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RESUMO

Referéncia: CHIABAI, Marcela Aparecida. Polimorfismos Farmacogenéticos Relacionados a
Drogas Utilizadas no Tratamento da Leucemia Linfoide Aguda na Populacdo Brasileira 75
paginas. Mestrado em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia — Universidade Catdlica de
Brasilia, Brasilia, 2010.

A variabilidade de resposta aos medicamentos ocorre tanto dentro de populagdes como
entre populacdes. A andlise de polimorfismos genéticos que possam explicar tal variacdo é
estudada no contexto da farmacogenética. Neste trabalho, a proposi¢do foi investigar em uma
amostra da populagdo brasileira a frequéncia de polimorfismos farmacogenéticos envolvidos
na resposta a drogas utilizadas no tratamento da leucemia linfoide aguda (LLA), que é o tipo
de céncer infantil mais comum. A amostra utilizada neste estudo foi composta por 200
individuos representando as cinco regides geopoliticas do Brasil, com ancestralidade
biogeografica estimada com 28 AlMs. Foram genotipados 20 SNPs relacionados a drogas
utilizadas no tratamento da LLA, principalmente o metotrexato. As amostras foram divididas
em cinco grupos de acordo com as regides geopoliticas brasileiras, e ndo foi encontrado valor
de Fst significativo entre elas, indicando que do ponto de vista dos locos farmacogenéticos
estudados nossa amostra representa uma populacdo homogénea. Considerando a amostra total
da populagéo brasileira foi realizada a comparagdo com populagcbes obtidas do projeto
HapMap. A comparacdo entre as populacbes apontou que do ponto de vista dos locos
farmacogenéticos estudados nossa populagdo esta mais proxima da europeia. A AMOVA loco
a loco mostrou locos com Fst significativo entre populacdes pertencentes a uma mesma regido
geografica, indicando que apesar de mais proximas elas se diferenciam em alguns locos e ndo
podem ser agrupadas como uma sO nem os dados sobre os locos extrapolados de uma para a
outra. N&o foi encontrada associagdo alta entre os polimorfismos e a ancestralidade nas
amostras da populacdo brasileira. Os resultados encontrados neste trabalho apontam para a
necessidade de genotipar SNPs farmacogenéticos e ndo basear-se em atalhos para diferencas
na resposta a drogas, como cor de pele e mesmo a ancestralidade genbmica que sdo preditores

pobres do genétipo que um individuo apresenta para 0s locos farmacogenéticos de interesse.



Em cinco dos treze genes estudados, mais de um SNP foi genotipado, permitindo a analise de
desequilibrio de ligacdo e a andlise de tagSNP em cada um destes cinco genes. Para a
populacdo brasileira foi possivel avaliar o DL nos cinco genes, dos quais dois apresentaram
DL, mas ndo suficiente para que somente um SNP pudesse ser genotipado dentro do conceito
de tagSNP. Para a populacdo europeia trés genes puderam ser avaliados e os trés se
apresentaram em DL. Nas populacbes Africanas foi possivel avaliar o DL em trés genes e
nenhum deles apresentou DL. Estes resultados estdo de acordo com o que sabemos sobre DL
e a historia das populagbes humanas recentes. Para a populacdo africana, com historia de
recombinacdo mais antiga o0 DL € de maneira geral menor que 0 que encontrado para
populagdes europeias. Ja a populacdo brasileira apresenta valores intermedidrios de DL. Os
pacientes com LLA apresentaram maior ancestralidade amerindia e africana do que a amostra
da populagdo brasileira, sendo essa diferenca significante. Porém quando analisados nove
polimorfismos farmacogenéticos nesses pacientes ndo foi encontrada diferenciacdo com a
populacdo brasileira. Os locos ndo tem correlagdo com a ancestralidade nos pacientes assim

como na populacdo brasileira.

Palavras-chave: SNP, populacéo brasileira, polimorfismos farmacogenéticos, HapMap



ABSTRACT

Human populations around the world show meaningful variability in the way they
respond to pharmaceuticals. The variability in drug response is investigated in the discipline
of pharmacogenetics. Here is presented Brazilian population data regarding 20
pharmacogenetic polymorphisms mapping to 13 genes involved in the response to drug
treatment in acute lymphoblastic leukemia (ALL). Acute lymphoblastic leukemia is the most
common type of childhood cancer, accounting for 25% of all cancers appearing in children.
Currently the cure rate exceeds 80%. This study aimed to establish a single-base genotyping
system and evaluate the polymorphisms and population data prior to initiating
pharmacogenetic investigation in ALL patients. The sample comprised two hundred
Brazilians from five geopolitical regions that had previously been investigated with regard to
genomic ancestry. The ancestry of these samples was previously characterized using 28
ancestry-informative  SNPs. With this information it was possible to look for correlations
between the pharmacogenetic SNPs and the biogeographical ancestries of the subjects. The
data from 20 SNPs genotyped in the Brazilian sample were compared to data from 11 other
populations retrieved from the HapMap database. One out of the 20 SNPs presented as
monomorphic and all others were in Hardy-Weinberg equilibrium. AMOVA analysis showed
that samples from the five geopolitical regions can be treated as one homogenous population
based on the pharmacogenetic SNPs genotyped. AMOVA analysis comparing the Brazilian
population with all other populations retrieved from HapMap pointed to a genetic proximity
with the European population. In the Brazilian population samples a high correlation between
the pharmacogenetic polymorphisms and ancestry was not found. The poor correlation
between ancestry and pharmacogenetic SNP genotypes points to the impossibility of using
ancestry as a proxy for predicting drug response. In this way, any study aiming to correlate
genetic factors and drug response in the Brazilian population should be based on SNP
genotypes. More than one SNP was genotyped for five out of the thirteen genes studied. In
these cases linkage disequilibrium (LD) and tagSNP analyses were carried out. In the
Brazilian population LD was analyzed in the five genes, and two presented LD, but not
sufficiently for only one SNP to be genotyped as a tagSNP. For the European population,
three genes were analyzed and all of them showed SNPs in LD. In one pair out of the three

the concept of tagSNP can be applied. In the African HapMap samples, three genes were



analyzed for LD, but no population showed LD for any of the three genes. These results agree
with what we know about LD and the history of recent human populations. In the African
population, with the longest history of recombination, LD is generally less common than in
European populations. The Brazilian population shows intermediate values of linkage
disequilibrium. The children with LLA had higher Amerindian and African ancestry
compared with the Brazilian population, and this difference is significant. For nine
pharmacogenetic polymorphisms differences between the children with LLA and the general
Brazilian Population were not found. There is no correlation between these loci and ancestry
in the Brazilian population, and the polymorphic status cannot be inferred by ancestry.

Keywords: SNPs, Brazilian population, pharmacogenetics polymorphisms, HapMap
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1. INTRODUCAO
1.1. LEUCEMIAS

A leucemia é uma neoplasia proveniente da expansdo clonal dos blastos que dardo
origgm as células sanguineas na medula Ossea. As ceélulas-tronco hematopoiéticas
diferenciam-se primeiramente em dois tipos celulares, a linhagem linfoide e a linhagem
mieloide (Scoch e cols. 2001). Na leucemia, o0s progenitores mieloides ou linfoides séo
incapazes de se diferenciar em celulas maduras, se acumulando na medula e impedindo a
formacdo das células sanguineas normais. As leucemias representam 2,04% dos casos de
neoplasia no Brasil (INCA, 2008), sendo separadas em formas crbnica e aguda.

