. [21] correlated CYP19 polymorphisms with the clinical
benefits (CBs) of Als according to Response Evaluation Criteria In Solid Tumors
(RECIST), version 1.0. The AEs of Al were described in 7 studies [20,21,23,35-
38].

TTP and CYP19A1 variants

Four studies reported an association between CYP19A1 polymorphisms
and TTP in women with metastatic ABC. The single-nucleotide polymorphism
(SNP) rs4646 was analyzed in two studies, which were meta-analyzed. This
analysis demonstrated that TTP is significantly increased in patients with the
rs4646 T allele (in homo- or heterozygosis) compared with patients with only wild-
type (WT) alleles (HR=0.51 [95% CI=0.33-0.78], p=0.002) (Fig. 2). No statistical
heterogeneity was detected in these analyses (x*=0.01, p=0.929; *=0.0%).

Colomer et al. [20] also analyzed the associations of TTP in relation to two
other SNPs (rs10046 and rs727479) but did not identify any significant differences
(p=0.3 and p=0.9, respectively). Liu et al. [23] reported the absence of an
association between rs10046 variants and TTP (14.93 months vs. 16.89 months;
p=0.94). Miron et al. [39] did not identify associations between TTP and SNPs,
rs10046 (p=0.070), and rs727479 (p=0.052). However, they observed an
association between increased TTP and the presence of the rs700518 G allele
(p=0.035).

Park et al. [21] performed a haplotype analysis and reported that M_1_3 is
associated with a significantly longer TTP (11.08 months [95% CI=6.75-15.42] vs.
5.61 months in non-M_1_3 patients [95% CI=0.00-11.45], p=0.040) in addition to
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M 2 1 (12.95 months [95% CI=9.27-16.63] vs. 7.31 months in non-M_2_1
patients [95% CI=4.63-9.99], p=0.038). When the analysis considered only the
individual variants (in a two-way analysis: homozygous vs. heterozygous), no
significant difference in median TTP was observed between SNP carriers and
wild-type individuals for rs700518 (12.07 months [95% CI|=8.67-15.46] vs. 7.54
months [95% CI=6.53-8.55], p=0.097), rs4775936 (11.93 months [95% CI|=8.83—
15.04] vs. 7.54 months [95% CI=6.57-8.51], p=0.205) or rs10459592 (11.93
months [95% CI=8.66—15.21] vs. 7.74 months [95% CI=6.51-8.97], p=0.176).

OS and CYP19A1 variants

The association between rs4646 and OS was described in two studies. Liu
et al. [23] reported a statistically significant association between the presence of
one or two rs4646 T alleles (G/T or T/T) and increased OS (37.3 months vs. 31.6
months, p=0.007) in women with metastatic BC. However, Miron et al. [39] did not
detect a significant association with OS after analyzing the same SNP. SNP
rs10046 was also studied in these two papers. Miron et al. [39] described a
significantly increased OS in patients carrying the T allele (p=0.046). However, Liu
et al. [23] failed to observe a similar association with OS (p>0.050). In addition,
Miron et al. [39] studied two other SNPs, including rs727479, which was also
associated with significantly increased OS when heterozygous (T/G) (p=0.003) or
homozygous (T/T) (p=0.080). In the same study, rs700518 was not associated
with a change in OS (p>0.050).

DFS and CYP19A1 variants

Miron et al. [39] performed the only study examining DFS, which included
53 patients and assessed 4 SNPs. The presence of SNP rs4646 (p>0.050),
rs10046 (p=0.630), or rs700518 (p>0.050) was not associated with DFS. The
presence of SNP rs727479 T allele was associated with increased DFS in both
heterozygous (G/T) (p=0.011) and homozygous (T/T) individuals (p=0.040).
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TTF and CYP19A1 variants

Ferradelschi et al. [40] examined TTF in 308 women with metastatic BC
treated with Als, including 56 variants of CYP719A1. Patients carrying the
rs4775936 T allele were found to exhibit significantly increased TTF relative to
patients with the reference allele (HR=0.79 [95% CI=0.66-0.95], p=0.012). Similar
results were observed in patients with more than 7 TTTA repeats in SNP
rs60271534 compared with fewer repeats (HR=0.84 [95% CI=0.7-0.99], p=0.04).
Notably, when subjected to a multivariate analysis, these SNPs exhibited no

significant association with TTF.

PFS and CYP19A1 variants

Garcia-Casado et al. [34] examined PFS in 95 women with postmenopausal
BC treated with neoadjuvant letrozole with a median follow-up time of 40.6
months. Patients with the rs4646 A allele [in either heterozygous (A/C) or
homozygous (A/A) status] did not present a significant reduction in PFS
(p=0.0686). However, in a subgroup analysis of women who were not subjected to

surgery after letrozole induction, this association was significant (p=0.009).

CR and CYP19A1 variants

CRs were assessed by measuring the size of lesions either by direct
comparisons of tumor size [31] or using the RECIST score [21,33].

Wang et al. [32] described the absence of any association (p>0.05)
between 48 SNPs (including rs6493497 and rs7176005) and tumor size in pre-
and post-Al neoadjuvant treatment in 52 women with BC. Considering
responsiveness to treatment as a 230% reduction in tumor volume, Ghimenti et al.
[33] did not observe a statistically significant association in relation to SNPs
rs6493497 and rs7176005 in a neoadjuvant scenario. Park et al. [21] allocated
patients achieving a complete response or a partial response or patients with
stable disease for more than 6 months (SD of approximately 6 months) to the
clinical benefit (CB) group. Patients presenting progressive disease or stable
disease for <6 months during treatment were placed in the non-CB group (NCB).

They analyzed 47 SNPs and identified statistically significant associations
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between CB and rs700518 (odds ratio [OR]=2.52 [95% CI=1.02-6.20], p=0.044),
rs10459592 (OR=2.61 [95% CI=1.6-6.46], p=0.038) and rs4775936 (OR=2.89
[95% CI=1.16-7.22], p=0.023) after adjusting for age, HER2 positivity, number of
metastatic lesions and liver metastasis. Haplotype analysis revealed an
association between CB and haplotypes M_1_3 (OR=5.33 [95% CI=1.63-17-45],
p=0.006) and M_2_1 (OR=3.37 [95% CI=1.43-7.90], p=0005).

AEs and CYP19A1 variants

Compared with tamoxifen, Als are associated with higher risks of
osteoporosis, fractures, cardiovascular complications, and
hypercholesterolemia. In addition, Als are associated with musculoskeletal side
effects and may reactivate ovarian function (e.g., cause hot flashes) [41]. AEs
were reported in 7 of the 11 articles included in this review. Nonetheless, one of
the 7 articles only reported the presence or absence of any AE [20], and they did
not observe significantly increased frequencies of any AEs when analyzing SNPs
rs4646, rs10046, or rs727479 in 67 women with postmenopausal ABC treated with
letrozole. No patient in this study interrupted treatment due to AEs.

Vasomotor symptoms (VMS)

Fontein et al. [38] observed 737 patients receiving adjuvant exemestane
and noted that the homozygous AA genotype of rs934635 was associated with a
significantly higher odds of VMS (multivariate OR=2.78, p=0.044). In addition, for
both rs1694189 and rs7176005, the homozygous variant genotypes (TT) were
associated with a higher odds of VMS (univariate OR=1.758, p=0.025 and
OR=6.361, p=0.021, respectively). Park et al. [21] described an association
between haplotype M 5 3 (including rs1902586, rs7181886, rs936306,
rs1902582, rs16964254, and rs28566535) and hot flashes (OR=4.12, [95%
Cl=1.09-15.61], p=0.03).

3.9.2 Musculoskeletal adverse events (MS-AEs)

In relation to treatment-related MS-AEs, Liu et al. [23] found that the
proportion of AEs among women with metastatic BC treated with anastrozole did
not differ when stratified by SNPs rs4646 (p=0.894), rs10046, rs2830, rs9926298
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and rs9939609 (data not shown). Fontein et al. [38] reported that the homozygous
AA genotype of rs934635 was associated with a significantly higher odds of MS-
AEs (multivariate OR=4.66, p=0.008), but this association was not found in any
other of the 29 SNPs analyzed. Furthermore, Henry et al. [35] analyzed 138
variants in 24 genes (including 23 CYP19A7 SNPs) in 432 BC patients and
observed a non-significant increase in MS-AEs when at least 8 rs60271534 repeat
alleles were present (HR=1.8 [95% CI=0.8-1.8], p=0.49). No other associations
were identified.

Park et al. [21] described the association between haplotype M 3 5
(including rs12148604, rs4646, rs10046, rs700519, rs4324076, rs700518,
rs3759811, rs727479, rs4775936, rs10459592, rs767199, rs10519297,
rs1062033, rs2008691, rs1008805, and rs17523527) and MS-AEs (bone pain and
arthralgia) in 66 of 109 patients included in their study (OR=11.25, [95% CI=1.17—-
108.28], p=0.01), but no other significant associations were reported. Finally, Mao
et al. [36] analyzed five SNPs in 390 patients, reporting no association between
MS-AEs and SNPs rs749292 (p=0.57), rs727479 (p=0.94), rs10046 (p=0.20), or
rs11575899 (p=0.80). For SNP rs60271534, subjects with at least one TTTA 7-
repeat allele had a higher risk of MS-AEs (p=0.03), whereas patients with at least
one TTTA 8-repeat allele had a lower risk of aromatase inhibitor-associated
arthralgia (AIAA) (p=0.03). In addition, Napoli et al. [37] analyzed 97 patients
treated with Als and assessed the possible associations between SNPs rs4646,
rs700518 and rs1062033 and bone loss. They did not observe any significant
phenotypic differences in patients with distinct genotypes with respect to rs4646
and rs1062033. The presence of the homozygous rs700518 A allele (AA) was
associated with a greater loss of bone mineral density (BMD) in both the lumbar

spine (p=0.03) and hip (p=0.03) compared with other genotypes (AG+GG).

Discussion

There is growing evidence that polymorphic gene variants can contribute to
differences in complex traits between individuals, and the assessment of genes
involved in drug metabolism will provide valuable information for treatment

planning. Although Al efficacy among BC patients has been proven, there is
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significant variability in response rate and AE frequency. Therefore, tests that are
able to predict treatment response and prognosis would be valuable in the
management of these patients. We investigated evidence of the association
between CYP19A1 genotypes and clinical outcomes following treatment with Als
in BC patients. A total of 12 studies were included in this systematic review. To our
knowledge, this is the first systematic review and meta-analysis published on the
association between CYP19A1 polymorphisms and Al treatment in BC patients.

TTP was analyzed as an outcome in four studies [20,21,23,39]. In this
meta-analysis, SNP rs4646 was the only SNP associated with increased TTP,
suggesting that this variant is likely involved in the response to Al throughout
tumoral evolution. SNPs rs10046 [20,23,39], rs700518 [21,39] and rs727479
[20,23] did not exhibit any associations with TTP. Due to the heterogeneity
between the patient groups, pooling of data was only possible for SNP rs4646.

Liu et al. [23] reported an association between SNP rs4646 and increased
OS (p=0.007), but the same was not observed for SNP rs10046 (p>0.05). In
contrast, Miron et al. [39] found no association between OS and rs4646 (p>0.05)
but did identify an association between OS and rs10046 (p=0.003). These
conflicting data suggest that CYP19A1 genotypes may be associated with OS in
BC patients treated with Als. However, the magnitude of this association appears
highly variable between patients.

The variations in the definitions of DFS, PFS and TTF among studies
limited pooling in our analysis. The results involving DFS (positive association with
SNP rs727479, p=0.011), TTF and PFS (no significance association with any
SNP) were quite limited in terms of number and heterogeneity of studies, but the
overall lack of effect observed may indicate that there are in fact no differences or
that the follow-up times used were insufficient to detect relapse/recurrence.

Six studies reported AEs related to Als [20,21,23,35-37], but only 5 studies
specifically described these AEs as hot flashes [21] or as musculoskeletal
complaints [20,23,35-37], and the majority did not analyze their associations with
SNPs. Notably, SNPs rs4646, rs10046, rs727479 and rs1062033 were evaluated
in three studies. None of them reported significant associations between CYP719A1
SNPs and MS-AEs arising from Al treatment [20,23,36,37].
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This systematic review and meta-analysis was subjected to limitations.
There was inherent heterogeneity in the patient characteristics, polymorphisms,
Als used, clinical settings, and pretreatment regimens. Most of the studies
included were retrospective. Therefore, we cannot exclude that other unknown
confounders may have biased the results. Studies describing adherence to Al
treatment are important because the limited data available have suggested that
the most common reason for discontinuing treatment is MS-AEs, which was
reported to be responsible for treatment discontinuation in 10-20% of the patients
in all of the included studies [42-44]. It is possible that reduced compliance by

some patients may have led to underestimation of the benefits of Al treatment.

Conclusions

This systematic review of the literature revealed associations
between CYP19A1 polymorphisms and clinical outcomes and AEs in BC patients
receiving Als. The effects of CYP719A1 polymorphisms on clinical outcomes were
most often detected in individual studies, suggesting that longer-term studies will
better clarify these associations. Results such as the association of SNP rs4646
with longer TTP as well as the association of rs934635 and M_5_3 haplotype with
VMS and the genetic variants M_3 5, rs700518 and rs60271534 with
osteoarticular symptoms are significant outcomes indicating the impact of these
variants on treatment with Als in BC. Hence, CYP19A17 polymorphisms are
potentially useful biomarkers for predicting prognosis and AE profiles in BC
patients and may become a promising tool to help physiciansin
making therapeutic decisions in the future, although the exact role of CYP19A1
has yet to be clarified when taking the different clinical settings and disease
stagings into account. Additional studies must be conducted with larger sample
sizes, more homogeneous patient populations, and using standardized outcomes
and genotyping strategies to allow for a comprehensive understanding of these

associations.
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ABC - advanced breast cancer
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AEs - adverse effects
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Figure captions

Figure 1. Flow diagram for article selection in the meta-analysis/systematic
review.

Figure 2. Forest plot showing the association of SNP rs4646 with TTP.

Table 1. Characteristics and methodological aspects of studies included in the

meta-analysis/systematic review.
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Figure 1.
Flow diagram for articles selection in the meta-analysis/systematic review.
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Figure 2. Forest plot showing the association of rs4646 with TTP.