Na forma crbnica ocorre a proliferacdio e acumulo lento e gradativo dos clones
neoplasicos na medula dssea e no sangue, que se apresentam em uma fase tardia da
maturacdo. Ja na forma aguda ocorrem varios eventos malignos nos blastos na fase inicial da
maturacdo. Esses blastos sdo incapazes de se diferenciar devido a um bloqueio na maturacdo,
havendo uma proliferacdo descontrolada (Harris e cols. 1999). A leucemia aguda é o tipo de
cancer infantil mais comum e uma das principais causas de morte por doencas hematologicas
em adultos. A leucemia linfoide aguda (LLA) ocorre mais em criancas € a leucemia mieloide
aguda (LMA) e mais frequente em adultos (Mullighan 2009).

1.2. LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

A leucemia linfoide aguda (LLA) ocorre a partir da expansdo dos linfoblastos, em
80% dos casos a origem é a linhagem dos linfocitos B e em 20% a linhagem dos linfocitos T.
A LLA ¢ o tipo de cancer infantil mais comum, correspondendo a 75% dos casos de leucemia
aguda e aproximadamente a 25% de canceres infantis em geral. O pico de incidéncia ocorre
entre 2 e 5 anos, com maior incidéncia em meninos e em criancas brancas (Cheok e cols.
2006; Onciu 2009; Pui e cols. 2004). A LLA apresenta uma maior incidéncia em portadores
de outras afeccdes, como distirbios genéticos (sindrome de Down) ou com sindromes de
imunodeficiéncia, correspondendo a apenas 5% dos casos, sendo que na grande maioria dos
casos ndo ha uma explicacdo causal possivel (Pui e cols. 2004). Atualmente sabe-se que por
trds da maioria das neoplasias estd a expressdo de um ou mais oncogenes, que S0
responsaveis por alteracdes no controle do ciclo celular e apoptose levando a multiplicacéo

desordenada das células (Drakaki e lliopoulos 2009).
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1.3. TRATAMENTO DA LLA

Ao longo das Ultimas décadas o prognostico para LLA vem experimentado grande
melhora em funcdo da descoberta de agentes quimioterapicos, da divisdo em grupos de risco e
desenvolvimento de esquemas terapéuticos adequados para cada grupo e também de sensivel
melhora nos cuidados com o paciente. A taxa de sobrevida de criancas com LLA aumentou de
10% em 1960 para 75 a 80% nos dias atuais (Cheok e Evans 2006; Henze 2008; Onciu 2009;
Pui e Evans 2006; Pui e cols. 2004).

Atualmente todos os pacientes com LLA sdo estratificados em grupos de baixo ou alto
risco de recidiva. Esta estratificacdo pode variar de acordo com o protocolo adotado, sendo
alguns dos critérios a linhagem da LLA (células B ou T), idade ao diagnostico, contagem
inicial dos leucdcitos, imunofenotipo, citogenética, resposta precoce a inducdo, e presenca de
linfoblastos no SNC (Jeha e Pui 2009; Onciu 2009).

O tratamento consiste em quimioterapia antineoplasica e se divide em trés fases. A
primeira fase € a inducdo, buscando o retorno a hematopoiese normal. Para esta etapa,
atualmente estd bem estabelecido que a utilizagdo de um esquema quimioterapico indutério
contendo corticosteroide, vincristina, L-asparaginase, durante quatro semanas é capaz de levar
mais de 95% dos pacientes a remissdo (Pui e Evans 2006).

A segunda fase é a consolidacdo e busca manter a remissdo e evitar infitracbes no
SNC. Esta fase tem duracdo de 2 a 8 meses, sendo administrado metotrexato em altas doses
por puncdo lombar. A terceira fase € a terapia de manuten¢do, com duracdo de pelo menos 2
anos para o devido controle da doenca. Nesta fase, a utilizacdo de metotrexato em baixas
doses combinado com mercaptopurina constitui a base da maioria dos esquemas de
manutencdo (Jeha e Pui 2009; Pui e Evans 2006). O transplante com células hematopoiéticas
pode ser feito em pacientes que ndo respondem bem ao tratamento quimioterapico,
consistindo em um transplante de células extraidas da medula 6ssea, do sangue periférico ou
do corddo umbilical de um doador compativel (Jeha e Pui 2009).

O metotrexato (MTX) é um dos principais medicamentos utilizados durante o
tratamento da LLA, sendo utilizado durante a segunda e terceira fase do tratamento. O
antifolato  MTX  consiste em um metabdlito  antineoplasico com  propriedades
imunossupressoras, sendo utilizado no tratamento da LLA e outras doencas como a artrite
reumatoide (Kremer 2004; Tian e Cronstein 2007). Alguns mecanismos de acdo do MTX tém
sido propostos, como a inibicdo da sintese de purina e pirimidina, supressdo de reacbes de

transmetilacio com acumulacdo de poliaminas, reducdo da proliferacdo do antigeno
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dependente da célula-T, e promo¢do da liberacdo de adenosina com supressdo da adenosina
mediadora da inflamacdo (Tian e Cronstein 2007) Ele é uma das drogas mais estudadas, com
varios polimorfismos em genes relacionados ao seu metabolismo que podem ser relevantes na
resposta a droga (de Jonge e cols. 2009; Kremer 2006).

Apesar de a taxa de sobrevida ter aumentado nos Ultimos anos para 80%, 20% das
criangas apresentam recidiva ou ndo respondem ao tratamento, e muitas das criancas sofrem
efeitos adversos devido ao tratamento quimioterapico, incluindo toxicidade e complicagdes
posteriores como tumores secundarios (Jamroziak e Robak 2009). O tratamento convencional
da LLA cura aproximadamente 30% das criancas que apresentam recidiva, sendo a
distribuicdo dos pacientes em grupos de risco essencial para o tratamento (Hutchinson e cols.
2003; Lange e cols. 2002). Entende-se que os critérios de estratificacdo em grupos de risco
para a seguinte utilizacdo de um protocolo de tratamento adequado precisam ser melhorados

para alcancar algo proximo a 100% de cura (Pui e cols. 2008).

1.4.  FARMACOGENETICA

Diversos fatores influenciam na resposta aos medicamentos, como idade, sexo,
alimentacdo, peso, e fatores genéticos. Polimorfismos genéticos em enzimas metabolizadoras,
transportadores e receptores de drogas utilizadas no tratamento podem ter uma grande
influencia na eficiéncia e toxicidade do tratamento, contribuindo para a variagdo na resposta
ao tratamento (Evans e Johnson 2001; Sadee e Dai 2005). O estudo dessas variacdes é
chamado de farmacogenética. Os primeiros estudos farmacogenéticos foram realizados nos
anos 50, surgindo como uma nova disciplina (Meyer 2004). Os efeitos de polimorfismos
farmacogenéticos na resposta a drogas podem ser farmacocinéticos (afetando a concentracdo
da droga) e farmacodindmicos (afetando a acdo da droga) (Gardiner e Begg 2006).

A variabilidade individual na resposta as drogas € um dos maiores problemas clinicos
no tratamento de doencas. Estudos realizados em hospitais dos Estados Unidos mostram que
reacBes adversas a drogas sdo responsaveis por aproximadamente 2,2 milhdes de internacdes
e 100 mil mortes por ano (Frueh e Gurwitz 2004). A farmacogenética tem potencial para
predizer a melhor dose da droga ao paciente baseada nos polimorfismos farmacogeneéticos,
podendo ser utilizada clinicamente no que € chamada medicina personalizada. Um exemplo
dessa utilizagdo sdo polimorfismos no gene TPMT (tiopurina metil-transferase) que podem

resultar em degradacdo alterada da 6-mercaptopurina (6-MP, um agente quimioterapico) e
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pode ser fatal. A genotipagem de mutacbes no TPMT pode evitar sérios efeitos adversos

causados pela toxicidade da 6-MP (Relling e cols. 1999).

1.5.  FARMACOGENETICA EM POPULACOES MISCIGENADAS

Entre populacdes de diferentes regides geograficas, e até entre populacbes de uma
mesma regido, existem variacbes entre locos, e isso incluiu os locos farmacogenéticos. Com
base nisso alguns medicamentos em que ja se tem dados de polimorfismos farmacogenéticos
associados a resposta do mesmo, tem algumas indicaces para determinadas populagdes. Um
exemplo disso é a Warfarina, um anticoagulante oral de ampla utilizacio na medicina atual. E
recomendado utilizar uma menor dose em asiaticos e em pacientes com as variantes sensiveis
para 0os genes VKORC1 e CYP2C9 (Klein e cols. 2009). O conhecimento dessas variagoes
entre populacOes relacionadas a resposta a drogas podem ser utilizadas no estabelecimento de
politicas de salde publica.

Essas variagdes entre populacbes podem refletir a selecdo do ambiente que as mesmas
sofreram no passado (Jobling 2004). Na historia do homem moderno ocorreram fatos
importantes, como a migracio e saida da Africa, e a ocupacdo de novos ambientes teve
consequéncias adaptativas climaticas, como a coloracdo da pele, e mudangas nos habitos
alimentares (Balaresque e cols. 2007). Essa selecdo do ambiente sofrida pelas popula¢bes no
passado tem papel importante nas variagdes entre as diferentes populacbes, tendo a
alimentacdo um papel importante nessas variacbes. As adaptacdes devido a dieta alimentar
envolvem a selecdo em genes envolvidos no metabolismo de alguns compostos alimentares,
como carboidratos e alcool. Esses mesmos genes podem ter relagdo com a resposta a drogas
utilizadas atualmente, tendo frequéncias diferenciadas entre populagdes devido a dieta
alimentar (Balaresque e cols. 2007; Jobling 2004).

Mas com a miscigenagdo populacional os dados das populages parentais ndo podem
ser extrapolados, sendo essa extrapolacdo de dados de uma populacdo para as outras incerta.
As populagdes miscigenadas apresentam uma grande heterogeneidade genética, sendo
necessaria a estratificacdo da mesma. Se ndo controlada, a estrutura populacional pode
confundir a associacdo de fatores genéticos com a resposta a drogas, 0 que ndo & necessario
em populacdes ndo miscigenadas (Suarez-Kurtz 2005). A utilizacdo de populagdes
miscigenada em estudos de doencas genéticas e estudos farmacogenéticos € importante, pois
permite 0 estudo de desequilibrio de ligacdo e identificacdo e selecdo de marcadores

(tagSNPs) que sdo suficientes para representar toda a variagdo comum na regido de interesse,
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sendo um pré-requisito para esta aplicagdo um bom entendimento das proporcdes da
miscigenacdo e da dinamica do processo de miscigenacdo, entendimento esse possivel através
dos marcadores informativos de ancestralidade (Parra e cols. 1998; Suarez-Kurtz 2005). Outra
possibilidade é no sentido de coletar informagGes sobre outros grupos poucos estudadas,
como amerindios e africanos, geralmente excluidos nos estudos farmacogenéticos, ou com

tamanho populacional pequeno nos estudos realizados (Suarez-Kurtz 2005).

1.6. POPULACAO BRASILEIRA

A populacdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, resultado da mistura
entre europeus, africanos e amerindios. Quando os europeus chegaram a América, no final do
século XV, existiam aproximadamente 2,5 mihGes de indigenas vivendo na &rea que
atualmente é o Brasil. Desde o inicio da colonizacdo do Brasil pelos portugueses houve
intensa mistura com os indigenas, e posteriormente com os africanos trazidos ao Brasil para
servirem como escravos. Nos séculos XIX e XX foram recebidos no Brasil imigrantes
italianos, espanhois e alemdes, além dos japoneses (Ribeiro 1995).

A ancestralidade da populacdo brasileira estimada com mMtDNA mostra que a
contribuicdo relativa da linhagem matrilinea em uma amostra de populagcdo urbana branca é
de 33% amerindia, 28% de africana e 39% de linhagens europeias (Alves-Silva e cols. 2000).
A linhagem patrilinea é determinada pelo cromossomo Y, e nos brasileiros brancos brasileiros
mostrou que a maioria dos cromossomos Y tem origem europeia, com uma frequéncia muita
baixa de Africanos subsaarianos e inexisténcia de contribuicdo dos amerindios (Carvalho-
Siva e cols. 2001). Esse resultado mostra a formacdo da populacdo brasileira por homens
europeus e mulheres amerindias e africanas, estando de acordo com a histéria da colonizagéo
no Brasil desde 1500 (Carvalho-Silva e cols. 2001; Parra e cols. 2003). Em populacdes latinas
foi encontrado resultado semelhante utilizando marcadores autossomicos, no cromossomo X e
Y e mtDNA, mostrando contribuicdo desproporcional de homens europeus e mulheres

amerindias (Bryc e cols. 2010).

1.7.  ANCESTRALIDADE BIOGEOGRAFICA

A historia evolutiva do homem moderno, desde sua origem na Africa passando pela
ocupacdo de todo o globo provavelmente ocorreu nos Uktimos 200.000 anos. Este é o cenario

mais aceito, sendo conhecido como origem recente na Africa (Relethford 2008). Ao longo
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desta caminhada as variagbes em DNA presentes na populagdo ancestral e aquelas novas
variacbes que surgiram pelo processo mutacional sofreram pressGes gendmicas e
demograficas para sua manutencdo ou eliminacdo. Entre as forcas genbmicas a selecdo e
recombinacdo sdo as principais. Entre as forcas demogréficas, a deriva genética, a
miscigenacdo, as reducdes e expansdes populacionais, e as migragcbes sao as principais forcas
a moldarem a variabilidade genética nas populagdes humanas (Relethford 2008; Stringer
2002).

Uma populagdo humana pode ser biologicamente identificada por pequenas diferencas
acumuladas na frequéncia dos alelos (Rosenberg e cols. 2002). Grupos populacionais podem
ser reconhecidos utilizando essas diferencas genéticas. Utilizando 377 microssatélites em
1056 individuos de 52 populagbes, Rosenberg e colaboradores, sem informacfes sobre a
ancestralidade dos individuos, foram capazes de identificar 6 grupos genéticos, que
correspondem a 6 regibes geograficas. A maior variagdo ocorre entre individuos de uma
mesma populagdo, chegando a 92 a 95%, enquanto a diferenciagdo entre populacbes varia
entre 3 a 5% (Rosenberg e cols. 2002). Li e colaboradores utilizando 650.000 SNPs em 938
individuos de 51 populagbes conseguiram identificar 7 grupos populacionais (Li e cols. 2008).
Esses estudos mostram que € possivel caracterizar variabilidade genética populacional
utilizando marcadores que permitem essa identificacdo. Essa ancestralidade biogeografica do
individuo pode ser estimada utilizando marcadores informativos de ancestralidade (AIMS)
(Parra e cols. 1998; Shriver e cols. 2003). Alguns alelos sdo mais frequentes em uma
populacdo que em outra, e estes podem ser marcadores genéticos de DNA especificos de uma
populacdo. As diferencas genéticas sdo visiveis pelas variagdes morfolégicas entre 0s grupos
étnicos, resposta a drogas e susceptibilidade e resisténcia a doencas (Jobling 2004). Os AlMs
constituem cerca de 0,01% do genoma humano (Frudakis 2007).