Study Year
Colomer etal. 2008 —_—
Liu etal. 2013 e I—

Overall (l-squared = 0.0%, p = 0.929)

NOTE: Weights are from random effects analysis

ES (95% Cl)

0.52 (0.29, 0.94)

0.50 (0.27, 0.93)

0.51 (0.33, 0.78)

%

Weight

52.35

47.65

100.00

T

.25

25

103



TABLES

Table 1.
Characteristics and methodological aspects of studies included in meta-analysis/ systematic review.
L No. of - Menopausal | Aromatase . 1 . 2
Study (year) Country Ethnicity patients Clinical set status inhibitors Main SNPs'/haplotypes (total analyzed) Main outcomes
Fontein et al (2014) Netherlands | C 737 Adj Post- E rs934635, rs1694189, rs7176005 (30) AE (MS-Al, VMS)
menopausal
Liu et al (2013) China As 272 ABC NR A rs10046, rs4646 (2) 0S, TTP, AE
Miron et al (2012) Italy C 53 NR NR AEL rs10046, rs4646, rs727479, rs700518 (4) DFS, OS, TTP
C (80%). Post-
Napoli et al (2013) USA B (19%), 101 BC Stage O-llI AEL rs4646, rs700518, rs1062033 (3) AE (MS-Al)
0 menopausal
As (1%)
Ghimenti et al (2013) Italy C 37 Neoad] Post- A rs7176005, rs6493497 (2) CR (RECIST)
menopausal
C (30%), (s4775036, 160271534, 510459592, rs1636639
Ferradelschi et al (2012) UK others 308 ABC NR AE L ’ ' ' " TTF
. rs8039089 (56)
(10%)
. . rs700518, rs10459592, rs4775936 (46)
Park et al (2011) Korea As 109 ABC Pre-/post | L gRéRECLSET)MTSTXi AE (hot
menopausa * Haplotypes: M_1_3,M_2_1,M_3_5,M_5_3 () | flashes), AE (MS-Al)
Adjuvant Post- rs749292, rs727479, rs10046, rs11575899,
Mao etal (2011) USA C 390 BC Stage 0-lll menopausal AEL rs60271534 (5) AE (MS-A
Garcia-Casado et al (2010) | Spain C 95 Neoadj Post- L rs10046, rs4646, rs700519 (3) CR (WHO), PFS
menopausal
Wang et al (2010) USA, UK C 45 Neoadj NR AE L rs6493497, rs7176005 (48) Tumor size
Colomer et al (2008) Spain C 67 ABC Post- L rs10046, rs4646, rs727479 (3) TTP, AE, CR (RECIST)
menopausal
rs10046, rs1008805, rs10459592, rs1062033,
rs11575899, rs2008691, rs2289105, rs2414096,
C (88%), . Post- rs28566535, rs28757184, rs3759811, rs4646, AE (MS-Al), treatment
Henry et al (2013) USA B (9%) 432 Adj menopausal | - (s4774585, rs4775036, 156493497, rs700518, discotinuation

rs7181886, rs727479, rs730154, rs749292,
rs752760, rs936308, rs60271534 (23)

Abbreviations: A, Anastrozole; ABC, Advanced Breast Cancer; AE, adverse effects; As, Asian; B, Black; BC Stage 0-lII, Breast Cancer stage 0-lllA; C, Caucasian; CR (RECIST), clinical response by
RECIST criteria; CR (WHO), clinical response by World Health Organization criteria; DFS, disease-free survival; E, exemestane; L, Letrozole; MS-Al, musculoskeletal symptoms related to aromatase
inhibitors; NR - Not reported; OS, overall survival; PFS, progression free survival;SNPs, single-nucleotide polymorphisms; TTF, time to treatment failure; TTP, time to progression; UK, United Kingdon;

USA, United States of America; VMS, vasomotor symptoms;

" main SNPs with statistically significant results discussed and analyzed in this study

2main outcomes selected for analysis in this study
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Desfechos clinicos em mulheres com cancer de mama tratadas com
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RESUMO

Introdugdo: Genes relacionados com o metabolismo do estrogénio (CYP19A1,
ESR1 e HSD17B1) e o gene TCL1A desempenham um papel critico no
metabolismo dos estrogénios. No entanto, pouco se sabe sobre a associacio
entre polimorfismos desses genes e a eficacia dois inibidores da aromatase (lA).
O objetivo do nosso estudo foi investigar o impacto de polimorfismos desses
genes na resposta clinica aos |A Material e métodos: Cento e noventa mulheres
provenientes de trés hospitais com diagndstico de cancer de mama receptor-
hormonal positivo tratadas com IA de terceira geragao foram identificadas e o seu
DNA genbmico foi extraido a partir amostras de saliva. Foram genotipados 14
variantes em 4 genes candidatos (CYP19A1, ESR1, HSD17B1 e TCL1A). Os
desfechos clinicos foram coletados de forma retrospectiva até a entrada no
estudo, e prospectivamente no seguimento de 12 meses. Resultados: O rs2830
foi associado a menores indices de remissdao, com uma reducdo de
aproximadamente 54% no risco de remissdo em mulheres homozigotas
(OR=0,46; IC 95%= 0,22-0,93), p=0,032. O SNP rs7176005 foi associado a menor
ocorréncia de sobrevida livre de doenga quando em homozigose, mesmo apos o
ajuste por positividade para HERZ2, radioterapia adjuvante e outras doencgas
pregressas (OR= 0,42; 1C95%= 0,18-0,94, p=0,036). O rs700519 apresentou
associagado estatisticamente significativa confirmada apds regresséo logistica
multivariada (p=0,041), quando se verificou que homozigotas apresentam um
risco de quase cinco vezes maior de sobrevida livre de doenga (OR= 4,95, IC
95%= 1,01-35,4). Conclusdes: Nosso estudo revelou que os rs2830 no gene
HSD17B1 e os rs7176005 e rs700519 no gene CYP19A1 estdo associados
significativamente a resposta clinica aos IA em mulheres com cancer de mama
receptor hormonal-positivo. Ainda que futuros estudos sobre SNPs associados a
variagdes nas respostas ao tratamento enddcrino sejam necessarios, essa pode

se tornar uma ferramenta util para orientar o tratamento nessas pacientes.

Palavras-chave: Inibidores da aromatase, cancer de mama, CYP19AT7,

HSD17B1, farmacogenética, desfechos clinicos.
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1. INTRODUGAO

Em todo mundo, o cancer de mama (CM) é um dos tipos mais comuns de
neoplasia, sendo a principal causa de morte em mulheres, com um total estimado
de mais de 1,5 milhdes de diagnodsticos e uma mortalidade superior a 500.000
obitos em mulheres no ano de 2012 (GLOBOCAN, 2012). Nos paises em
desenvolvimento, o CM substituiu o cancer cervical como a principal causa de
morte por cancer entre as mulheres [Jemal et al, 2011; Parkin et al, 2005]. A
principal caracteristica biolégica do CM é que mais de dois tergos dos casos
expressam receptores hormonais (RH), seja de estrogénio e/ou progesterona
[Bulun et al, 2005; Toniolo et al, 1995], sendo a manipulagcdo enddcrina uma
opcgao de tratamento eficaz para essas pacientes. O tamoxifeno, um modulador
seletivo do receptor de estrogénio (SERM), tem sido ha décadas a terapia padréao
em pacientes com CM RH-positivo [EBCTCG et al, 2011; Davies et al, 2012].

No entanto, a terceira geragdo de inibidores da aromatase (IA) (como
letrozol, anastrozol e exemestano) tem demonstrado ser mais eficaz do que o
tamoxifeno [Lenning e Eikesdal HP, 2013], tornando-se atualmente o tratamento
endoécrino adjuvante padrédo para mulheres pés-menopausicas com CM RH-
positivo. Uma recente meta-analise ndo encontrou nenhuma diferenga na eficacia
anti-tumoral entre estes trés IA [Dowsett et al, 2010].

A aromatizagdo periférica dos androgenos € a principal fonte de
estrogénios endoégenos em mulheres na pds-menopausa [Geisler e Lenning,
2005], sendo que os |IA se caracterizam pela potente inibicado da aromatase, o que
causa até 99% de inibicdo na sintese de estrogénio in vivo [Geisler et al, 1998;
Geisler et al, 2002]. O gene CYP19A1 codifica a proteina aromatase (citocromo P-
450, da familia 19, subfamilia A, polipeptideo 1; 15921.1) [Bulun et al, 2003], além
disso dentro dessa rota metabdlica sdo necessarias diferentes proteinas, como as
codificadas pelos genes ESR1 e HSD17B1, que estao envolvidas na sintese e no
mecanismo de acdo dos estrégenos. Varios trabalhos tém demonstrado que
polimorfismos do gene CYP719A1 estdo significativamente associados com
diferentes niveis de estrogénios circulantes [Haiman et al, 2007; Dunning et al,

2004] e, mais recentemente, tem sido sugerido que polimorfismos especificos
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podem ser marcadores clinicos preditivos da eficacia do tratamento com |IA em
pacientes com CM [Abubakar et al, 2014]. Embora muito estudos tenham
avaliado polimorfismos de CYP719A1 em relagédo ao risco de cancer de mama em
mulheres saudaveis com diversas variantes do gene ja tendo sido associadas a
um menor risco de cancer [Pineda et al, 2013], até o momento poucos estudos
abordaram as possiveis relagdes entre esses polimorfismos e o prognéstico de
pacientes com CM ou com a eficacia do tratamento com IA. Colomer et al (2008)
relataram que em mulheres pés-menopausicas com CM metastatico tratadas com
letrozol, o tempo de progressao (TTP) foi significativamente mais prolongado em
pacientes com o alelo T do rs4646 quando comparadas com as homozigotas para
a variante de tipo selvagem (G/G); no entanto, em outro estudo [Garcia-Casado et
al, 2010], as mesmas variantes (G/T e T/T) foram associadas com um menor
beneficio clinico (menor sobrevida livre de progressédo), em um cenario
neoadjuvante. Mesmo assim, Liu et al (2013) verificaram que alelos variantes
rs4646 foram significativamente associados com maior sobevida global em
pacientes com CM metastatico.

No presente estudo, o objetivo foi realizar uma analise farmacogenética de
oito polimorfismos do gene CYP19A1, dois polimorfismos dos genes ESRT,
HSD17B1 e TCL1A em uma série de mulheres com CM RH-positivo tratadas com

IA de terceira geracgao e descrever a sua relagao com desfechos clinicos.

2. MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo e populagao amostral

Pacientes com cancer de mama com receptor de estrogénio (RE) e/ou
progesterona receptor (RP) positivo, provenientes dos trés principais hospitais
publicos universitarios da cidade de Porto Alegre, Brasil: Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), Hospital Conceicdo (GHC) e Hospital Femina (HFE) foram
identificadas e incluidas no estudo. Os critérios de inclusao foram: ter recebido
tratamento com |A de terceira geragao (anastrozol, letrozol ou exemestano - 1A)
por pelo menos 4 semanas como primeira linha ou em esquema swifch apos

tamoxifeno e ter pelo menos 18 anos idade.
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Os dados clinicos foram coletados de forma retrospectiva da data de inicio
do tratamento até a inclusdo no estudo, e prospectivamente por 12 meses apds a
inclusdo no estudo (coleta de DNA), por meio de revisdo dos prontudrios e
questionario direto aplicado as pacientes. O estudo foi revisado e aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa das trés instituicbes participantes do estudo
(HCPA, GHC, and HFE).

Extracao de DNA

O DNA foi obtido de amostras de saliva coletas no momento da inclusédo do
estudo, usando o Oragene DNA Sample Collection Kit (OG-250, Disc Format,
DNA Self-Collection Kit, Genotek, Ottawa, Ontario, Canada). O DNA foi extraido
dentro do prazo de 6 meses a partir da coleta da amostra, e a extracao foi
realizada usando o volume padréo de 2.0 mL da solugdao Oragene-DNA/saliva, de
acordo com o protocolo de fabricante. Verificou-se que a coleta de saliva usando
o kit Oragene durante o trabalho de campo permitiu rendimentos elevados de
DNA e gerou DNA com qualidade adequada para os estudos genéticos

necessarios, como ja anteriormente descritos [Nunes et al, 2012].

Medida dos desfechos

Os desfechos foram aferidos de forma direta via registros médicos apdés um
periodo de seguimento de 12 meses, sendo agrupados em: (1) remissédo, quando
a paciente completou (apds o seguimento de 12 meses) um periodo superior a 60
meses desde o diagndstico sem sinais de doenga; (2) recidiva, quando a paciente
apresentou sinais de metastases (local ou sistémica) no periodo de 12 meses do
estudo; (3) sobrevida livre de doenca, quando a paciente ndo apresentou sinais
de recidiva ou progressado da doenga ao longo do estudo, mas ndo completou
mais de 60 meses apos o diagndstico; (4) obito, quando a paciente faleceu
durante o periodo de 12 meses de seguimento do estudo. Multiplas co-variaveis
foram acessadas, sendo as variaveis demograficas (idade, etnia, anos de estudo,
data da ultima menstruacdo e motivo da menopausa) auto-relatadas pelas
pacientes. As variaveis clinicas, tais como o estagio do cancer, a quimioterapia

prévia, uso de inibidores da aromatase atual e tempo desde o inicio IA, foram
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obtidas por verificagdo nos registros médicos hospitalares e por entrevista as

pacientes.

Selegao dos polimorfismos e genotipagem

Tagging-SNPs foram selecionados para busca por variantes genéticas
comuns do gene CYP19A1, ESR1, HSD17B1 e TCL1A com base em informagdes
de desequilibrio de ligacao disponiveis no International HapMap Project (National

Center for Biotechnology Information (NCBI), http://www.hapmap.org), e usando o

algoritmo Haploview, com SNPs com uma freqiéncia do alelo menor (MAF) 25%
no grupo étnico Utah residents with ancestry from northern and western Europe
(CEU), ja que trabalhos anteriores demonstraram ser esse o grupo a ter maior
similaridade genética com a populagdo do nosso estudo [Pena et al, 2011]. Além
disso, também foi realizada uma revisdo detalhada da literatura com vistas a
priorizar SNPs que possuissem impacto funcional sobre a expressao do gene ou
atividade da enzima, ou que ja tivessem sido reportados com associagao a
desfechos clinicos relacionados ao uso de IA no cancer de mama. Dessa forma,
foram incluidos 8 SNPs do gene CYP19A1 (rs700518, rs4775936, rs4646,
rs10459592, rs6493497, rs7176005, rs10046, rs700519). Os outros SNPs
incluidos foram selecionados a partir de genes que codificam produtos que estao
envolvidas na via metabdlica dos estrégenos e/ou vias correlacionadas, sendo
escolhidos 2 SNPs no gene do receptor de estrogénio (ESR17), dois SNPs no
gene da enzima 17-beta-hidroxiesteroide desidrogenase 1 (HSD17B1) e dois
SNPs no gene T-cell leukemia/lymphoma 1A (TCL1A).

A equipe laboratorial estava cegada para todos os dados clinicos e demais
desfechos, realizando a genotipagem por discriminagéo alélica usando ensaios
TagMan SNP Genotyping especificos e seguindo as instrugdes do fabricante. As
reacdes de PCR foram lidas no 7500 Fast Real Time PCR System in endpoint
mode usando o Allelic Discrimination Sequence Detector software (Applied

Biosystems).
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Validagao da genotipagem

Amostras cujo ensaio falhou foram retestadas pelo menos mais uma vez na
mesma plataforma e foram consideradas perdidas se a genotipagem falhou pela
segunda vez. Caso houvesse mais de 10 falhas de genotipagem em um mesmo
paciente, este seria excluido. A taxa meédia de sucesso dos demais ensaios, bem
como das amostras individualmente foi >95%. N&o foram observadas outras

inconsisténcias.

Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando SPSS 18.0 (SPSS,
Chicago, IL). Cinco SNPs: rs700519, rs 7176005, 6493497 (CYP19A1), rs2830
(HSD17B1) e rs11849538 (TCL1A) foram associados a diferentes desfechos
clinicos no modelo sobre-dominante (“over-dominant moder’). Foi utilizado o teste
de qui-quadrado ()(2), para comparagao da ocorréncia de desfechos clinicos
versus sua nao-ocorréncia para diferentes gendtipos de comparagao.
Posteriormente, foi realizada analise de regressao logistica univariada e
multivariada para ocorréncia dos diferentes desfechos clinicos com relagéo as
variantes genéticas CYP19A1, ESR1, HSD17B1 e TCL1A, cujos resultados
haviam sido significativos na primeira andlise por qui-quadrado. Para incluséo do
modelo univariado, foram consideradas as variaveis com p<0,10. As analises de
regressao logistica multivariada foram ajustadas para idade e idade ao
diagnéstico, quimioterapia e radioterapia adjuvante, ocorréncia de metastases,
linfonodos comprometidos, grau e tipo histolégico, doengas prévias, etnia, e
positividade para HER2. Devido a natureza exploratéria dessas analises, que
compreende testes de multiplas hipoteses e que posteriormente exigirdo uma
investigacdo mais aprofundada, ndés nao corrigimos para multiplos testes
(Goeman e Solari, 2011).