Nos Ultimos anos aumentou 0 numero de AlMs conforme o progresso dos métodos e
técnicas gendmicas para localizd-los entre as populacdes, sendo propostos varios painéis de
ancestralidade para Europeus, Africanos, Afro-Americanos, Hispanicos e Nativo Americanos
(Halder e cols. 2008; Mao e cols. 2007; Parra e cols. 1998; Price e cols. 2007; Shriver e cols.
2003; Smith e cols. 2001). Os polimorfismos de Unica base (SNPs) sdo variagdes no DNA em
um Unico nucleotideo no genoma de individuos da mesma espécie (Sobrino e cols. 2005).
Eles ndo estdo distribuidos de forma aleatéria no genoma e tem frequéncia de
aproximadamente 1% (Brettell e cols. 2007; Frudakis 2007; Lins 2007).

Em populagdes que foram recentemente miscigenadas, como a brasileira, 0s

individuos ndo conseguem informar precisamente a sua ancestralidade (Barnholiz-Sloan e
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cols. 2005). Para testar e controlar a estratificacdo populacional podem ser utilizados

marcadores informativos de ancestralidade (Barnholtz-Sloan e cols. 2008).

1.8.  FARMACOGENETICA DA LLA

A toxicidade dos esquemas terapéuticos utilizados no tratamento da LLA tem um
papel importante na aderéncia ao tratamento e obviamente na qualidade de vida dos pacientes.
Outro aspecto importante relacionado a estratificacdo € que nem sempre aqueles pacientes
estratificados com de baixo risco, realmente respondem dentro do esperado (Rocha e cols.
2005).

A LLA é uma doenga geneticamente heterogénea e 0 diagnostico de cura varia de
modo significante entre esses subgrupos (Pui e cols. 2004). O envolvimento de genes
associados a farmacocinética e farmacodindmica das drogas utilizadas nos protocolos de
tratamento apresentem um grande potencial de estarem mediando tanto a toxicidade quanto a
efetividade dos protocolos de tratamento (Bhatia e cols. 2002; Cheok e cols. 2009; Rocha e
cols. 2005).

A potencial identificacdo de genes associados a resposta aos protocolos terapéuticos
utilizados no tratamento da LLA e sua incorporacdo na decisdo dos esquemas terapéuticos a
serem utilizados podem aumentar ainda mais a taxa de cura e reduzir os efeitos colaterais.
Para isso Varios estudos farmacogenéticos tem sido realizados em criangas com LLA (Cheok
e cols. 2009; Davidsen e cols. 2008; de Jonge e cols. 2009; Rocha e cols. 2005). Porém
nenhum estudo do tipo foi realizado ainda na populagdo brasileira.

Uma droga de ampla utilizacdo no tratamento da LLA é o metotrexato, utilizado nas
fases de consolidacdo e manutencdo, sofrendo variagdes de dosagem segundo a fase em que
se encontra o paciente (Jonsson e Kamen 1991). Apesar da sua eficicia, este medicamento
pode estar associado a algumas reacdes adversas a medicamentos como ataques epiléticos
(Allen e cols. 1980; Winick e cols. 1992). Sua estrutura é semelhante ao acido fdlico, sendo
um inibidor competitivo do mesmo, e o acido folico é necessario para a sintese de purinas e
pirimidinas. Polimorfismos do SLC19A1 foram associados a niveis alterados de &cido folico,
em pacientes com LLA submetidos a baixas doses de metotrexato, mostrando menor
toxicidade e indice de recaida em individuos quanto maior a expressdao do SLC19A1 (Cheok e
Evans 2006). Outro polimorfismo relacionado ao metotrexato € uma substituicdo de um C por
um T no nucleotideo 677 do gene que codifica a MTHFR, uma enzima catalisadora, crucial no

metabolismo do acido dlico (Kishi e cols. 2003). Aproximadamente 10% dos americanos
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brancos, 20% de algumas populacOes italianas, e 1% de americanos com ascendéncia
africana, sdo homozigotos para o alelo T (Botto e Yang 2000). Diversos estudos relacionaram
0 aumento tanto de problemas gastrointestinais como hepaticos ap6s a tilizacdo de
metotrexato em pacientes que possuiam o alelo T (Ulrich e cols. 2001; van Ede e cols. 2001).

Para uma melhor estratificacdo dos pacientes com LLA em grupos de risco e melhora
do tratamento, podem ser utilizados polimorfismos farmacogenéticos. A identificacdo e
incorporacdo desses polimorfismos no protocolo de tratamento permitird uma melhor
dosagem de drogas utilizadas no tratamento evitando efeitos colaterais e toxicidade, e
melhorando o tratamento dos pacientes (Davidsen e cols. 2008).

Com o conhecimento de polimorfismos farmacogenéticos que alteram a resposta a
drogas, utilizando os mesmos € possivel construir um perfil individualizado de resposta a
droga utilizada e fazer um tratamento guiado da dose certa da droga a ser utilizada. Com isso
espera-se que os indices de falha dos tratamentos e efeitos colaterais sejam diminuidos (Evans
e Johnson 2001). O estudo de polimorfismos farmacogenéticos relacionados a resposta a
drogas utilizadas no tratamento da LLA, como o metotrexato, podera permitir a utilizacdo
desses polimorfismos no tratamento, melhorando a estratificacdo dos pacientes e melhor

dosagem das drogas, com menos efeitos colaterais, melhorando o tratamento das criancas.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de a taxa de sobrevida da LLA ser de 80% nos dias atuais, 0s outros 20% ndo
respondem ao tratamento ou apresentam recidiva. Além disso, muitas criancas sofrem efeitos
adversos durante o tratamento. O entendimento dos fatores que causam essa diferenca de
resposta do tratamento € muito importante no desenvolvimento de novas terapias e drogas
para melhorar a taxa de sobrevida e diminuir o sofrimento das crian¢as durante o tratamento.
Estudos em polimorfismos farmacogenéticos relacionados a resposta a drogas utilizadas no
tratamento da LLA tem sido realizados em diversas populacdes, porém esses estudos ndo
podem ser extrapolados para outras populacBes, principalmente as miscigenadas como a
brasileira. Esses polimorfismos apresentam frequéncia diferenciada entre as populagdes, por
isso € necessario 0 estudo desses polimorfismos na populacdo brasileira, sendo necessaria
também a correcdo com a ancestralidade a fim de evitar falsas associacdes. Comparando as
frequéncias desses alelos com outras populacbes € possivel observar se ha diferenciacdo
populacional e correlacdo entre os alelos e ancestralidade geogréfica, assim como \verificar
desequilibrio de ligacdo. Conhecer a estruturacdo populacional e importante em estudos
farmacogenéticos. O trabalho tem enfoque em polimorfismos relacionados a resposta ao
metotrexato, que € uma das mais importantes drogas utilizadas no tratamento da LLA, mas
também sdo utilizados polimorfismos relacionados a resposta a mercaptopurina e a
glucocorticoides. Os SNPs selecionados foram estudados em amostras da populacdo brasileira
e comparados com populagdes do HapMap. Foram genotipados 21 AIMs e 9 locos
informativos de ancestralidade nas criangcas com LLA e os dados comparados com os obtidos

na populacdo brasileira.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a frequéncia de polimorfismos farmacogenéticos na populacdo brasileira e se
ha diferencas entre a populacdo brasileira e as do HapMap, assim como Verificar correlacéo
entre os polimorfismos e a ancestralidade. Estimar a ancestralidade biogeografica em
pacientes com LLA e verificar os polimorfismos farmacogenéticos e se existem diferencas

coma populacdo brasileira.