3. RESULTADOS

A coleta de dados clinicos completos de forma retrospectiva e

posteriormente aos 12 meses de seguimento foi possivel em 190 pacientes, de
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um total de 204 amostras coletadas (Figura 1). Nessas pacientes, foi possivel a
realizacao de analises genéticas de 14 polimorfismos (SNPs, “single nucleotide
polymorphisms”). A média de idade de 68,3 anos (DP=10,3 anos), sendo todas
pacientes provenientes do estado do Rio Grande do Sul, no extremo sul do Brasil
(n=190). A média de idade ao diagnéstico foi de 58,6 anos (DP=11,1), com média
de idade de menopausa aos 47,1 anos (DP=7,2). O tempo médio de uso de
inibidores da aromatase foi de 35,7 meses (DP=18,2 meses), com um tempo
minimo de uso de 3,1 meses e maximo de 109,5 meses. Maiores detalhamentos
das caracteristicas das pacientes incluidas estdo descritas na Tabela 1.

As frequéncias alélicas de todos os 14 SNPs incluidos estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

O teste qui-quadrado identificou que os homozigotos no SNPs rs700519
(CYP19A1) tem menor indice de remissao (p=0,10), assim como no rs2830
(HSD17B1) (p=0,05). Os homozigotos para os SNPs rs7176005 e rs6493497
(CYP19A1) tiveram maior indice de recidiva da doenga (p=0,01 e p=0,06,
respectivamente), assim como os homozigotos para os rs700519 (CYP19A1) e
rs11849538 (TCL1A) tiveram maior ocorréncia de tempo livre de doenga (p=0,04
e p=0,02, respectivamente), enquanto que homozigotos para o rs7176005 tiveram
esse desfecho reduzido (p=0,10).

Na analise por regressao logistica univariada, o efeito do rs700519 sobre a
remissdo nao se confirmou (OR=0,19; IC 95%= 0,01-1,05; p=0,059), mas
encontramos uma forte associacao entre o rs2830 e menores indices de remissao
(OR=0,52; IC 95%= 0,28-0,95; p=0,035). Esse ultimo resultado foi confirmado na
regressao logistica multivariada, controlando por para HER2 positivo, radioterapia
adjuvante e outras doencas pregressas, com uma redugdo de aproximadamente
54% no risco de remissdo em homozigotos para o rs2830 (OR=0,46; IC 95%=
0,22-0,93), p=0,032 (Tabela 2). A ocorréncia de recidiva teve associacao
estatisticamente significativa por regressao logistica univariada, com relagao aos
rs7176005 e rs6493497 (CYP19A1), p=0,009 e p=0,043 respectivamente. No
entanto, esse maior indice de recidiva em homozigotos para esses polimorfismos
(rs7176005 e rs6493497) nao se confirmou quando controlados por presenca

prévia de metastases e quimioterapia adjuvante (Tabela 2). Pacientes
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homozigotas para o SNP rs7176005 tiveram menor ocorréncia de sobrevida livre
de doencga, quando comparadas as heterozigotas, mesmo apds o ajuste por
positividade para HERZ2, radioterapia adjuvante e outras doengas pregressas
(OR= 0,42; 1C95%= 0,18-0,94, p=0,036). Esse desfecho, no entanto, nao
apresentou significancia estatistica quando associado ao rs11849538 (TCL1A)
quando submetido a regresséao logistica multivariada (OR=2,32, 1C95%= 0,93-
6,04, p=0,07). O rs700519 apresentou associacao estatisticamente significativa
confirmada apds regressao logistica multivariada (p=0,041), quando se verificou
que homozigotas apresentam um risco de quase cinco vezes maior de sobrevida
livre de doenga (OR= 4,95, IC 95%= 1,01-35,4), quando comparadas as

heterozigotas para esse polimorfismo (Tabela 2).

4. DISCUSSAO

Nossas anadlises sugerem a associacado de trés variantes genéticas em
genes do metabolismo dos inibidores da aromatase com a eficécia clinica dessas
medicagdes no tratamento de mulheres com cancer de mama RH-positivo. Em
um total de 190 pacientes analisadas, os rs700519 e 7176005 do gene CYP19A1
e o rs2830 do gene HSD17B1, dentro de um total de 14 SNPs em 4 genes
diferentes estudados, mostraram-se estar associados a variabilidade de eficacia
clinica.

Alguns estudos prévios como de Colomer et al (2008) ja haviam relatado a
associagdo entre variantes genéticas (rs4646) e um aumento no tempo de
progressao da doenga (“time-to-progression”, TTP) em mulheres com CM tratadas
com letrozol, resultados que vao ao encontro dos obtidos por Liu et al (2013), que
encontraram associacgao entre o rs4646 e maior TTP (p=0,049). No entanto, Liu et
al (2013) nao identificaram o mesmo tipo de associagdo com os rs10046, rs2830,
rs9926298 e rs9939609, os dois primeiros também analisados em nossa amostra.
Ainda que os desfechos estudados por nés e pelo grupo de Liu sejam diferentes,
em nosso trabalho o rs2830 mostrou-se associado a um menor indice de
remissdo, indicando que variantes nesse gene podem estar associadas a uma

menor taxa de resposta ao tratamento com IA. Esse dado é completamente novo
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na literatura, ja que ndo encontramos nenhum outro trabalho, indicando que esse
SNPs esteja associado a variagao de eficacia dos IA no cancer de mama.

Outros estudos como de Park et al (2011) encontraram associagédo entre
beneficio clinico com uso de letrozol e os rs700518, rs10459592 e rs4775936; os
quais também analisados em nossa amostra ndo apresentaram resultados
estatisticamente significativos. Similarmente, Wang et al. (2010) descreveram a
auséncia de qualquer associacao (p>0.05) entre 48 SNPs (incluindo rs6493497 e
rs7176005) analisados e a resposta clinica dos |IA em neoadjuvéancia em mulheres
com cancer de mama. Outro trabalho (Ghimenti et al, 2013), que considerou
resposta clinica ao anastrozol uma redugdo de >30% do volume tumoral do
cancer de mama, nao encontrou associagao estatisticamente significativa com os
SNPs rs6493497 e rs7176005, também no cenario neoadjuvante. Aqui, , apesar
do contexto clinico diferente, alguns resultados encaminham-se para mesma
diregdo, ja que também nao foi identificada associacdo com rs6493497 e os
diferentes desfechos clinicos analisados, sugerindo que esse polimorfismo nao
interfere na resposta aos IA. No entanto, no que se refere ao rs7176005,
encontramos que mulheres homozigotas para esse polimorfismo parecem
apresentar um risco menor de sobrevida livre doenga, sugerindo que esse SNP
possa estar relacionado a desfechos desfavoraveis em relagao ao tratamento com
IA. Ambos, rs7176005 e rs6493497 estéo localizados na regido flaqueadora 5° do
exon |1.1 do CYP19A1 afetando a atividade transcricional no tecido tumoral,
modulando a atividade enzimatica da aromatase e assim aumentando os niveis
de estrogenos (Wang et al, 2010). Isso sugere fortemente que essas variantes
genéticas, por modular os niveis hormonais, tenham efeitos sobre a eficacia
clinica dos IA, algo reforcado pelos resultados de outro trabalho que também
associou o rs7176005 a um aumento nos niveis transcricionais em mulheres com
CM, resultando possivelmente em aumento nos niveis plasmaticos e teciduais de
estrogenos (Straume et al, 2012). O efeito do tratamento com IA pode, nesse
caso, ser influenciado pelos niveis basais de estrogenos.

O rs11849538 do gene TCL1A foi associado nas analises univariadas com
sobrevida livre de doenca, mas o efeito ndo manteve significancia quando

controlado por outras variaveis (p=0,070). Apesar de nosso trabalho n&o ter
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encontrado significancia estatistica, € possivel que essa variante possa ter efeito
em contexto clinico mais limitado ou em outra populagdo maior, ja que a mesma
ja apresentou efeito funcional através da criagdo de um elemento de resposta ao
estrogénio demostrado por ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP)
(Ingle et al, 2010).

Assim nesse estudo, encontramos associagdo entre variantes genéticas
nos genes CYP19A1 (rs7176005 e rs700519) e HSD17B1 (rs2830) e a eficacia
clinica dos |IA em mulheres brasileiras com CM. Esse foi o primeiro estudo
realizado na populacéo brasileira, com resultados que permitem especulac¢des de
que genes envolvidos na rota metabdlica dos estrogenos possam estar
associados a variabilidade nos desfechos clinicos do tratamento com IA. Esse
resultado € um primeiro passo para o uso de ferramentas laboratoriais para a
individualizagcdo da terapia adjuvante endocrina em pacientes com CM.
Claramente, futuros estudos sobre SNPs associados a variagdes nas respostas
ao tratamento enddcrino sdo necessarios para confirmar esses achados na
populagao brasileira e terdo de ser realizados em grupos cada vez maiores de
pacientes, no intuito de buscar melhores estratégias de tratamento em pacientes

candidatas a hormonioterapia.
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FIGURAS

Figura 1. Fluxograma dos pacientes incluidos no estudo.
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os resultados foram insuficientes em mais de 50% of the SNPs testados.



Tabela 1. Caracteristicas de base das pacientes incluidas nas analyses.

Caracteristicas de base | n ‘ percentual
Idade (anos)
<59 63 33,2
60-69 65 34,2
270 62 32,6
Menopausa
Pré-menopausicas 25 13,2
Pbs-menopéausicas 141 74,2
Sem informagao 24 12,6
Self-reported color
Branco 168 88,4
Negro 11 58
Pardo 3 1,6
Nao informado 8 42
Receptores de estrogénio
Positivo 182 95,8
Negativo 6 3,2
Sem informagéo 2 1,1
Receptores de progesterone
Positivo 156 82,1
Negativo 29 15,3
Sem informagao 5 2,6
HER2
Positivo 34 17,9
Negativo 124 65,3
Sem informagéo 32 16,8
Grau tumoral
I 20 10,5
I 79 41,6
[} 37 19,5
Sem informagéo 54 28,4
Tipo histolégico
Carcinoma ductal invasor 148 779
Carcinoma lobular invasor 24 12,6
Outros 5 2,6
Sem informagao 13 6,8
Mestastases
Sim 17 8,9
Néo 115 60,5
N&o informado 58 30,5
Tipo de inibidor da aromatase
Anastrozol 133 70,0
Letrozol 41 21,6
Exemestano 16 8,4
Radioterapia adjuvante
Sim | 135 [ 7141
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Nao 49 25,8
Néo informado 6 3,2
Quimioterapia adjuvante
Sim 92 484
Néo 86 453
Na informado 12 6,3
Cirurgia
Mastectomia 75 39,5
Exciséo local (e.g setorectomia) 113 59,5
Sem resseccéo 2 1,1
Eventos adversos (EAs)
EA musculoesqueléticos
Sim 134 70,5
N&o 56 29,5
Sintomas vasomotores
Sim 93 489
Néo 97 51,1
Outros EA
Sim 138 72,6
Né&o 52 274




Tabela 2. Frequéncia genotipicas e alélicas dos rs701519, rs2830, rs7176005,
rs6493497 e rs11849538, e Odds Ratios (OR) para remisséo, recidiva e sobrevida
livre de doenga do tratamento com inibidores da aromatase por genétipo.

SNP (Gene) Remissao Reg.Log. Univariada Reg.Log. Multivariada \"
rs700519 (CYP19A1)  Sim (%) Néo (%)  p* OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p
CCorTT 66 (34,7) 114 (60) 0,10 0,19 (0,01-1,05) 0,059 0,24 (0,01-1,53) 0,146
CT 1(0,6) 9(4,7) Referéncia Referéncia
rs2830 (HSD17B1)

AA or GG 39(20,5) 52(27,4) 0,05 0,52(0,28-0,95) 0,035 0,46 (0,22-0,93) 0,032
AG 71 (37,4) 28 (14,7) Reference Referéncia

SNP (Gene) Recidiva Reg.Log. Univariada Reg.Log. Multivariada ¥
rs7176005 Sim (%) Nao (%) p* OR (95% Cl) p OR (95% Cl) p
(CYP19A1)

CCorTT 24 (12,6) 118 (62,1) 0,01 2,69(1,28-5,63) 0,009 2,14 (0,79-5,74) 0,132
CT 17 (8,9) 31 (16,3) Referéncia Referéncia

rs6493497

(CYP19A1)

AA or GG 26 (13,7) 118(62,1) 0,06 2,19(1,02-4,62) 0,043 1,42 (0,49-3,87) 0,499
AG 15 (7,9) 31 (16,3) Referéncia Referéncia

SNP (Gene) Sobrevida livre de doenga Reg.Log. Univariada Reg.Log. Multivariada \"
rs7176005 Sim (%) Nao (%) p* OR (95% CI) p OR (95% ClI) p
(CYP19A1)

CCorTT 59 (31,1) 83(43,7) 0,90 0,52(0,24-1,05) 0,069 0,42 (0,18-0,94) 0,036
CT 13 (6,8) 35(18,4) Referéncia Referéncia

rs700519 (CYP19A1)

CCorTT 65 (34,2) 115(60,5) 0,04 4,12(1,11-19,65) 0,034  4,95(1,01-35,4) 0,041
CT 7 (3,7) 3 (1,6) Referéncia Referéncia
rs11849538 (TCL1A)

CCor GG 55(28,9) 106 (55,8) 0,02 2,73(1,22-6,25) 0,014 2,32 (0,93-6,04) 0,07
CG 17 (8,9) 12 (6,3) Referéncia Referéncia

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga.

* Anadlise em duas-vias ("Two-way analysis") (homozigotos vs. heterozigotos).

(1) Ajustado individualmente por positividade de HERZ2, radioterapia adjuvante e outras doengas pregressas.

(2) Ajustado individualmente por metastases e quimioterapia adjuvante.
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Artigo em elaboragao
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Abstract

Introduction: Aromatase inhibitors (Als) have become the first-line drugs of
choice for treatment of hormone receptor-positive (HR+) breast cancer; however,
this drug class is associated with a series of adverse effects (AEs), particularly
musculoskeletal adverse events (MSAEs) and vasomotor symptoms (VMSs),
which often interfere with treatment adherence. Occurrence of these events
appears to be related to variants of genes involved in Al metabolism. The present
study investigated the relationship between the aforementioned AEs and single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the CYP19A1, ESR1, TCL1A, and HSD17B1
genes in women with breast cancer treated with Als. Materials and Methods:
Genomic DNA was obtained from the saliva of 190 women treated with Als and
genotyped for 10 SNPs in the CYP19A1 gene and two SNPs in genes ESR1,
TCL1A, and HSD17B1. Haplotype analysis was performed for all genes of interest.
Clinical data on Al treatment-emergent adverse effects were collected and later
analyzed in relation to genotype findings. Results: In the 190 women analyzed,
VMSs were associated with the homozygous TT genotype of rs7176005
(p=0.038). Furthermore, the GG genotypes of CYP19A17 polymorphism rs10046
and of HSD17B1 polymorphism rs2830 were associated with lower rates of joint
dysfunction (p=0.002) and osteoporosis (p=0.042) respectively. The occurrence of
MSAEs was associated with STR rs60271534; presence of the 6- and 10-repeat
alleles was associated with a higher rate of these symptoms (p=0.001). On
haplotype analysis, a higher rate of joint dysfunction was associated with
CYP19A1 haplotype A_2_3 (p=0.012). Conclusions: The present study identified
that CYP19A1 and HSD17B1 gene variants are associated with musculoskeletal
adverse events and vasomotor symptoms in women with breast cancer treated
with Als. Specifically, patients with variant genotypes of the SNPs rs60271534,
rs2830, and rs10046 reported a higher rate of MSAEs, whereas the rs7176005
polymorphism was associated with VMSs. Although further studies are required for
confirmation, genotype analysis of these patients may identify those at increased

risk of AEs, thus enabling a more personalized approach to breast cancer therapy.
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1. INTRODUCTION

Adjuvant hormonal therapy is the standard of care for hormone receptor-
positive (HR+) breast cancer. Tamoxifen has been used for this purpose for
several decades (Rao & Cobleigh, 2012). The benefits of adjuvant tamoxifen were
demonstrated in the Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG)
meta-analysis (EBCTCG et al, 2011) and confirmed by subsequent meta-analyses
(Al-Mubarak et al, 2014). Recently, aromatase inhibitors (Als) became the first-line
drug of choice for treatment of postmenopausal women (Burstein et al, 2010), and
third-generation Als (such as letrozole, anastrozole, and exemestane) have shown
superior efficacy as compared with tamoxifen (Lenning & Eikesdal, 2013). The
benefits of Als appear to be a class effect, with no clinical superiority of any one
agent over the others (Dowsett et al, 2010).

However, despite several studies that have proved the efficacy of adjuvant
hormonal therapy for receptor-positive breast cancer, with significant reductions in
recurrence and mortality rates, adherence to Al therapy has always constituted a
challenge, with treatment dropout rates ranging from 5% (Baum et al, 2002; Goss
et al, 2003) to 20% (Partridge et al, 2008); it is estimated that musculoskeletal
adverse events (MSAEs) and arthralgia account for 50% of cases of treatment
discontinuation (Dent et al. 2007). Other adverse effects (AEs), such as loss of
bone mass/osteoporosis (Eastell et al, 2008), cardiovascular events (Lgnning &
Eikesdal, 2013), and vasomotor symptoms (VMSs) (Mortimer, 2010), are also
common with Al therapy, and also interfere with treatment adherence (Dent et al,
2006). In a long-term follow-up study, nonadherence rates were found to be even
higher among women under the age of 60 (Schmidt et al, 2014).

Some investigations have shown that genetic polymorphisms, particularly in
the CYP19A1 (aromatase) gene, are significantly associated with different levels
of circulating estrogens (Haiman et al, 2007; Dunning et al, 2004). More recently,
studies have suggested that specific polymorphisms may be clinical predictors of
the efficacy of Al therapy in patients with breast cancer (Abubakar et al, 2014).
Therefore, polymorphisms in the CYP19A1 gene and in other genes involved in

the estrogen metabolism pathway may be associated with occurrence of different
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adverse events in patients with breast cancer treated with Als. Thus far, few
studies have addressed the potential relationships between such polymorphisms
and AEs. CYPA19A1 gene variants have been associated with increased bone
loss (Napoli et al, 2013) and arthralgia (MSAEs) (Mao et al, 2011) and VMSs
(Fontein et al, 2014), whereas ESR1 and TCL1A polymorphisms have been
associated with joint pain (Henry et al, 2013; Ingle et al, 2010).

The present study sought to conduct a genetic analysis of 16 SNPs (10
CYP19A1, two ESR1, two TCL1A, and two HSD17B1 polymorphisms) in a series
of women with HR+ breast cancer treated with third-generation Als and describe

any associations of these polymorphisms with adverse effects of Al therapy.

2. MATERIALS AND METHODS

Study design and patient population

The sample comprised 204 women diagnosed with estrogen receptor (ER)
and/or progesterone receptor (PR)-positive breast cancer between 1980 and 2013
at three public, university-affiliated hospitals in the city of Porto Alegre, Brazil:
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Hospital Conceigdo (GHC), and
Hospital Femina (HFE). All patients received hormone therapy with third-
generation Als (anastrozole, letrozole, or exemestane) through the Brazilian
Unified Health System. Patients provided their written informed consent to
participate in this study. The Ethics Committees of the three institutions (HCPA,
GHC, and HFE) approved the study protocol. The inclusion criteria were: (1) to
have received a third-generation Al (anastrozole, letrozole, or exemestane) for at
least 4 weeks as first-line hormonal therapy or as second-line therapy after

tamoxifen; and (2) age 218 years.

DNA extraction

DNA was obtained from saliva specimens collected at the time of study
enrollment using the Oragene DNA Sample Collection Kit (OG-250, Disc Format,
DNA Self-Collection Kit, Genotek, Ottawa, Ontario, Canada). Extraction was

performed in a 2.0-mL volume of Oragene-DNA/saliva mixed samples in
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accordance with manufacturer protocol. Collection of saliva samples with the
Oragene kit ensured high DNA yields and provided DNA of adequate quality for
genetic testing in 100% of collected samples, as described elsewhere in the

literature (Nunes et al, 2012).

Outcome measures

Clinical data were collected with a standardized form developed for the
study, both retrospectively (from the date of treatment onset until the date of study
enrollment) and prospectively for 12 months after enroliment (DNA collection), by
means of a chart review and by direct administration of a questionnaire to the
included patients. The primary outcomes of interest were the occurrence of
specific adverse effects (VMSs, arthralgia, myalgia, bone pain, joint dysfunction,
osteoporosis) and a composite outcome of other AEs (loss of appetite,
somnolence, nausea, dizziness, fatigue, dry mouth, constipation, sleep disorders,
mood swings/depression, headache, weakness, among others) previously
correlated or reported in association with Al therapy. Due to great similarity and
frequent overlap between musculoskeletal symptoms, these adverse events were
pooled into a single group (MSAESs) for purposes of analysis.

Several covariates were assessed. Demographic variables (age,
race/ethnicity, educational attainment, age at last menstrual period) were self-
reported by patients. Clinical variables, such as disease stage, prior
chemotherapy, Al therapy, and time since onset of Al therapy were obtained via a
questionnaire administered to patients and confirmed by a review of hospital

records for quality control purposes.

Polymorphism selection and genotyping

Genomic DNA was isolated from saliva as previously described and SNPs
were selected to search for common genetic variants of the CYP19A1, ESR1,
HSD17B and TCLA1 genes on the basis of linkage disequilibrium information
available through the International HapMap Project (National Center for

Biotechnology Information (NCBI), http://www.hapmap.org, using the Haploview

algorithm. We selected SNPs with a minor allele frequency (MAF) = 5% in the
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HapMap group of Utah residents of northern and western European ancestry
(CEU), as previous studies have shown that this ethnic group exhibits the greatest
genetic similarity to our study population (Pena et al, 2011), and/or SNPs with a
functional impact on aromatase gene expression or aromatase activity and/or
associated with adverse effects of Al therapy in breast cancer, as previously
described in the literature. On the basis of these criteria, we included 10 CYP19A1
SNPs (rs700518, rs4775936, rs60271534, rs4646, rs10459592, rs6493497,
rs7176005, rs10046, rs700519, rs56658716), two ESRT1 SNPs (rs9322336,
rs9340835), two HSD17B1 SNPs (rs2830, rs605059), and two TCL71A SNPs
(rs11849538, rs2369049).

Laboratory staff were blinded to all clinical data and other outcomes.
Genotyping for the CYP19A1 (TTTA), tetranucleotide repeat polymorphism in
intron 4 (rs60271534) was accomplished by means of PCR amplification as
reported by Woods et al (2006), using site-specific primers with modifications to
PCR conditions, followed by direct sequencing. For all other SNPs, genotyping
was carried out by allele discrimination specific TagMan SNP Genotyping Assays
in accordance with manufacturer instructions. All assays were performed in 96-
well plates including non-template controls. PCR runs were read in a 7500 Fast
Real Time PCR System in endpoint mode using Allelic Discrimination Sequence

Detector software (Applied Biosystems).

Genotype validation

One SNP (rs56658716) was excluded because of assay failure. In case of
assay failure, the affected sample was retested at least once in the same platform
and was considered lost if the second attempt at genotyping also failed. In the
event of genotyping failure of >50% of samples from the same patient, the patient
would be excluded from the sample. The mean success rate of the other assays

and of individual samples was >95%.
Statistical analysis

All sample groups were tested for Hardy—Weinberg equilibrium (HWE), and

between-group differences in allele and genotype frequencies were compared by
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means of Chi-square or Fisher's exact test. A two-tailed p-value of <0.05 was
deemed significant. Statistical analyses were carried out in SPSS 18.0 (SPSS,
www.spss.com, IBM, USA). Linkage disequilibrium (LD) of SNPs was calculated in
Haploview 4.2 (Barrett et al, 2005), and haplotypes were inferred using the
Bayesian algorithm implemented in Phase 2.1.1 (Stephens et al, 2001; Stephens
& Donnelly, 2003). Due to the exploratory nature of these analyses, which include
multiple hypothesis testing and will later require more in-depth investigation, we

did not correct for multiple tests (Goeman & Solari, 2011).

3. RESULTS

Analysis of genetic data and clinical outcomes was possible in 190 patients,
out of 204 collected samples (Figure 1). The final sample comprised 190 women
with a mean age of 68.3 years (SD=10.3 years). All were from Rio Grande do Sul,
the southernmost state in Brazil (n=190). The mean age at diagnosis was 58.6
years (SD=11.1 years), and the mean age at onset of menopause was 47.1 years
(SD=7.2 years). There were no significant differences between the excluded
patients (n=14) and those included in the study (n=190) regarding tumor type,
tumor grade, or treatment characteristics. Additional details on the demographic
characteristics of the included patients are described in Table 1. The mean
duration of Al treatment in the sample was 35.7 months (SD=18.2 months).
Prospective 12-month follow-up was completed in the entire sample (10 patients
died during the follow-up period). There were no significant differences in duration
of therapy among the three Als (p<0.05). The allele frequencies of all 16 SNPs

included and successfully genotyped were in HWE.

Identification of SNPs associated with adverse effects of aromatase inhibitor
therapy

Approximately 48.9% of patients in the sample (93/190) reported the
presence of VMSs (hot flashes/flushes) during Al therapy. As shown in Table 2,
one SNP (rs7176005) was found to be associated with VMSs. This analysis found

a statistically significant association between the homozygous TT genotype of
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rs7176005 and reported rates of VMSs, which were higher in these patients than
in those with at least one C allele (p=0.038).

Presence of the GG genotype of rs10046 (CYP19A1) and of the GG
genotype of rs2830 (HSD17B7) was associated with lower rates of joint
dysfunction (p=0.002) and osteoporosis (p=0.042) respectively, on comparison
with other genotypes carrying at least one A allele (Table 2). When analyzed as a
pooled event (MSAEs), the occurrence of musculoskeletal adverse effects was
associated with the CYP19A17 short tandem repeat rs60271534. Specifically,
carriers of the 6- and 10-repeat genotypes reported a higher rate of these
symptoms than did carriers of other genotypes (p=0.001). No associations were
found with the other evaluated SNPs.

Identification of haplotypes associated with adverse effects of
aromatase inhibitor therapy

Haplotype analysis identified the presence of four haplotypes for ESR1
gene variants, four haplotypes for HSD17B1 variants, and four haplotypes for
TCL1A SNPs. The 10 SNPs of gene CYP19A1 yielded 33 different haplotypes, of
which four accounted for > 75% of the sample. Therefore, the remaining 29 rare
haplotypes were pooled into a fifth group for purposes of analysis. Analysis of
linkage disequilibrium showed that some were in statistically significant LD (LOD
score = 2) in gene CYP19A1 (Figure 2, Table 3). Regarding LD analysis of the
other genes (ERS1,TCL1A, and HSD17B1), all were in LD, and significantly so
(LOD score = 8.06, 22.85, and 34,79 respectively).

Of the various outcomes of interest, only joint dysfunction was significantly
associated with CYP719A1 haplotype A 2 3. Presence of this haplotype was
strongly associated with articular symptoms (p=0.012). Interestingly, this haplotype
phase (A_2 3) is composed of haplotypes 2 and 3 (Table 4), both of which are
composed of rs10046, which, in turn, has been previously reported as associated

with increased frequency of joint dysfunction in women with the GG genotype.
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4. DISCUSSION

The present study assessed the relationship between variants in the
CYP19A1, ESR1, TCL1A, and HSD17B1 genes, all of which are involved in the
metabolic pathway targeted by Als, and occurrence of adverse events during Al
therapy in women with breast cancer. Of 190 women included in the analysis,
nearly 90% were of European descent. This degree of genetic homogeneity has
been reported in previous studies of populations from Southern Brazil (Santos et
al, 2010). Our results suggest that the SNPs rs10046, rs7176005, rs60271534 (all
in gene CYP19A1) and rs2830 (in gene HSD17B1) are associated with variation in
the spectrum of adverse reactions to Al.

MSAEs and VMSs associated with hormonal therapy can influence
treatment adherence and have a significant impact on patient quality of life.
Previous studies have reported correlations between these AEs and circulating
estrogen levels. Although we did not measure plasma hormone levels in our
sample, this association is well established (Burstein, 2007; Fontein et al, 2013).
The metabolic pathway targeted by Als centers on the aromatase enzyme
encoded by CYP19A1, a gene with multiple SNPs, which, in combination with
variants of other genes involved in the estrogen synthesis process, may account
for both clinical response to Als and for their toxicity.

In a previous study, Henry et al. (2013) analyzed 138 variants of 24 genes
(including 23 CYP19A1 SNPs) and found a non-significant increase in the rate of
MSAEs when at least eight repeats were present in rs60271534 (HR=1.8;
95%CI1=0.8-1.8, p=0.49). This result is consistent with our findings, in which the
6/10-repeat genotype (carrying at least one allele with more than eight repeats)
was directly associated with a higher rate of MSAEs. However, analysis of this
variant performed by Mao et al. (2011) identified an increased risk of MSAEs in the
presence of at least seven TTTA repeats (p=0.03), whereas patients with eight or
more repeats had a lower risk of Al-induced arthralgia (p=0.03). These divergent
results may be attributable to the potential importance of ethnic differences
between patient populations, as the genetic variability of CYP79A1 and the genetic

variability of Al response are known to be affected by ethnicity (Moy et al., 2006).
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Finally, in the Mao et al. (2011) sample, rs10046 was positively associated with
MSAEs, but the association was not statistically significant (p=0.20); in our study,
this SNP was significantly associated with joint dysfunction (p=0.022). Still on the
subject of MSAEs, Liu et al. (2013) found no differences in the rate of these
symptoms among patients stratified by SNPs rs4646 and rs2830; this is consistent
with our findings. Park et al. (2011) found no associations between isolated SNPs
and adverse effects. However, on haplotype analysis, the M_3 5 haplotype (which
included rs12148604, rs4646, rs10046, rs700519, rs4324076, rs700518,
rs3759811, rs727479, rs4775936, rs10459592, rs767199, rs10519297,
rs1062033, rs2008691, rs1008805, and rs17523527) was associated with
increased risk of MSAEs (bone pain and arthralgia) (OR=11.25; 95%CI=1.17-
108.28, p=0.01). The results of these investigators are consistent with our own
findings, as both rs10046 and the A_2 3 haplotype (composed of rs4646,
rs10046, rs700519, rs700518, rs4775936, rs10459592, rs6493497, and
rs7176005) were associated with joint dysfunction in our sample. This suggests
that SNPs with a small individual functional effect may have a cumulative influence
on phenotype. Such a cumulative effect of haplotypes composed of SNPs with
weak or absent individual associations has been reported elsewhere in the
literature (Enjuanes et al, 2005).