3.2.  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar a frequéncia de variantes alélicas de genes importantes relacionados com a
resposta a0 metotrexato em uma amostra da populagdo brasileira, com ancestralidade ja
conhecida;

e Comparar esses polimorfismos entre a populagcdo brasileira e populacdes do HapMap a fim
de verificar se ha diferenciacdo populacional entre elas;

o Verificar se existe correlagdo entre os polimorfismos e a ancestralidade;

o Verificar a ancestralidade biogeografica dos pacientes com LLA utilizando 21 AlMs e
compara-las com as encontradas na populacédo brasileira;

o Verificar a frequéncia de polimorfismos farmacogenéticos nos pacientes com LLA e
comparar com as encontradas na populagdo brasileira;
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4. METODOLOGIA
4.1. AMOSTRAS POPULACIONAIS
4.1.1. Amostra da Populagdo Brasileira

A amostra da populacdo brasileira utilizada é formada por 200 individuos brasileiros
ndo relacionados que foram submetidos a exames de paternidade. S&o 40 individuos da
populagdo urbana de cada uma das 5 regibes geogréficas brasileiras. O sexo dos individuos foi
classificado como Feminino= Mae (M) e Masculino= Suposto Pai (SP). A ancestralidade
biogeogréfica desses individuos foi estimada utilizando 28 AIMs (Lins e cols. 2010a).

Os genotipos dos SNPs estudados foram recuperados da Fase Il do HapMap para 11
populacbes, que sdo: African ancestry in Southwest USA (ASW); Utah residents with
Northern and Western European ancestry from the CEPH collection (CEU); Han Chinese in
Beijjing, China (CHB); Chinese in Metropolitan Denver, Colorado (CHD); Guijarati Indians in
Houston, Texas (GIH); Japanese in Tokyo, Japan (JPT); Luhya in Webuye, Kenya (LWK);
Mexican ancestry in Los Angeles, California (MEX); Maasai in Kinyawa, Kenya (MKK);
Toscans in Italy (TSI); Yoruba in Ibadan, Nigeria (YRI). Os nomes das populagdes sao
apresentados em inglés para que possam fazer sentido com os simbolos utilizados ao longo

deste documento.

4.1.2. Amostra dos pacientes com LLA e extracdo do DNA

Este projeto esta ligando a atividade assistencial realizada no Nuclo de Onco-
Hematologia Pediatrica (NOHP) da Secretaria de Salde do Distrito Federal (SES/DF) onde
sdo diagnosticados, em média 70-80 casos novos da doenca por ano, sendo que O Mesmo
constitui 0 Unico servico publico de tratamento oncolégico do DF. Além disso, sdo atendidos
neste servico, pacientes provenientes das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais.
Assim, a casuistica do NOPH, além de ser uma das maiores do pais, € considerada uma Unica
instituicdo, a qual representa a quase totalidade de portadores de leucemia atendidos em uma
Unica regido, o que reduz o viés de selecdo de amostra e aumenta a possibilidade de obtencéo
de uma casuistica estatisticamente relevante. Neste servico o tratamento das LLA segue as
orientagdes do “Grupo Brasileiro de Tratamento das Leucemias na Infincia” (GBTLI)
conforme o protocolo GBTLI LLA-93.
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Fizeram parte do estudo 95 pacientes com diagnostico de LLA que concordaram ou
tiveram a anuéncia de um responsavel maior de idade apos leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Estes pacientes representam um amplo espectro
nas fases de tratamento. Tém-se pacientes desde o recém-diagndstico, passando por pacientes
em inducdo, consolidacdo e manutencdo. Ha também pacientes fora de tratamento.

Os pacientes fazem exames de sangue regularmente (os fora de tratamento
anualmente) e por isso tem seu sangue coletado. O sangue utilizado para a extragdo do DNA ¢
obtido apds terem sido feitos todos os exames de sangue do paciente, sendo utilizado o sangue
que seria descartado. A extracdo de DNA do sangue foi feita utilizando o Kit GFX Genomic

Blood DNA Purification da Amersham Biosciences.

4.2. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS
FARMACOGENETICOS

42.1. SNPs selecionados

Foram selecionados 20 SNPs em 13 genes descritos na literatura como associados a
resposta a drogas utilizadas no tratamento da LLA. Os polimorfismos selecionados estdo na
Tabela 1.

Tabela 1: Descricdo dos locos selecionados e as drogas associadas aos mesmos (MTX=metotrexato,

MP=mercaptopurina, GC= glucocorticoides).

Alelos

Polimorfismo dbSNP ID Drogas Associadas 1 2
MTHFR:677C>T rs1801133 MTX C T
MTHFR:1298*>C rs1801131 MTX A C
GSTP1 313*>G rs1695 GC, MTX A G
RFC1 80G>A rs1051266 MTX G A
GSTP1 Al14V rs1138272 GC, MTX C T
GGH 452C>T rs11545078 MTX C T
MTHFD1 1958G>A rs2236225 MTX C T
TPMT*2 rs 1800462 MP C G
TPMT*3B rs1800460 MP A G
TPMT*3C rs1142345 MP A G
TPMT*4 rs 1800584 MP A G
ABCC2 rs717620 MTX A G
SMARCA4 rs1122608 GC G T
ARID5B rs10821936 MTX C T
ITPA IVS2+212 >C rs7270101 MP A C
XDH A(1936) >G rs17323225 MTX C T
XDH A(2107) >G rs17011368 MTX C T



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801133
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http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1051266
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2236225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1142345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=717620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1122608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10821936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7270101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17323225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17011368

Tabela 1 continuacdo
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Alelos
Polimorfismo dbSNP ID Drogas Associadas 1 2
NR3C1 rs852977 GC A G
CYP3A rs10264272 GC C T
CYP3A4 rs4986913 GC C T
4.2.2. Desenho dos Iniciadores

Os iniciadores foram desenhados utilizando o programa Primer 3, disponivel na

internet  (http//frodo.wi.mit.edw/primer3/input.ntm). Foram utilizados os parametros: numero

de nucleotideos=20, tamanho do produto=50-200 pb, temperatura de fusdo=62°C. Os

iniciadores para a extensdo de base Unica (S) foram desenhados utilizando o programa Primo

SNP 3.4 (http//mwww.changbioscience.com/primo/primosnp.html), que fornece iniciadores em

que a sequencia termina uma base antes do SNP em questdo. Os iniciadores estdo descritos na

Tabela 2.

Tabela 2: Descricdo da sequencia, dire¢do, tamanho e multiplex a que pertencem os iniciadores utilizados na

genotipagem.

Direcdo ~ Tamanho
Iniciador Sequéncia do do Multiplex
iniciador  iniciador
rs1801133F GCCTCTCCTGACTGTCATCC direto 20
rs1801133R CAAAGCGGAAGAATGTGTCA reverso 20 1
rs1801133SR  (gact),AAGCTGCGTGATGATGAAATCG reverso 30
rs1695F CTCTATGGGAAGGACCAGCA direto 20
rs1695R AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC reverso 20 1
rs1695SR (gact), TAGTTGGTGTAGATGAGGGAGA reverso 30
rs1138272F GCAAGCAGAGGAGAATCTGG direto 20
rs1138272R GACAGCAGGGTCTCAAAAGG reverso 20 1
rs1138272SF  (gact)sgGGTGGT GTCTGGCAGGA GG direto 44
rs11545078F  GCACATGCCTTGGATTTGA direto 19
rs11545078R  CTGCCCAGCAAATATTTTTCA reverso 21 1
rs11545078SR  (gact)8gaCACGTCAACAGTATCTGTGGCA reverso 56
rs2236225F TCCCAATTCCCCTGATGTTA direto 20
rs2236225R AGGGCACTCCAGTGTTTGTC reverso 20 1
rs2236225SF  (gact)sgCCAACAAGCTTGAGTGCGATC direto 52



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=852977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10264272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4986913

Tabela 2 continuagéo

Direcdo ~ Tamanho
Iniciador Sequéncia do do Multiplex
iniciador  iniciador
rs 1800462F CCCTCTATTTAGTCATTTGAAAACA direto 25
rs1800462R CAGGAATTTCGGTGATTGGT reverso 20 1
rs1800462SR (gact); TACACTGTGTCCCCGGTCTG reverso 48
rs 1800460F AAACGCAGACGTGAGATCCT direto 20
rs1800460R CACCTGGATTGATGGCAACT reverso 20 1
rs1800460SF (9act);GGACATGATTTGGGATAGAGGA direto 38
rs1800584F CACCCAGCCAATTTTGAGTA direto 20
rs1800584R TCCCCAACTTTTATGTCGTTC reverso 21 1
rs1800584SR (gact)ggaGACAACGTATATTGCATATTTTAC reverso 56
rs1801131F TTTGGGGAGCTGAAGGACTA direto 20
rs1801131R CTTTGTGACCATTCCGGTTT reverso 20 2
rs1801131SR (gact);gaCGAAGACTTCAAAGACACTT reverso 34
rs1051266F CTGCAGACCATCTTCCAAGG direto 20
rs1051266R GAAGCAAAGGTAGCACACGA reverso 20 2
rs1051266SF (gact);(GAAGCTCCGGTCCTGGCGGC direto 60
rs1142345F GGTTGATGCTTTTGAAGAACG direto 21
rs1142345R CATCCATTACATTTTCAGGCTTT reverso 23 2
rs1142345SF (gact)sgaGACTGTCTTTTTGAAAAGTTAT direto 44
rs17323225 F TGGCCATAATCCATGCAAAT direto 20
rs17323225 R TTGTTTCATTTCCGCTGATG reverso 20 2
rs17323225 SF  (gact)sgaATGATGTTCCTGGGAGTAAC direto 42
rs717620 F ATGATTCCTGGACTGCGTCT direto 20
rs717620 R AAATGGTTGGGATGAAAGGTC reverso 21 1
rs717620 SF (gact)sCTGACTCTGGACTGCGTCTGGAAC direto 38
rs1122608 F CTGGGTGGTGCCATGTATAA direto 20
rs1122608 R ATCTGGAGGCAAGAACCTGA reverso 20 3
rs1122608 SF  (gact)ggaTTTCGTCGT GTAAAAGGCCA direto 54
rs10821936 F CTCTAGCCCCTTCTGTGTGC direto 20
rs10821936 R GCAGATCCTGGCAATGTITTT reverso 20 3
rs10821936 SF  (gact),GTGTGCAGTTACTATAGITGTA direto 30
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Tabela 2 continuagéo

Direcdo ~ Tamanho
Iniciador Sequéncia do do Multiplex
iniciador  iniciador
rs7270101 F TTGGTGGCACAGAAAATTGA direto 20
rs7270101 R CGAACTGCCTCCTGACATTT reverso 20 3
rs7270101 SF  (gact)e CCGTATGTCTCTGTTTTGTTTT direto 46
rs17011368 F CATGGAACAGCTCTACCTGACA direto 22
rs17011368 R  TCCCTGCTAAAAGCCACATT reverso 20 3
rs17011368 SR (gact)sgaTTTGTGATCCTCAGGATGCT reverso 42
rs852977 F ACCCTTGTGGAACTGAAAGC direto 20
rs852977 R CCCAAACCACACACACAACT reverso 20 3
rs852977 SF (gact)ggacTGTGCATTTTTTAGTTAATCTCT  direto 50
rs10264272 F TGGAATTGTACCTTTTAAGTGGA direto 23
rs10264272 R CCCCTTTGTGGAGAGCACTA reverso 20 3
rs10264272 SR  (gact);gaCCCTTTGT GGAGAGCACTAA reverso 34
rs4986913 F TGCTCTCATGAACATGAAACTTG direto 23
rs4986913 R TTTGGCCCAGAGAACAAATTA reverso 21 3
rs4986913 SF  (gact);gacCTTCAGAACTTCTCCTTCAAA direto 34

4.2.3. Genotipagem
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A amplificacdo dos fragmentos de DNA (PCR) em multiplex foi feita utilizando o
Qiagen Multiplex PCR Kit em volume final da reagdo de SpuL. Foram utilizados 2,5uL do

PCR Master Mix, concentracdo final de cada iniciador em multiplex de 0,2uM, 0,6ul de

DNA e &gua do kit para completar o volume final. Em uma mesma PCR eram utilizados os

mix de iniciadores do multiplex 2 e 3. O ciclo utilizado foi 95°C por 15 minutos, 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 57°C por 1:30 minutos e 72°C por 1:30 minutos, seguido de 72°C por

10 minutos.

Apbs a amplificagdo foi realizada uma purificacdo para a degradacdo enzimitica do

excesso de dNTPs e iniciadores. Para a purificacdo foi utilizado 0,1pL de Exol (enzima de
exonuclease 1, 10 U/uL), 0,9uL. de SAP (fosfatase alcalina de camardo, 1 U/uL) e 0,5uL de
tampdo 10x da enzima SAP, acrescentado ao produto de PCR (5uL). O programa utilizado foi

de 60 minutos a 37°C e posteriormente 15 minutos a 85°C para a desnaturacdo das enzimas.
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Apds a purificacdo foi realizada a genotipagem dos SNPs utilizando o sistema
SNaPshot Multiplex System (Applied Biosystems), contendo 1pL amplicon purificado, 1,5uL
de SNaPshot Kit Reaction Mix, 0,2uM dos iniciadores S em multiplex ¢ H,O Mill-Q até
completar o volume de Sul. Nessa etapa o multiplex 2 e 3 eram realizados separadamente. O
programa de termociclagem utilizado foi 96°C por 2 minutos, 30 ciclos de 96°C por 10
segundos, 56°C por 10 segundos e 60°C por 20 segundos. Na reacdo de SNaPshot o iniciador
é desenhado flanqueando o SNP de interesse, sendo adicionado um Unico ddNTP fluorescente
gue posteriormente € identificado no sequenciador.