Regarding VMSs, Fontein et al. (2014) studied 737 patients who were
receiving adjuvant exemestane and found that TT homozygous status for the
rs7176005 SNP was associated with increased risk of VMSs (univariate
OR=1.758, p=0.025), a result corroborated by our sample. The rs7176005 SNP,
located in the 5'-flanking region of exon I.1 of CYP19A1, affects transcriptional
activity of this gene in tumor tissue and, consequently, aromatase activity, and is
thus associated with increased estrogen levels (Wang et al, 2010). This strongly
suggests that, by modulating hormone levels, the rs7176005 variant may have
effects on the symptoms associated with these changes.

In short, the present study found that variants in the genes CYP719A1
(rs7176005, rs10046 e rs60271534) and SD17B1 (rs2830) are associated with
musculoskeletal and vasomotor adverse effects in Brazilian women with breast

cancer treated with aromatase inhibitors. Furthermore, haplotype analysis
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identified a CYP19A1 haplotype (A_2_3) that was significantly correlated with
increased rates of joint dysfunction in this patient population. Additional studies on
the analyzed SNPs will be necessary to validate these outcomes in a clinical
setting, with a view to improving aromatase inhibitor therapy in patients with breast

cancer.
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FIGURES

Figure 1. Flow diagram of patients included in the current study.
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* Samples were repeated once on the same platform and were
considered genotyping failures if a re-run generated poor results for
more than 50% of the SNPs for a second time .
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Figure 2. Linkage disequilibrium plot for SNPs in the CYP19A1 gene.
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Table 1. Baseline characteristics of patients included in the analyses.

Baseline characteristics | n ‘ percent
Age (years)
<59 63 33,2
60-69 65 34,2
270 62 32,6
Menopausal status
Premenopausal 25 13,2
Postmenopausal 141 74,2
Unknown 24 12,6
Self-reported color
White 168 88,4
Black 11 58
Brown 3 1,6
Not reported 8 4,2
ER status
Positive 182 95,8
Negative 6 3,2
Unknown 2 1,1
PR status
Positive 156 82,1
Negative 29 15,3
Unknown 5 2,6
HER2 status
Positive 34 17,9
Negative 124 65,3
Unknown 32 16,8
Tumor grade
I 20 10,5
I 79 41,6
[} 37 19,5
Unknown 54 284
Histological type
Invasive ductal carcinoma 148 779
Invasive lobular carcinoma 24 12,6
Others 5 2,6
Unknown 13 6,8
Distant metastasis
Yes 17 8,9
No 115 60,5
Not reported 58 30,5
Aromatase inhibitors
Anastrozole 133 70,0
Letrozole 41 21,6
Exemestane 16 84
Adjuvant radiotherapy
Yes | 135 [ 71,1
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49 25,8
No
Not reported 6 3,2
Adjuvant chemotherapy
Yes 92 48,4
No 86 45,3
Not reported 12 6,3
Most extensive surgery
Mastectomy 75 39,5
Wide local excision 113 59,5
No ressection 2 1,1
Adverse events (AEs)
Musculoskeletal AEs
Yes 134 70,5
No 56 29,5
Vasomotor symptoms
Yes 93 489
No 97 51,1
Others
Yes 138 72,6
No 52 27,4




Table 2. Association between side effects of aromatase inhibitors treatment and

SNPs.
SNP (Gene) Vasomotor symptoms
rs7176005 (CYP19A1) TT (%) CT (%) CC (%) p-value*
Yes 5(2,7) 20 (10,6) 67 (35,6) 0,038
No 0 (0) 28 (14,9) 68 (36,2)
Musculoskeletal adverse events
rs60271534 (CYP19A1) 6/10 repeats (%) others (%) p-value*
Yes 60 (34,9) 63 (36,6) 0,001
No 15 (8,7) 34 (19,8)
Articular dysfunction
rs10046 (CYP19A1) GG (%) AG (%) AG (%) p-value*
Yes 6 (3,2) 18 (9,7) 16 (8,6) 0,022
No 29 (15,6) 89 (47,8) 28 (15,1)
Osteoporosis
rs2830 (HSD17B1) GG (%) AG (%) AG (%) p-value*
Yes 7 (3,7) 19 (10,2) 1(0,5) 0,042
No 43 (23,0) 80 (42,8) 37 (19,8)

* chi-squared p-value (Fisher exact test)
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Table 3. Values of D' for analysis of linkage disequilibrium (LD) between the
CYP19A1 SNPs.

D’ rs4646 rs10046 rs700519 rs700518 rs4775936 rs10459592 rs6493497 rs7176005
rs4646 -
rs10046 0.95* -

rs700519 1.00 0.635 -
rs700518 1.00 0.914* 0.685 -
rs4775936  1.00* 0.913* 1.00 0.976* -

rs10459592 0.083  0.389* 0.559 0.56* 0.759* -
rs6493497 0.384  0.251 0.307 0.067 0.471 0.257 -
rs7176005 0.563  0.246 0.453 0.004 0.495 0.318 0.958* -

*LOD score >2
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Table 4. Composition and frequency of CYP19A1 polymorphisms in breast cancer
women treated with aromatase inhibitors.

Haplotypes Haplotype composition* Haplotype frequency (%)
1 AGCTCGGC 29,21
2 AGCTCTGC 16,09
3 CGCTCTGC 14,6
4 AGCTCGGC 9,9
5 Others haplotypes** 26,49

* SNPs composing CYP19A1 haplotypes are disposed as follow: rs4646, rs10046, rs700519, rs700518,
rs4775936, rs10459592, rs6493497, rs7176005.

** All others 29 haplotypes included in this group have <3% frequency.
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Capitulo VIl — Artigo 4

Analise comparativa dos custos de inibidores da aromatase de terceira

geracgio no tratamento do cancer de mama na perspectiva do Sistema Unico
de Saude.

Artigo em elaboragao
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RESUMO

O cancer de mama ¢é o tipo de cancer (ndo-cutdaneo) mais comum entre as
mulheres no Brasil, sendo que em mais de 70% dos casis esses tumores
expressam receptores hormonais, fazendo com que a homonioteraia adjuvante
seja importante arma no controle da doenga. Os inibidores da aromatase (IA) de
terceira geragdo (anastrozol, letrozol e exemestano) estdo cada vez mais
ampliando sua indicagdo nesse contexto, demonstrando maior eficacia quando
comparados ao tamoxifeno. No entanto, esse grupo de medicamentos tem valor
mais elevados, aumentando assim os custos do tratamento dessas pacientes.
Dentro desse cenario, o objetivo desse estudo foi realizar uma analise econdmica
dos custos relacionados ao uso dos trés IA no contexto do Sistema Unico de
Saude (SUS). As estimativas de custo consideraram a observagcao de 190
pacientes em atendimento em trés hospitais publicos terciarios (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, HCPA; Hospital Nossa Senhora Conceicdo, HSNC;
Hospital Femina, HFE) da cidade de Porto Alegre, referéncia no atendimento de
cancer de mama na regido. Os custos finais, somatério dos dois periodos (inicial e
seguimento de 12 meses), diferiram de forma significativa entre os trés inibidores
da aromatase (p=0,014). O custo final mensal para tratamento do céncer de
mama com uso de anastrozol teve uma mediana de R$188,03 (IQR=87,94-
313,63), sendo significativamente inferior ao custo de tratamento com letrozol
(mediana R$244,44; IQR=151,42-432,95) (p=0,026). Nas andlises de custos entre
hospitais, ndo houve diferencga significativa quantos aos custos do periodo inicial
entre as trés instituigdes, no entanto, os custos no seguimento prospectivo de 12
meses foram significativamente inferiores no HCPA. Dessa forma, foi possivel
estimar um valor de referéncia quanto aos custos do tratamento de mulheres em
uso de um dos principais IA, gerando uma série de informagdes que poderao ser
utilizadas em avaliagcdes de custo-efetividade, além de explorar um conjunto de

elementos que podem impactar no custo desse tratamento.

Palavras-chave: Inibidores da aromatase, cancer de mama, analise de

custos, sistema publico de saude, farmacoeconomia.
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1. INTRODUGAO

O céancer de mama (CM) é a principal causa de morte em mulheres por
neoplasia, com um total estimado de mais de 1,5 milhdes de diagndstico e uma
mortalidade superior a 500.000 obitos em mulheres no ano de 2012
(GLOBOCAN, 2012). O céancer de mama tornou-se o mais prevalente hoje no
mundo devido ndo somente a sua alta incidéncia, mas também ao seu bom
progndéstico em estadios iniciais. No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de
mama continuam elevadas, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estadios avancados. Dessa forma, sabemos que no ano de
2012 o Brasil teve 13.746 mortes por cancer de mama, e um total acumulado de
124.773 no periodo de 10 anos (2002-2012), sendo quase sua totalidade em
mulheres (123.545), segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCAa),
representando 20,8% do total de neoplasias em mulheres, com uma estimativa de
57.120 novos casos para o ano de 2014 (INCAb). No Rio Grande do Sul, a taxa
bruta de incidéncia por 100.000 mulheres é de 87,72 casos, sendo o segundo
estado do pais em incidéncia, atras apenas do Rio de Janeiro com 96,47 casos
por 100.000 habitantes (INCAc).

Uma importante caracteristica do cancer de mama € a expressao tumoral
de receptores hormonais (estrogénio e/ou progesterona), que ocorre em
aproximadamente 75% a 80% de pacientes, e que é usado para orientar o
tratamento através da inidcacdo ou nao de terapia hormonal adjuvante (Bulun et
al, 2005; Toniolo et al, 1995). O tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de
estrogénio (SERM), tem sido ha décadas a terapia padrao-ouro em pacientes com
cancer de mama receptor hormonal positivo (RH+) (EBCTCG et al, 2011; Davies
et al, 2012). No entanto, a terceira geracao de inibidores da aromatase (I1A) (como
letrozol, anastrozol e exemestano) tem demonstrado ser mais eficaz do que o
tamoxifeno (Lgnning e Eikesdal, 2013), se tornando atualmente o tratamento
enddcrino adjuvante padrdo para mulheres pds-menopdusicas com cancer de
mama RH+. Uma recente meta-analise ndo encontrou nenhuma diferenca na
eficacia anti-tumoral entre estes trés principais |IA, anteriormente citados (Dowsett

et al, 2010). Atualmente, o uso de inibidores da aromatase em monoterapia ou em
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tratamento sequencial apds o uso de tamoxifeno (esquema switch) em um total de
5 anos sdo consideradas opgdes de tratamento equipotentes (Smith & Dowsett,
2003; Geisler et al, 2002; Lagnning & Eikesdal, 2013).

Avaliagbes econOmicas de novos tratamentos vém sendo demandadas,
com vistas a orientar suas decisdes relacionadas a incorporagdo do procedimento
aos sistemas de saude, seja ele publico ou privado. Além disso, para a realizagéo
de estudos de custo-efetividade de base local e na perspectiva do Sistema Unico
de Saude (SUS), estimativas dos custos reais das intervengdes sao essenciais
(Caetano et al, 2014). No entanto, estudos de custos do uso de inibidores da
aromatase baseados em dados coletados diretamente do sistema de saude a
respeito de pacientes ja atendidas sao escassos na literatura (praticamente
inexistem em nosso meio), ndo havendo referéncias sobre estes. Os custos da
tecnologia representam o valor de todos os recursos utilizados na sua produgéo e
distribuicdo, como tempo, espacgo fisico, recursos humanos, bens de capital e
materiais de consumo, assim como outros procedimentos utilizados em virtude do
uso da tecnologia. Cabe ressaltar que estes valores variam de acordo com a
perspectiva escolhida para andlise, qual seja a do provedor do servigo,
financiador da assisténcia, pacientes e familias etc. (Drummond et al, 2005).

No presente estudo, o objetivo foi realizar uma analise econémica dos
custos relacionados ao uso dos trés inibidores da aromatase de terceira geragéo,
no contexto do sistema de saude publico brasileiro (SUS), como forma de
contribuir para futuras pesquisas sobre custo-efetividade desses farmacos

embasados em dados reais.

2. MATERIAL E METODOS

Método de custeio e locais do estudo

As estimativas de custo para o tratamento de mulheres com céancer de
mama em uso de inibidores da aromatase foram realizadas através de um
inventario e mensuracdo detalhados de todos os recursos consumidos na
provisdo dessa intervencao de saude, através do qual foi possivel estabelecer um

custo médio nos diferentes subgrupos da amostra. Foi adotada a perspectiva do
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SUS como provedor de servicos, dessa forma, os custos foram estimados com
base nos procedimentos realizados em trés dos maiores hospitais publicos do
estado Rio Grande do Sul que prestam atendimento a mulheres com cancer de
mama: Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Hospital Nossa Senhora da
Conceicao (HNSC) e Hospital Femina (HFE), estes dois ultimos fazendo parte do
mesmo complexo hospitalar (Grupo Hospitalar Conceigdo, GHC). A natureza
publica das instituicbes, sua capacidade instalada e expertise de seus
profissionais, bem como o volume de pacientes atendidos justificaram a escolha
deste l6cus.

Coleta de dados primarios

A coleta dos dados foi realizada através da revisdo completa dos arquivos
meédicos e prontuarios eletrénicos de 202 pacientes em atendimento, de forma
retrospectiva. Quando dados eram incompletos as mesmas eram contatadas e as
informacdes completadas. A coleta para as estimativas de custos foi realizada
entre marco e julho de 2014, incluindo informacdes desde os inicio do uso de
inibidores pela respectiva paciente. Critérios de exclusdo compreenderam casos
nao-oncolégicos, pacientes que faziam parte de protocolos de pesquisa ou que
nao realizaram o uso de inibidores da aromatase por um periodo minimo de
quatro semanas. Para cada uma das pacientes incluidas no estudo, todos os
dados referentes a internagdes, procedimentos terapéuticos (como cirurgias) e
diagnodsticos (como exames laboratoriais e de imagem), numero de atendimentos
ambulatoriais, e realizacdo de tratamentos concomitantes (como quimioterapia,
radioterapia e medicagdes correlacionados a doenga de base) foram registrados
em formulario especifico.

Quantificagao e valoragao dos recursos

Os valores dos diferentes insumos e procedimentos foram valorados de
acordo com os dados obtidos junto ao portal do Governo Federal SIGTAP -
Sistema de Gerenciamento da Tabela de Procedimentos, Medicamentos e OPM

do SUS (http://sigtap.datasus.gov.br/tabela-unificada/app/sec/inicio.jsp). Custos

operacionais (“overhead”), como luz, agua e esgoto, assim como custos de
telefonia e seguranca, custos de lavanderia e descarte de lixo ndo foram incluidos

nesse estudo.
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Andlises estatisticas

Os dados coletados foram todos tabulados em planilha Excel® (Microsoft
Corp., Estados Unidos) desenvolvida para registro dos custos com os diferentes
inibidores da aromatase (anastrozol, letrozol e exemestano), outros insumos
(descritos anteriormente) e os respectivos valores correspondentes. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS versao 20 (SPSS,
www.spss.com, IBM, EUA).