Foi realizada uma nova purificacdo para a retirada dos grupos fosforil da extremidade
5’ dos ddNTPs fluorescentes, adicionando diretamente as reagdes 0,5 U de SAP e 0,5uL de
tampdo 10x SAP, e posteriormente incubadas a 37°C por 60 minutos e 85°C por 15 minutos
para desnaturar a enzima.

A genotipagem foi realizada no sequenciador automatico ABI 3130xlI (Applied
Biosystems) utilizando 1 puL do produto final, 8,85ul de formamida Hi-Di e 0,15uL de
Liz120 Size Standard (Applied Biosystems). Os parametros de corrida foram: polimero POP6
com tensdo de 15 volts por 20 segundos de injecdo e 15 volts de corrida por 800 segundos. Os
eletroferogramas foram analisados no programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).

Esses SNPs foram genotipados em 200 amostras da populagcdo brasileira. Foram

genotipados 9 SNPs do primeiro multiplex em 95 pacientes com LLA.

43. GENOTIPAGEM DOS MARCADORES INFORMATIVOS DE
ANCESTRALIDADE

4.3.1. Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMSs)

Para a estimativa da ancestralidade biogeografica nos pacientes com LLA foram
genotipados 21 AIMs. Esses AlMs foram divididos em 3 painéis multiplex para a

genotipagem. utilizados no trabalho de Lins (2007).

4.3.2. Genotipagem dos AIMs

A PCR foi feita utilizando o Multiplex PCR Kit da Qiagen em volume final de SuL.
Foi utilizado 2,5uL do PCR Master Mix, 0,5uL do Mix de Iniciadores (concentracdo final de
cada ¢ de 0,2mM), 1uL de DNA a 10ng/uL e 1uL de Q-solution. O ciclo utilizado foi de 95°C
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por 15 minutos, 39 ciclos de 94°C por 30 segundos, 57°C por 1:30 minutos e 72°C por 1:00
minutos, seguido de 72°C por 10 minutos.

A reagdo de purificacdo 1 foi realizada como descrito no item 4.2.3. A reagdo de
SNaPshot foi feita utilizando 2 pL de amplicon purificado, 1,5 pL de SNaPshot Kit Reaction
Mix, 1 pL do mix de miciadores S em multiplex com concentracdo final de 0,4 uM e 0,5 pL
de 4gua de destilada até completar o volume final de 5 pL. O programa de termociclagem
utilizado foi de 96°C por 2 minutos, 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 10 segundos
e 60°C por 30 segundos.

A segunda purificacdo e genotipagem foram realizadas como descrito no item 4.2.3.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

Para o célculo da frequencia genotipica, alélica, equilibrio de Hardy-Weinberg e
AMOVA (analise de variancia molecular, utilizada para determinar a estrutura genética das
populacbes) foi utilizado o programa Arlequin 3.5 (Excoffier e cols. 2005). O teste de Fst,
uma das estatisticas F de Wright, € uma medida de diferenciacdo genética entre populacdes,
variando de O (nenhuma diferenciacdo) a 1 (maior valor de diferenciacdo). A analise de
desequilibrio de ligacdo foi feita utilizado o Haploview (Barrett e cols. 2005). Foi feita a
analise de variancia entre os pacientes com LLA e as amostras da populacdo brasileira tanto
para os AlIMs como para os polimorfismos farmacogenéticos. A ancestralidade foi analisada
com o programa Structure 2.3.3 (Pritchard e cols. 2000). O programa WHAP (Purcell e cols.
2007) foi utilizado para a correlagdo entre os locos e ancestralidade nas 200 amostras da

populacdo brasileira e nos pacientes com LLA.
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5. RESULTADOS

5.1.  VARIABILIDADE DE POLIMORFISMOS
FARMACOGENETICOS EM UMA AMOSTRA DA POPULACAO
BRASILEIRA

Dos 20 locos farmacogenéticos selecionados, os genétipos de 18 locos foram
recuperados para 11 populagbes utilizando o HapMap, ndo sendo recuperados 0s gendtipos
para 2 locos em nenhuma das populagcdes do HapMap, pois 0s mesmos ndo foram genotipados
nas amostras do HapMap. Desses 18 locos, em apenas 11 foi possivel recuperar os dados para

todas as populacbes (Tabela 3).

Tabela 3: Genétipos recuperados em cada populacdo do HapMap e os genotipados na populagéo brasileira.

Populacéo

Loco ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI BRA
rs1801133 X X X X X X X X X X
rs1801131
rs1695
rs1051266
rs1138272
rs11545078
152236225
rs1800462
rs1800460
rs1142345 X
rs1800584
rs717620
rs1122608
rs10821936
rs7270101
rs17323225
rs17011368
rs852977
rs10264272
rs4986913

x

X X
X X
X X
X

X X X X X X
X X X X
X X X X
x
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X X

xX X
X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X
X X X X X X X X X X

X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X

A genotipagem realizada com o sistema multiplex foi realizada de maneira réapida e
eficiente. Foi realizada uma PCR, seguida de purificacdo e reacdo de SNaPshot para cada
sistema. Os alelos apresentaram tamanho sempre maior que 200rfus (do inglés unidade
relativa de fluorescéncia), sendo considerados os alelos com mais de 500rfus (Figura 1, Figura

2, Figura 3). A genotipagem foi feita de maneira rapida utilizando o sistema multiplex , se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801131
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1695
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1051266
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1138272
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs11545078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2236225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800462
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1142345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=717620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1122608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10821936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7270101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17323225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17011368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=852977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10264272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4986913
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obtendo 6timos resultados utilizando o Qiagen Multiplex PCR Kit em comparagdo com PCR
feita sem o kit e utilizando Taqg Platinum. Utilizando o Qiagen Multiplex PCR Kit os picos
ficaram maiores e ndo houve problema de artefatos e ruidos. Inicialmente seriam dois
multiplex, mas devido a problemas com alguns iniciadores do SNaPshot, esses foram
realocados em um novo multiplex, o dois. Dos locos selecionados, 11 tem relagdo com a

resposta ao metotrexato, 6 com a resposta a glucocorticides e 5 com a resposta a

mercaptopurina.
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Figura 1: Eletroferograma da amplificacdo dos alelos por SNaPshot para o sistema multiplex 1.
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Figura 2: Eletroferograma da amplificacdo dos alelos por SNaPshot para o sistema multiplex 2.
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Figura 3: Eletroferograma da amplificacdo dos alelos por SNaPshot para o sistema multiplex 3.
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Os 20 locos genotipados na populacdo brasileira tiveram suas frequéncias alélicas e
genotipicas comparadas com a de outras populacdo do HapMap (Tabela 4 e Tabela 5

respectivamente).