Os valores dos custos foram convertidos em fung¢ao logaritmica para que
analises estatisticas paramétricas (“ANOVA two-way’) pudessem ser realizadas,
desta forma para re-conversao para valores monetarios foi necessario o calculo
da média geométrica. Pacientes que ndo tiveram quaisquer registros de custos
registrados no seguimento de 12 meses (auséncia de consultas ou exames
registrados) foram excluidos da analise. Devido ao reduzido tamanho amostral em
alguns subgrupos de analise e assimetria dos valores de custos de seguimento,
foi realizado teste ndo-paramétrico (teste de Kruskal-Wallis, “ANOVA one-way”), o
que nao permitiu que fosse realizada andlise da interacdo Hospital/lA nesse

periodo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa de todas as

instituicdes envolvidas.

3. RESULTADOS

Foram coletados dados de 204 pacientes (50% provenientes do HCPA,
25,4% dos HNSC e 24,6% do HFE), das quais foi possivel obter dados completos
de forma retrospectiva e posteriormente aos 12 meses de seguimento em 190
pacientes, cuja média de foi 68,3 anos (SD=10,3 anos), todas provenientes do
estado do Rio Grande do Sul. A média de idade ao diagndstico foi de 58,6 anos
(SD=11,1), com média de idade da menopausa aos 47,1 anos (SD=7,2). Todas as
pacientes incluidas no estudo haviam realizado exame imunohistoquimico em
tecido tumoral, com positividade para receptores de estrogénio e progesterona de

95,8% e 82,1%, respectivamente. O tipo histoldgico mais comum foi o carcinoma
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ductal invasor (77,9%), seguido do lobular invasor (12,6%). O tempo médio de
uso de inibidores da aromatase na nossa amostra foi de 35,7 meses (SD=18,2
meses), com um tempo minimo de uso de 3,1 meses e maximo de 109,5 meses.
A determinacgao de cor/raca foi feita por auto-declaracdo, sendo nossa amostras
composta por 88,4% de mulheres brancas, 5,8% negras e 1,6% pardas (apenas 8
pacientes nao realizaram a auto-declaragao). Grande parte da nossa amostra fez
uso de anastrozol (70,0% das pacientes), seguidas de letrozol (41%) e
exemestano (16%). A maioria das pacientes incluidas no estudo realizaram
radioterapia adjuvante (71,1%), sendo a quimioterapia adjuvante menos frequente
em nossa amostra (48,4%). A modalidade cirurgica mais frequente empregada
em nossa amostra foi a excisao local (setorectomia com linfonodo sentinela ou
esvaziamento axilar) em mais da metade das pacientes (59,5%), seguida pela
mastectomia radical (39,5%). Nao houve nenhuma diferenga significativa entre as
pacientes excluidas por falta de dados completos (n=14) e as incluidas no estudo
(n=190), com relacdo ao tipo e grau tumoral, bem como a caracteristicas do
tratamento.

Os custos finais, somatério dos dois periodos (inicial e seguimento de 12
meses), diferiram de forma significativa entre os trés inibidores da aromatase
(p=0,014). O custo final mensal para tratamento do cancer de mama com uso de
anastrozol teve uma mediana de R$188,03 (IQR=87,94-313,63), sendo
significativamente inferior ao custo de tratamento com letrozol (mediana
R$244,44; 1QR=151,42-432,95) (p=0,026). No entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativas entre os custos do exemestano (mediana
R$271,03, IQR=201,69-363,59) em relagdo aos demais (p>0,05), apesar da
mediana superior, 0 que provavelmente se deve aos seu menor numero amostral
em nossa populacéao (Grafico 1).

Analises comparativas entre os inibidores da aromatase

Os custos de procedimentos diagndésticos envolvendo exames completares
de imagem (radiografias, ressonancias, mamografias, etc) e laboratoriais
(hemogramas, provas de fungdo hepatica, etc), bem como decorrentes de
bidpsias, exames anatomopatologicos e IHQ, mostraram valor médio mensal de

R$16,29 para pacientes em uso de anastrozol no periodo compreendido entre o
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diagnostico e a entrada no estudo. Nas pacientes em uso de letrozol esse valor foi
de R$13,32, e de R$122,62 nas pacientes tratadas com exemestano,
evidenciando que esse ultimo inibidor das aromatase teve valor significativamente
superior no que tange custos de procedimentos diagndsticos (p<0,001). A mesma
diferenga de custos foi encontrada em relacdo aos procedimentos terapéuticos
utilizados pelas pacientes em tratamento com anastrozol (R$102,55/més), letrozol
(R$57,10/més) e exemestano (R$462,81/més), com esse ultimo farmaco tendo
valores superiores aos dois primeiros de forma estatisticamente significativa
(p=0,002). Com relagcéo aos custos de internagdes hospitalares e atendimentos
ambulatoriais dessas pacientes ndo houve diferenga significativa (p=0,098).
Dessa forma, quando computados os custos totais iniciais (por més) nessas
pacientes, verificamos que o0 grupo exemestano apresentou valores
significativamente superiores ao anastrozol e letrozol (p<0,001), Tabela 1.

No entanto, quando aferidos os custos de forma prospectiva no mesmo
periodo para os grupos de pacientes em uso de um dos 3 IA (de 1° de agosto de
2013 a 31 de julho de 2014), ndo encontramos diferengas quanto aos custos de
procedimentos  diagndsticos  (p=0,315), apesar de haver diferenca
estatisticamente significativa com relagdo a custos de internagdes e atendimentos
ambulatoriais, entre os trés medicamentos (p=0,011), fazendo com que a mediana
de custos de seguimento no periodo dos ultimos 12 meses do estudo fosse de
R$176,40 para o grupo anastrozol, R$318,24 para o grupo letrozol e R$533,20
para o grupo exemestano (p=0,042), como mostrado na Tabela 1.

Analises comparativas entre as unidades hospitalares

Na andlise de custos totais do periodo prévio a entrada no estudo nao
encontramos diferenca estatisticamente significativa entre as trés unidades
hospitalares (p=0,207). Mesmo apdés o detalhamento do custeio, os custos
mensais de procedimentos diagnosticos em pacientes com cancer de mama
tratadas com inibidores da aromatase entre os trés hospitais nao diferiu de forma
estatisticamente significativa (p=0,301), o mesmo ocorrendo com os valores
médios de custos mensais com procedimentos terapéuticos: HCPA (R$116,31, IC
95%= 61,44-220,20), HNSC (R$69,01; IC 95%= 45,22-105,34) e HFE (R$111,36,
IC95%= 70,69-175,44) (p=0,227). Quanto aos gastos mensais médios com
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consultas ambulatérias e internacdes hospitalares também houve equiparagao
entre as trés instituicbes (p=0,734). Contudo, quando analisados de forma
prospectiva nos ultimos 12 meses do estudo, os custos difereriam de forma
estatisticamente significativa entre os hospitais(p<0,001), tendo o Hospital de
Clinicas de Porto Alegre valores inferiores aos dos demais, tanto em relagao aos
custos com procedimentos diagnésticos, quanto os custos com internagdes
hospitalares e atendimentos ambulatoriais, fazendo com o que o custo total final
do seguimento fosse também menor (p<0,001), Tabela 2.

Em todos os parametros de custeio acima analisados (procedimentos
diagnosticos e terapéuticos, internagdes e consultas ambulatoriais), realizamos
analise estatistica para averiguar se ocorria a interacdo entre o tipo de inibidor de
aromatase em uso e a unidade hospitalar de tratamento das pacientes, mas em

nenhum dos casos se verificou essa interagao (p>0,05).

4. DISCUSSAO

A despeito de sua crescente aplicabilidade terapéutica, os inibidores ainda
sao medicagdes com custo superior ao tamoxifeno no tratamento do cancer de
mama receptores hormonais positivos, reforcando a importancia de estimativas de
custo destes farmacos. Estudos de analises de custos no cenario brasileiro e, em
especial, no Sistema Unico de Saude inexistem.

Dessa forma, apesar das limitagbes presentes em nosso estudo
decorrentes dos registros incompletos nos prontuarios médicos, da ampla
interseccdo entre o sistema de saude publico e privado que ocorre no Brasil
(fazendo que muitas pacientes se utilizem do primeiro para acesso as medicacdes
orais, nao cobertas pelo segundo), bem como a auséncia de padronizagdo nos
protocolos de atendimento assistencial dessas mulheres, essa analise da situacéo
atual possibilitara simulacbes nas variagbes dos recursos, gerando cenarios
diversos que expandem a compreensao e utilidade dos dados obtidos.

Assim sendo podemos averiguar que os custos associados a uso de
exemestano foram, de forma geral, mais elevados que a dos outros dois farmacos

estudados, especialmente no periodo inicial de tratamento onde os valores gastos
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com procedimentos diagnosticos e procedimentos terapéuticos associados (como
quimioterapia e radioterapia adjuvante) foram superiores. Esse resultado ndo se
sustentou de forma significativa no periodo de seguimento, indicando que as
diferencas de custos parecem estar mais acentuadas no periodo em que a
paciente ingressa no regime hormonioterapico. Levando-se em consideracido que
0s ensaios clinicos mais recentes indicam uma similaridade de eficacia entre os
diferentes IA (Dowsett et al, 2010), estimativas de custos entre farmacos com o
chamado “efeito de classe” tornam-se ferramentas ainda mais uteis no
gereciamento de recursos em saude, ja que estes notadamente sdo escassos.

A inexisténcia de informagdes sobre os custos reais do tratamento de
mulheres submetidas ao uso de inibidores da aromatase no pais dificulta a
realizacao de analises de custo-efetividade desses farmacos, muitas vezes com
estudos baseados em modelagens computacionais que se utilizam de dados
publicados na literatura internacional e que podem ser questionados quanto a
validade no contexto brasileiro (Sasse & Sasse, 2009; Fonseca et al, 2009).

Quando a analise de custos se deu em relagdo aos diferentes hospitais
participantes do estudo, encontramos que os valores totais gastos por paciente
nao foram significativamente diferentes entre as instituicdes no periodo inicial de
tratamento. Contudo, quando analisado o seguimento prospectivo no periodo de
12 meses finais do estudo, valores menores foram encontrados no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, em relagcdo aos demais. Essa diferenga pode ser
secundaria a protocolos de seguimento distintos, ja que ndo é esperado maior
gravidade das pacientes entre os hospitais, ja que todos s&o de nivel terciario e
referéncias estaduais no tratamento do cancer de mama (INCAd, 2009).

Dessa forma, nosso trabalho permitiu estimar um valor de referéncia para
os trés principais inibidores da aromatase utilizados atualmente no tratamento
hormonioterapico do cancer de mama, gerando uma série de informagdes que
poderao ser utilizadas em avaliacbes de custo-efetividade, além de explorar um
conjunto de elementos que podem impactar no custo desse tratamento nas
instituicdes publicas de saude do Brasil, na perspectiva do Sistema Unico de
Saude. No entanto, novos estudos sido necessarios com vistas a esclarecer

algumas lacunas nesse tema, decorrentes das limitagdes ja apontadas.
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FIGURAS

Grafico 1. Analise de custo total mensal (em reais) de pacientes com cancer de mama tratadas com inibidores da aromatase
de terceira geracao no Sistema Unico de Saude*.
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Tabela 1. Custos mensais em reais (R$) por paciente entre os diferentes inibidores da aromatase.

Custos médios por paciente

™
)

Custos com procedimentos diagndsticos
Custos com procedimentos terapéuticos(2

Custos com internagdes hospitalares e
atendimentos ambulatoriais

Custos totais

Custos médios por paciente

Custos com procedimentos diagndsticos “
Custos com procedimentos terapéuticos(z)
Custos com internagdes hospitalares e
atendimentos ambulatoriais

Custos totais

A (IC 95%)
16,29 (12,82-20,71)
102,55 (77,04-136,51)

21,85 (16,65-28,67)
270,79 (234,83-312,26)

A (IQR)
190,99 (32,50-584,26)
NC

50,00 (30,00-190,00)
176,40 (36,25-539,74)

Inicial*

L (IC 95%) E (IC 95%) P
13,32 (7,44-23,82) 122,62 (63,69-236,08) <0,001
57,10 (29,51-110,48) 462,81 (220,17-972,82) 0,002
17,09 (8,98-32,52) 51,52 (24,96-106,32) 0,098
215,87 (152,76-305,06) 765,53 (518,48-1130,30) <0,001

Seguimento 12 meses**

L (IQR) E (IQR) P

278,24 (127,11-564,82) 151,53 (38,08-624,12) 0,315
NC NC

90,00 (50,00-315,00) 215,00 (115,00-571,80) 0,011
318,24 (80,00-713,95) 533,20 (162,92-923,52) 0,042

A= anastrozol; L=letrozol; E=exemestano; IC 95%= intervalo de confianga de 95%; IQR= intervalo interquartil;, NC= ndo computado

* média geométrica
** mediana
) exames complementares, biopsias, exames de imagem

@ Quimioterapia, radioterapia, cirurgias. Excluindo o valor da hormonioterapia com IA.

163



Tabela 2. Custos mensais em reais (R$) por paciente entre os diferentes hospitais.

Custos médios por paciente Inicial*
Hospital A (IC 95%) Hospital B (IC 95%) Hospital C (IC 95%) P
Custos com procedimentos diagndsticos “ 25,59 (14,57-44,92) 13,24 (9,31-18,82) 20,65 (13,83-30,83) 0,301
Custos com procedimentos terapéuticos(z) 116,31 (61,44-220,20) 69,01 (45,22-105,34) 111,36 (70,69-175,44) 0,227
Custos com internagdes hospitalares e
atendimentos ambulatoriais 23,52 (12,62-43,83) 19,80 (13,26-29,57) 22,93 (14,72-35,72) 0,734
Custos totais 322,8 (230,45-450,15) 229,03 (185,80-282,31) 295,39 (232,73-374,91) 0,207
Custos médios por paciente Seguimento 12 meses**
Hospital A (IQR) Hospital B (IQR) Hospital C (IQR) Jo)
Custos com procedimentos diagndsticos M 32,50 (16,25-270,80) 281,62 (172,28-600,29) 285,00 (95,69-886,62) <0,001
Custos com procedimentos terapéuticos(z) NC NC NC
Custos com internagdes hospitalares e
atendimentos ambulatoriais 40,00 (20,00-105,00) 90,00 (50,00-255,00) 155,00 (40,00-589,94)  <0,001
Custos totais 64,37 (26,25-250,11) 318,24 (190,99-724,38) 432,42 (174,14-1338,94) <0,001

IC 95%= intervalo de confianca de 95%; IQR= intervalo interquartil; NC= ndo computado.
* média geométrica

** mediana

" exames complementares, bidpsias, exames de imagem

@ Quimioterapia, radioterapia, cirurgias. Excluindo o valor da hormonioterapia com IA.
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8. Discussao

E incontestavel que o uso dos inibidores da aromatase no cancer de mama
esta consolidado na pratica médica, e que apesar dos seus efeitos adversos
serem muito impactantes, esse grupo de medicamentos vem cada vez mais tendo
suas indicagdes de uso ampliadas, em novos cenarios clinicos onde os beneficios
estao sendo comprovados.

Ainda que a superioridade clinica dos inibidores da aromatase esteja
embasada em evidéncias soélidas, muitas pacientes apresentam falha ao
tratamento ou mesmo desenvolvem resisténcia a ele. Ao mesmo tempo ndo se
pode negar que, em virtude do seu espectro e gravidade de efeitos adversos, um
percentual significativo das pacientes que iniciam o tratamento com inibidores da
aromatase ndo conseguem completa-lo. Além disso, o custo dessas medicagdes
é bastante superior a outra opcao disponivel, o tamoxifeno.

Nesse contexto, esse trabalho buscou contribuir em trés areas
consideradas fundamentais a respeito do uso dos inibidores da aromatase no
tratamento do cancer de mama no Brasil:

(1) pesquisa de fatores genéticos envolvidos na resposta clinica ao
tratamento (eficacia) observada com o uso dessas medicacoes;

(2) pesquisa de fatores genéticos envolvidos no surgimento dos principais
efeitos adversos observados apés o uso dessas medicacoes;

(3) andlise de custo do uso dessas medicagbes no cenario da saude

publica brasileira.

8.1 Farmacogenética da resposta clinica aos inibidores da aromatase

O uso de inibidores da aromatase vem a cada ano aumentando
mundialmente, de forma proporcional ao aumento da incidéncia do cancer de
mama (Hadfield & Newman, 2012). Além disso, ensaios clinicos mais detalhados
vem ampliando as indicagdes terapéuticas desse grupo de farmacos, permitindo
que um espectro maior de mulheres com cancer de mama se beneficiem dos
seus efeitos anti-neoplasicos. No entanto, o tratamento atual com inibidores da
aromatase possui uma série de desafios a serem superados, especialmente no

que tange a variabilidade das taxas de resposta terapéutica. A relagao clinica
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beneficio-risco desempenha um papel essencial na manutencao da adesao do
paciente, ainda ndo havendo biomarcadores especificos para indicagdo (ou n&o)
dessa medicacdo, além da tradicional imunohistoquimica tumoral para os
receptores hormonais de estrogénio e progestorona.

Até o momento, alguns polimorfismos CYP19A71 foram associados a
modificagdo da atividade enzimatica da aromatase, levando a modificagdes nos
niveis séricos hormonais, como as variantes rs6493497 e rs7176005 que
parecem estar associadas com o aumento das concentragdes de estradiol apds o
tratamento com anastrozol (Wang et al, 2010). Interessantemente, nosso trabalho
encontrou associagdo do rs7176005 com um menor indice de sobrevida livre de
doenca (OR=0,42, p=0,036), vindo ao encontro da hipotese de que esse
polimorfismo, ao ter efeito na atividade enzimatica da aromatase e influenciando
0s niveis hormonais no tecido tumoral, possa modificar a eficacia dos inibidores
da aromatase. Além desse desfecho que se mostrou estatisticamente
significativo, cabe referir que o mesmo polimorfismo, assim como o rs6493497,
estiveram associados em nosso estudo a um maior indice de recidiva em
mulheres homozigotas (OR=2,69, p=0,009 e OR=2,19, p=0,04, respectivamente)
em analise de regressdo logistica univariada, resultado que ndo se sustentou
apos a corregado por variaveis como uso de quimioterapia adjuvante, mas que
talvez em outros estudos com maior tamanho amostral maior e com
caracterizagao clinica mais bem delimitada possam ser confirmados.

Nosso trabalho também encontrou um risco maior de sobrevida livre de
doenga em mulheres homozigotas para o rs700519 (OR=4,95, p=0,041), achado
que vem ao encontro de trabalhos anteriormente publicados que indicam que
esse polimorfismo estd associado a uma menor atividade enzimatica da
aromatase (Ma et al, 2005), mas que at¢é o momento nado havia sido
correlacionada a desfecho clinico a respeito do uso de inibidores da aromatase
(Turkistani & Marsh, 2012).

Dessa forma, pela analise de mais de 200 pacientes brasileiras com cancer
de mama, tratadas com inibidores da aromatase em trés dos principais hospitais
publicos do estado do Rio Grande do Sul, analisamos 18 polimorfismos
(rs700518, rs4775936, rs60271534, rs4646, rs10459592, rs6493497, rs7176005,
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rs10046, rs2236722, rs28757184, rs700519, rs56658716, rs9322336, rs9340835,
rs11849538, rs2369049, rs2830 e rs605059) de um total de quatro genes
envolvidos nas rotas metabdlicas do mecanismo de acao dos inibidores da
aromatase (CYP19A1, HSD17B1, ESR1 e TCL1A) e encontramos evidéncias que
algumas dessas variantes genéticas estdo associadas a desfechos clinicos
nessas mulheres, de forma independente de outros fatores.

Embora este seja um interessante comeco nessa linha de pesquisa, fica
bastante evidente a grande necessidade de ampliagdo dos estudos com o
objetivo maior de validar esses resultados iniciais. Dessa forma, a ampliagao do
nosso tamanho amostral, bem como o detalhamento fino das caracteristicas
clinicas dessas pacientes, principalmente quando feita de forma prospectiva e
direcionada, poderdo determinar a utilidade do rastreio genético através de um
painel de polimorfismos antes da prescricdo um inibidor da aromatase especifico
no tratamento do cancer de mama. Evidentemente, a utilizacdo da
farmacogenética no tratamento com inibidores da aromatase ainda requer muita
pesquisa e tempo para que esses promissores resultados possam ser traduzidos

em praticas na rotina assistencial de milhares de pacientes.

8.2 Farmacogenética dos efeitos adversos dos inibidores da
aromatase

Um dos beneficios do uso dos inibidores da aromatase é a possibilidade de
extensdo do periodo de tempo em que as pacientes podem fazer uso da
medicagao para evitar a recorréncia do cancer de mama, diferentemente do
tamoxifeno que é eficaz por um periodo finito de tempo (Turkistani & Marsh,
2012). No entanto, uma das principais causas de redugdo da adesdo ao
tratamento com inibidores da aromatase (tanto a longo, quanto curto prazo) é a
ocorréncia de efeitos adversos, o que consequentemente também compromete a
eficacia dessas medicagcbes. Sabidamente, os estrogenos exercem um papel
fundamental no homeostase 6ssea, havendo uma significativa perda de massa
6ssea quando da cessacao da producao desses horménios na menopausa. Como
a deplecao desses niveis hormonais sao efeitos esperados do uso de inibidores

da aromatase, efeitos colaterais dessa ordem sdo esperados e bastante
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freqientes nessas mulheres. Além disso, outros efeitos colaterais correlatos a
esse, evidentemente com a mesma base fisiopatolégica, como fogachos
(sintomas vasomotores em geral), dores articulares e mialgias também sao
comuns em usuarias de inibidores da aromatase. Dessa forma, tal como acontece
com a maioria dos tratamentos anti-neoplasicos, tem havido uma énfase muito
grande na tentativa de encontrar marcadores farmacogenéticos que possam
prever eventos adversos nas pacientes antes de escolha do tratamento,
permitindo a selegédo inidividualizada do melhor farmaco para uma paciente
especifica, ou ainda uma dose diferenciada para a mesma, com intuito de
melhorar a probabilidade de ades&do a medicagéo.

Alguns trabalhos ja publicados mostraram a associagdo de efeitos
adversos com polimorfismos do gene CYP719A1. Em nossa pesquisa, através da
analise de diferentes variantes genéticas nesse gene, encontramos uma
associacao estatisticamente significativa entre o rs7176005 e a ocorréncia de
sintomas vasomotores (em especial, fogachos) em mulheres com cancer mama
tratadas com IA (p=0,038), corroborando os achados publicados por Fontein et al
(2014), que também encontraram associagdo entre esse SNP e o mesmo
desfecho. Além disso, nosso trabalho identificou que mulheres homozigotas G/G
para o rs10046 apresentam uma menor ocorréncia de sintomas de disfuncao
articular (p=0,022), algo que ja havia sido indicado pelo trabalho de Mao et al
(2011), ainda que ndo de forma estatisticamente significativa e que viemos a
confirmar. Além disso, 0 nosso grupo foi o primeiro a encontrar associagao entre o
rs2830 e maior ocorréncia de osteoporose em mulheres com CM tratadas com IA.
O rs2830 esta no gene HSD17B1, responsavel pela codificagdo da enzima
hidroxiesteroide-17-beta-desidrogenase que realiza a conversagdo de
androstenediona a testosterona, assim como de estrona em estradiol, em todos
os tecidos (Desta et al, 2009), mostrando que polimorfismos que interfiram na sua
atividade catalitca, possam estar associados a variagdes dos niveis hormonais e

assim relacionados a ocorréncia de efeitos adversos decorrentes destes.
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8.3 Farmacoeconomia dos inibidores da aromatase

A crescente introdugdo de novas tecnologias tem sido acompanhada por
um aumento constante nos gastos no setor saude, em nivel mundial, fazendo com
que as andlises econdmicas se tornem cada vez mais fundamentais para a
alocacéao racional e eficiente dos recursos. Isso vem a ser ratificado por meio da
Politica Nacional de Gestao de Tecnologia em Saude e da Lei n°® 12.401 que
reforcaram ainda mais que as tomadas de decisao relativas as tecnologias em
saude devem basear-se em evidéncias cientificas sobre eficacia, acuracia,
seguranga, assim como na avaliagcdo econbémica comparativa dos beneficios e
custos em relagao as ja incorporadas (Vianna & Caetano, 2005).

Nosso trabalho veio a acrescentar informacdes de custos reais,
mensuradas em trés hospitais terciarios da rede publica de saude e referéncia no
atendimento de mulheres com cancer de mama em nosso estado. Essas
informacdes coletadas diretamente dos registros médicos forneceram pela
primeira vez dados relativos a quantidade de atendimentos médicos, numero e
tipo de exames realizados, bem como medidas terapéuticas associadas (como
cirurgias, quimioterapia e radioterapia) realizadas em pacientes sob tratamento
com inibidores da aromatase, informando sobre os custos além dos inerentes ao
proprio medicamento, dentro da perspectiva do SUS, utilizando os valores
ressarcidos aos hospitais com base no SIGTAP (Sistema de Gerenciamento da
Tabela de Procedimentos, Medicamentos e OPM do SUS).

Dessa forma, encontramos uma diferenga significativa entre os trés
inibidores da aromatase (p=0,014), com o custo final mensal para tratamento do
cancer de mama com uso de anastrozol de R$188,03 (IQR=87,94-313,63),
significativamente inferior ao custo de tratamento com letrozol (mediana
R$244,44; IQR=151,42-432,95) (p=0,026). Com relagdo ao exemestano, essa
diferenga nao encontrou significancia estatistica, muito provavelmente devido ao
reduzido numero de pacientes em uso dessa medicacdo em nossa amostra
(menos de 10% dos casos). Ainda que seja um primeiro estudo, e com limitagdes
inerentes a esse tipo de trabalho, nossos achados parecem indicar que pacientes
tratadas com anastrozol parecem ter um custo inferior de tratamento (incluindo

despesas com procedimentos terapéuticos, diagndsticos, internagdes hospitalares
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e consultas ambulatoriais), independente do hospital onde se mantinham em
acompanhamento.

Os resultados, além de fornecerem base real para futuros estudos de
custo-efetividade no cenario da saude publica brasileira, indicam que
independente dos custos da propria medicagdo, pode haver diferencas
monetarias significativas quando contabilizados os demais custos relativos ao
tratamento desses pacientes. A importancia da realizagcao deste trabalho foi a
possibilidade de se analisar o impacto financeiro dos diferentes inibidores da
aromatase em mulheres brasileiras, na perspectiva do Sistema Unico de Saude.
As informagdes sao relevantes para os tomadores de decisdo, possibilitando
intervengdes com mais efetividade na alocagao dos sempre escassos recursos
disponiveis para saude, inclusive com possibilidades de estudo dos limiares desta
intervengdo, nas faixas etaria de interesse ou contextos clinicos diferentes dos

aqui estudados.
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9. Perspectivas

O trabalho desenvolvido e apresentado aqui mostrou a relevancia da
farmacogenética na implementacdo de novas tecnologias para a personalizagao
do tratamento do cancer de mama, em particular no que se refere ao uso de
inibidores da aromatase na populacao brasileira.

A ampliagcédo desta inicipiente linha de pesquisa no mundo, e em especial
no Brasil, permitira que novos biomarcadores sejam incorporados ha
individualizagdo da hormonioterapia com inibidores da aromatase hoje disponivel
de uma forma muito mais contumaz. Para tanto, € necessario o0 prosseguimento
desse estudo tanto com a ampliagdo do numero de pacientes, bem como com o
desenvolvimento de novas pesquisas com delineamento prospectivo, onde
desfechos clinicos bem delimitados possam ser correlacionados com as variantes
genéticas aqui descritas, além da inclusdo de novos genes potencialmente
relacionados a eficacia dos inibidores da aromatase ou aos efeitos adversos
destes. Adicionalmente, a partir dos dados obtidos, espera-se também ser
possivel o delineamento de estratégias mais efetivas para o tratamento dessas
pacientes, através do desenvolvimento de algoritmos clinicos que orientem a
melhor indicagdo do uso dos inibidores da aromatase, bem como as medidas
preventivas que tenham que ser, porventura, tomadas para determinado grupo de
pacientes.

Uma oportunidade de investigacdo que surge em decorréncia do trabalho
aqui apresentado € a investigacdo dos polimorfismos aqui estudados como fator
de risco para ocorréncia de cancer de mama em mulheres brasileiras. Sabe-se
que a aromatase, importante enzima na sintese de estrégenos, pode estar
envolvida na etiologia do cancer de mama, com algumas pesquisas internacionais
indicando que variantes no gene que a codifica (CYP19A1) possam ser fatores de
presdisposi¢cao para essa doenca, algo ainda nao estudado de forma ampla em
nossa populagao.

Com relacdo aos aspectos econdmicos abordados nessa tese, eles
indicam a necessidade maiores estudos na area, onde por meio dos dados
concretos aqui coletados possa se realizar estudos de custo-efetividade sélidos

que embasem de forma adequada a alocacao dos parcos recursos disponiveis na
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salde publica de nosso pais. E interessante salientar que com a identificagéo de
variantes genéticas preditoras de desfechos clinicos e efeitos adversos, a
implementacdo desses resultados de pesquisa na pratica clinica tenha de ser
avaliada. Abre-se, entdo, a perspectiva de se realizar a avaliagdao econémica da
testagem das variantes genéticas estudadas sobre os custos no SUS com
inibidores da aromatase, e assim, futuramente, desenvolver um modelo
markoviano de analise das variantes genéticas sobre o impacto econémico nos
sistemas de saude de quimioterapicos de alto custo, usando como exemplo os
inibidores da aromatase.

Desse modo, o término dessa tese de Doutorado abre perspectivas
relevantes e importantes para o prosseguimento dessa linha de pesquisa nas
duas diferentes areas abordadas, seja no que tange aos aspectos
farmacogenéticos como farmacoeconémicos do uso dos inibidores da aromatase

no tratamento do cancer de mama.
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11.1 Anexo 1

Ficha clinica do projeto

Paciente # -

Ficha Clinica

{eadiao hospital)

{niimero)

“Estudo farmacogenético e farmacoecondmico em pacientes brasileiras
portadoras de cancer de mama tratadas com inibidores da aromatase”

IDENTIFICACAO

Nome complefo: No. Pronfudrio:

Endereco: Telefone:

Municipio: Estado: CEP;

Qutros contatos (cel/email):

Data de nascimento: ~ /  / ldade:

Profissdio: Q Afivo Q Inafiva - inicio: Quanto (meses)?

Etnia (auto-declaragdo): O Branca A Negra O Amarelo Q Parda A Indigena O Qutra
Naturalidade: Anos de esfudo : Ocupacgdo:

Estado civil: 1. Solteiro(a) 2. Casado(a) 3. Viovo(a) 4. Separado(a) 5. Qutro:

Local de crigem: (1) HCPA (2) HNSC (3) HF (4) HMV/NMPOA (5) Outro Hospital:

DIAGNOSTICO

Datfa do diagnéstico: _ /_ /_ |dade ao diagndéstico: anos

Menopausa pré-tratamento: (a) NAO (b) SIM. Idade: anos (c) NAO SABE

Dados Patologia: Tipo histolégico: Grau histolégicor:

+ [HQ: ER PR HER2 p53 Kié7 Critérios de:

LN comprometidos: ( ) Sim ( ) N&Go N°LN: Estadiamento: T N M
Metdstase: [ ) Sim. Local: ( ) Nado

TRATAMENTO

( ) Cirurgia

Tratamento primario:
( )QTneoad [ ) QTad( ) RTadjuvante [ ) HT adj: (1) TAM (2) 1A (3) TAMIA
= Dose TAM:

- Mativo da inferrupcdo de TAM:

( ) Desconhecido OBS.:

& QUIMIOTERAPIA —( | sim [ | ndo
Esquema Dose Indicagdo Inicio (data) Término (data)

& INIBIDOR DE AROMATASE — ( ) sim ( ) hdo
1A Dose Indicagdo Inicio (data) Término (data)

€ OUTROS MEDICAMENTOS:

AINE Dose Indicacdo Inicio Término (data)
(data)

Bifosfonados Dose Indicacdo Inicio Término (data)
(data)

OUTROS Dose Indicacdo Inicio Término (data)
(data)
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Anexo 1: continuacao

EFEITOS ADVERSOS - LLA.:

EA

Antes |IA || Depois |IA | Melhora/Piora

FREQUENCIA

NENHUM

Fogachos/calorbes

Dores arficulares

Dores musculares

Dor dssea

Diminvi¢go da fungdo articular

Reacdo alérgica/lesdes de pele

Osteoporose/fraturas

Depressdo/sintomas depressivos

Insénia

Cefaléias

Fraqueza/astenia

Nauseds & vémifos

Outros (quais):

HISTORIA MEDICA PREGRESSA:
1. Doencal:

Data diagnéstico: /

Tratamento:

2. Doenca 2:

Tratamento:

Data diagndstico: /

3. Doenca 3:

Data diagndstico: /

Tratamento:

SEGUIMENTO

INTERNACOES] INiCIO

TERMINO

ENFERMARIA / UTI - MOTIVO

1

2

3

EXAMES COMPLEMENTARES

QUANTIDADE MOTIVOS

Hemograma e plaquetas

Provas de funcéo hepdtica

Rx torax

RX ouUtros

Densitometria ossea

RNMITC abdome

Biopsias

Novas IHQ

Qutros

CONSULTAS MEDICAS

DATA Obs.

1. Especialidade:

2. Especialidade:

3. Especialidade:

4. Especialidade:

DESFECHOS

( ) Remissdo apds anos

( ) Recidiva local e/ou sistémica apds
( ) Sobrevida livre de doenga apds

( ) Obito relacionado a doenca

( ) Obito nde relacionado a doenca
() Outro:

anos
anos

Data coleta de material biolégico:
Tipo de material: ( ) sangue
Local da Coleta:
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11.2 Anexo 2
Carta de aprovagéao do projeto - GPPG/HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comisséo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), gue & reconhecido pela Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)YUSDHHS, como Institutional :Review Board (IRBO0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 110164 Versao do Projeto:  13/04/2011 Versdo do TCLE: {13/04/2011

Pesquisadores:
OSVALDO ALFONSO PINTO ARTIGALAS

IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ

Titulo:  Estudo farmacogenético e farmacoecondmico em pacientes brasileiras portadoras de
cancer de mama tratadas com inibidores da aromatase

Este projeto fol APROVADO em seus aspectos éticos e metodoidgicos, bem como o respectivo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais e internacionais de
pesquisa clinica, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Zonselho Naciona!l de Satde.

- Os membros da Comiss&o Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa n o participaram do processo de
avaliac&o dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e gualguer alteragéo do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverio ser comunicados
imediatamente ac CEP/HCPA.

- O pesquisader devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério finai ac CER/HCPA.
- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo de
aprovag&o do CEP/HCPA.

Ay 4 Porto Alegre, 13 de abril de 2011.
’// P -

Prof* Nagine Clausell
Coordenaddra C}PPG e CEP/HCPA
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11.3 Anexo 3
Termo de consentimento livre e esclarecido aprovado - GPPG/HCPA

Apéndice A

Estudo farmacogenético e farmacoeconémico em pacientes brasileiras
portadoras de cancer de mama tratadas com inibidores da aromatase.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servigo de Genética Médica
do HCPA. Rua Ramiro Barcellos, 2350 —~ 90035-003 — Porto Alegre-RS Tel.: 3359-8011.

Justificativa e objetivo da pesquisa

O cancer de mama € o tipo mais comum de céncer entre o0 sexo feminino, exigindo
varias modalidades de tratamento: cirurgia, quimioterapia, hormonicterapia e radioterapia,
dependendo do seu tipo e classificagso. Nos cénceres de mama em que os receptores de
horménios s&c positivos (estrogénio e/ou progesterona) pode-se utilizar uma classe de
farmacos chamada de inibidores da aromatase, os quais agem binqueando uma enzima
(arcmatase) responsavel pela transformagio de certos horménics (androstenediona e
testosterona) em estradiol e estrona, esse dois Ultimos horménios potencializadores do
desenvalvimenlo e progressdo do clncer de mama. Além disso sabe-se que uma grande
quantidade de efeitos colaterais que imp&em dificuldades na vida do pacientes e impossibilitam
a continuidade do tratamento podem ocorrer durante o tratamento, bem como casos de
pacientes que respondem de forma mais ou menos favoravel a esta medicagao.

Nosso objetivc nesse trabalho é analisar algumas variantes de genes que estio
envolvidas no metabolismo desses medicamentos e avaliar a exist®ncia de uma possivel
associagdo entre as variantes genéticas e a resposta ao tratamento do cancer de mama com
inibidores da aromatase.

Procedimentos que serdo realizados

Sera coletada amostra de saliva. A amostra serd estudada para a andlise genética
conforme mencionado acima. As amostras serfo armazenadas e analisadas no Departamento
de Genélica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, campus do Vale, e no Laboratério
de Medicina Genémica do Centro de Pesquisas do HCPA sob a responsabilidade da Profa. Dra
lda Schwartz e Profa. Dra Patricia Ashton-Prolla. )

Informagées clinicas sobre sua histéria médica ser&o coletadas diretamente com voce
ou seu médico assistente, ou através de revisdo do seu prontuario hosgitalar.

As amostras de material genético serdo utilizadas somente para este estudo.
Entretanto, pretendemos guardar as amostras ap6s o término do estudo. Se for de interesse da
equipe de pesquisa realizar novas investigagbes utilizando estas amostras guardadas, isto
somente sera realizado apds novo contato g assinatura de novo terme de consentimento.

Riscos, desconfortos potenciais e instrugdes de coleta

Ndo e esperado nenhum desconforto maior durante a coleta. Entretanto, nfo é
permitido comer, beber, mastigar pastilhas ou fumar por 30 minutos antes da coleta. A maioria
das pessoas demora de 2-5 minutos para produzir a quantidade necessaria saliva. Alguns
individuos podem ter dificuldades na produc@o de saliva, e nesse caso, devem colocar na boca
% de colher de sobremesa de aglcar na boca antes da coleta. A coleta de saliva ndo deve
exceder o periodo de 30 minutos.

Beneficios Esperados

Este estudo poderd no futuro beneficiar o pacientes através do aconselhamento do
tratamento que mais se adequar ao perfil genético do paciente. Sezbemos, entretanto, que
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Anexo 3: continuacao

outros fatores além dos genéticos influenciam na resposta ao tratamento do cancer de mama e
efeitos colaterais.

Procedimentos Alternativos

Eu entendo que tive o direito de recusar a participar dessa pesquisa e que minha
recusa ndo afetara de nenhuma maneira meus cuidados médicos em relagio ao cancer de
mama.

Pelo presente Consentimento, declaro que fui esclarecido, de forma detalhada, livre de
gualquer forma de constrangimento e coerglo, dos objetivos,| da justificativa, dos
procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e Leneficios da presente
pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos quais poderia ser submetido, todos
acima listados.

Fui igualmente informado:

» Da garantia de receber esclarecimento a qualquer duvida acerca dos procedimentos,

riscos, beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa;

* Da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar do
estudo, sem que isso traga prejuizo a continuagéio do meu cuidado e tratamento;

= Da seguranga de que ndo serei identificado e que se manterd o carater confidencial das
informagdes relacionadas com minha privacidade (sigilo absoluto dos dados);

s De que vocé ou seu familiar podem néo ter algum beneficio direto com esta pesquisa. Porém, com
os dados gerados, pretende-se elaborar mecanismos para que melhoria do tratamento dos pacientes
tenham cancer de mama e estejam sendo tratados com inibidores da aromatase.

« De que nao havera qualquer forma de ressarcimento pela participag&o no estudo e que o paciente
ndo tera custo algum envolvido com a pesquisa.

Os pesquisadores responsaveis por esse projeto de pesquisa s&o Profa. Dra. Ida Schwartz
(Fone: 51 33598011) e Osvaldo Artigalds (Fone: 51 96129215), tenco sido este documento
revisado e aprovadc pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospitzl de Clinicas de Porto
Alegre, cujo o telefone de contato é (51) 33597615.

Data i/

Concordo em participar desta pesquisa e declaro que fui informado de forma clara e
detainada sobre esta pesquisa & que tive todas as minhas duvidas esclarecidas pelo
profissicnal: . Recebi uma cépia deste documento
para meus arqguivos pessoais.

{ ) Concordo com o armazenamento das minhas amostras para futuras analises
() NAO concordo com o armazenamento das minhas amostras para futuras analises

« Paclente:

- Nome

- Assinatura:

+ Pesquisador responsével:

- Nome:

- Assinatura:

Comita da Etica em Pesquisa
GPPG/MHCPA
VERSAC APROVADA

4

Ay
| B

205



11.4 Anexo 4
Carta de aprovacao ao projeto - CEP/GHC

Hn.wm\t N5 DA CDNCEDGAO SA.  HOSPITAL DA CRIANGCA CONCEIGAG  HOSPITAL CRUSTO REDENTOR SA.  HOSPITAL FEMINA S A
L ade Hadannz de l-{.sr i Muged - , 20
Megyri - RS e g Uusdeghy B A

Vinculados ao Ministério da Sadde . Docrote n” 99.244/50

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de Etlca em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), que é reconhecido pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em 09 de janeiro de 2013, reavaliou o seguinte projeto de pesquisa:

Projeto: 12-167 Versdo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

PATRICIA ASHTON PROLLA

OSVALDO ALFONSO PINTO ARTIGALAS
IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ

Titulo:  Estudo farmacogenético e farmacoeconémico em pacientes brasileiras portadoras de
cancer de mama tratadas com inibidores da aromatase.

Documentagdo: Aprovada
Aspectos Metodo!ogicos Adequados
Aspectos Eticos: Adequados

Parecer final: Este projeto de pesquisa, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e
Nacionais especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude, obteve o
parecer de APROVADO neste CEP.

Consideragbes Finais:

- Toda e qualquer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao CEP/GHC.

- Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta data.

- Entregue copia deste documento ao Setor/Servigo onde sera realizada a pesquisa.

- Solicitagdo de declaragbes, adendos ac projeto e inclusdo/troca de pesquisadores serdo analisadas perante a
entrega do relatdrio parcial ou final do estudo.

Coordenador-geral do EP;GHC
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11.5 Anexo 5

Termo de consentimento livre e esclarecido aprovado - CEP/GHC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO i
Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa de cunho académico da
Universisdade Federal do Rio Grande do Sul, intitulada:*ESTUDO
FARMACOGENETICO E FARMACOECONOMICO EM PACIENTES BRASILEIRAS
PORTADORAS DE CANCER DE MAMA TRATADAS COM INIBIDORES DA
AROMATASE", que tem como objetivo principal avaliar a existéncia de variantes
genéticas que possam estar associadas a resposta ao tratamento do cancer de mama

com inibidores da aromatase, e fazer anélise farmacoeconémica da sua aplicagéo na

pratica assistencial médica, avaliando o impacto econdmico do incremento dessa nova
tecnologia.

O tema escolhido se justifica pela relevancia que o cancer de mama tem na
saude publica brasileira, tornando-se importante avaliar os fatores que possivelmente
influenciem a resposta ao seu tratamento, com vistas a auxiliar na escolha da
estratégia terapéutica mais adequada e eficaz, bem como aumentar a sua efetividade
e custo-efetividade

O ftrabalho estad sendo realizado pelo Dr Osvaldo Alfonso Pinto Artigalas,
medico geneticista, sob supervisao e orientagéo da prof® Dra. Schwartz.

Para alcangar os objetivos do estudo sera coletada amostra de saliva. A
amostra serd estudada para a andlise genética dos genes que respondem ao
tratamento com inibidores da aromatase. As amostras serdo armazenadas e
analisadas no Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, campus do Vale, e no Laboratério de Medicina Genémica do Centro de Pesquisas
do HCPA sob a responsabilidade da Profa. Dra Ida Schwartz. Informagbes clinicas
sobre sua histéria médica serdo coletadas diretamente com vocé ou seu médico
assistente, ou através de revisdo do seu prontuario hospitalar.

As amostras de material genético serdo utilizadas somente para este estudo.
Entretanto, pretendemos guardar as amostras apos o término do estudo. Se for de
interesse da equipe de pesquisa realizar novas investigagbes utilizando estas
amostras guardadas, isto somente sera realizado apés novo contato e assinatura de
novo termo de consentimento. Os dados de identificagdo serdo confidenciais e os
nomes reservados, e estes serdo armazenados durante 5 (cinco) anos e apds
totalmente destruidos (conforme preconiza a Resolugdo 196/96).

EU , recebi as informagdes sobre os
objetivos e a importancia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar do
estudo.

Declaro que também fui informado:

+ Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos
assuntos relacionados a esta pesquisa.

+ De que minha participagdo & voluntaria e terei a liberdade de retirar o meu
consentimento, a qualguer momento e deixar de participar do estudo, sem que isto
traga prejuizo para a minha vida pessoal e nem para o atendimento prestado a mim.

+ Da garantia que nao serei identificado quando da divulgagae dos resultados e que as
informagbes serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de
pesquisa.

+ Sobre o projeto de pesquisa e a forma como serd conduzido e que em caso de
duvida ou novas perguntas poderei entrar em contato com a pesquisador: Osvaldo
Artigalds, telefone 96129215, email: artigalas@gmail.com e enderego: Ramiro
Barcelos, 2350 Servigo de Genética Médica — Porto Alegre.

» Também que, se houverem duvidas quanto a questdes éticas, poderei entrar em
contato com Daniel Demétrio Faustino da Silva, Coordenador-geral do Comité de Etica
em Pesquisa do GHC pelo telefone 3357-2407, enderego Av. Francisco Trein 596, 3°
andar, Bloco H, sala 11, das 09h as 12h e das 14h:30min as 17h .

Versdo Aprovadaem

Coordenador-geral do CEP-GHC
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Anexo 5: continuacéo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e
GHC

Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ficando
outra via com o pesquisador.

Porto Alegre, ___, de de 20__.

s Paciente:

Nome:

Assinatura;

* Pesquisador responsavel:

Nome:

Assinatura:

Em caso do participante com incapacidade de leitura:

Este formulario foi lido para em
/ / por Osvaldo Artigalas enquanto eu estava presente.

Assinatura da Testemunha

Versdo Aprovada em

da Silva
enador-geral do CEP-GHC
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