Tabela 4: Frequencias alélicas dos 20 locos farmacogenéticos na populacdo brasileira (BRA) e populagdes do HapMap. n/a=gendtipo ndo recuperado.
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Populacéo

Loco Alelo ASW CRU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI BRA
rs1801133 C 0,877 0,690 0,524 0,659 0,830 0,640 0,911 0,580 0,916 0,540 0,907 0,655
T 0,123 0,310 0,476 0,341 0,170 0,360 0,089 0,420 0,084 0,460 0,093 0,345

rs1801131 A 0,811 0,659 0,780 0,788 0,608 0,814 0,817 0,790 0,734 0,682 0,885 0,723
C 0,189 0,341 0,220 0,212 0,392 0,186 0,183 0,210 0,266 0,318 0,115 0,277

rs1695 A 0,547 0,593 0,810 0,794 0,670 0,907 0,494 0,450 0,643 0,693 0,606 0,658
G 0,453 0,407 0,190 0,206 0,330 0,093 0,506 0,550 0,357 0,307 0,394 0,343

rs1051266 A 0,472 0,438 0,500 0,465 0,392 0,558 0,739 0,330 0,773 0,449 0,690 0,480
G 0,528 0,562 0,500 0,535 0,608 0,442 0,261 0,670 0,227 0,551 0,310 0,520

rs1138272 C 0,972 0,903 1 n/a 0,909 1 0,989 0,920 0,976 0,938 1 0,963
T 0,028 0,097 0 n/a 0,001 0 0,011 0,080 0,024 0,062 0 0,038

rs11545078 C 0,953 n/a n/a 0,933 0,824 0,861 0,931 n/a 0,941 0,918 0,920 0,930
T 0,047 n/a n/a 0,067 0,176 0,139 0,069 n/a 0,059 0,082 0,080 0,070

rs2236225 C 0,792 0,584 0,795 0,813 0,523 0,733 0,767 0,410 0,629 0,591 0,810 0,578
T 0,208 0,416 0,205 0,187 0,477 0,267 0,233 0,590 0,371 0,409 0,190 0,423

rs 1800462 C n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,962
G n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,038

rs1800460 A n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,028
G n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,973

rs1142345 A 0,915 0,973 0,994 0,971 0,977 0,983 0,882 0,920 0,979 0,994 0,956 0,952
G 0,085 0,027 0,006 0,029 0,023 0,017 0,118 0,080 0,021 0,006 0,044 0,048

rs1800584 A n/a 0,009 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,006 n/a 0,023
G n/a 0,991 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,994 n/a 0,978

rs717620 A 0,028 0,181 0,214 0,208 0,074 0,192 0,022 0,240 0,049 0,205 0,031 0,185
G 0,972 0,819 0,786 0,792 0,926 0,808 0,978 0,760 0,951 0,795 0,969 0,815

rs1122608 G 0,981 0,743 0,911 0,929 0,761 0,907 0,972 0,840 0,948 0,750 1 0,802
T 0,019 0,257 0,089 0,071 0,239 0,093 0,028 0,160 0,052 0,250 0 0,198

rs10821936 C 0,160 0,310 0,321 0,387 0,608 0,320 0,178 0,370 0,199 0,398 0,200 0,374
T 0,840 0,690 0,679 0,613 0,392 0,680 0,822 0,630 0,801 0,602 0,800 0,626




Tabela 4 continuagéo

39

Populacéo

Loco Alelo ASW CRU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI BRA
rs7270101 A n/a 0,872 1 n/a 0,972 1 0,878 0,940 0,843 0,398 0,894 0,851
C n/a 0,128 0 n/a 0,028 0 0,122 0,060 0,157 0,102 0,106 0,149
rs17323225 C 0,019 0,035 0,006 n/a 0,011 0 0,011 0,010 0,007 0,045 0,004 0,030
T 0,981 0,965 0,994 n/a 0,989 1 0,989 0,990 0,993 0,955 0,996 0,970
rs17011368 C 0,142 0,040 0 n/a 0,011 0 0,156 0,010 0,164 0,040 0,119 0,053
T 0,858 0,960 1 n/a 0,989 1 0,844 0,990 0,836 0,960 0,881 0,948
rs852977 A 0,642 0,668 0,899 0,865 0,812 0,919 0,622 0,810 0,689 0,648 0,673 0,720
G 0,358 0,332 0,101 0,135 0,188 0,081 0,378 0,190 0,311 0,352 0,327 0,280
rs10264272 C 0,915 1 0,994 n/a n/a 0,994 0,750 0,969 0,853 0,994 0,832 0,973
T 0,085 0 0,006 n/a n/a 0,006 0,250 0,031 0,147 0,006 0,168 0,028

rs4986913 C n/a 1 0,994 n/a n/a 1 n/a 0,990 n/a n/a 1 1

T n/a 0 0,006 n/a n/a 0 n/a 0,010 n/a n/a 0 0




Tabela 5: Frequéncias genotipicas dos 20 locos farmacogenéticos na populacdo brasileira (BRA) e populagdes do HapMap. n/a= genétipo ndo recuperado.

Populacéo

Loco Gendtipo ASW CRU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI BRA
rs1801133 C/IC 0,830 0,469 0,286 0,435 0,682 0,395 0,822 0,320 0,839 0,330 0,814 0,396
CIT 0,094 0,442 0,476 0,447 0,295 0,488 0,178 0,520 0,154 0,420 0,186 0,518
TIT 0,075 0,088 0,238 0,118 0,023 0,116 0 0,160 0,007 0,250 0 0,086
rs1801131 AlA 0,642 0,434 0,595 0,647 0,386 0,651 0,667 0,620 0,552 0,500 0,779 0,554
A/C 0,340 0,451 0,369 0,282 0,443 0,326 0,300 0,340 0,364 0,364 0,212 0,338
C/IC 0,019 0,115 0,036 0,071 0,170 0,023 0,033 0,040 0,084 0,136 0,009 0,108
rs1695 AlA 0,283 0,319 0,643 0,612 0,432 0,826 0,200 0,240 0,413 0,466 0,363 0,415
AlG 0,528 0,549 0,333 0,365 0,477 0,163 0,589 0,420 0,462 0,455 0,487 0,485
GIG 0,189 0,133 0,024 0,024 0,091 0,012 0,211 0,340 0,126 0,080 0,150 0,100
rs1051266 Al/A 0,208 0,161 0,274 0,188 0,125 0,314 0,533 0,120 0,608 0,216 0,513 0,242
AlG 0,528 0,554 0,452 0,553 0,534 0,488 0,411 0,420 0,329 0,466 0,354 0,475
GIG 0,264 0,286 0,274 0,259 0,341 0,198 0,056 0,460 0,063 0,318 0,133 0,283
rs1138272 ciC 0,943 0,805 1 n/a 0,818 1 0,978 0,860 0,951 0,875 1 0,930
CIT 0,057 0,195 0 n/a 0,182 0 0,022 0,120 0,049 0,125 0 0,065
TIT 0 0 0 n/a 0 0 0 0,020 0 0 0 0,005
rs11545078 C/IC 0,906 n/a n/a 0,866 0,705 0,735 0,862 n/a 0,881 0,847 0,849 0,860
CIT 0,094 n/a n/a 0,134 0,239 0,253 0,138 n/a 0,119 0,141 0,142 0,140

TIT 0 n/a n/a 0 0,057 0,012 0 n/a 0 0,012 0,009 0
rs2236225 c/IC 0,585 0,345 0,602 0,639 0,264 0,523 0,567 0,180 0,357 0,352 0,646 0,310
CIT 0,415 0,478 0,386 0,349 0,517 0,419 0,400 0,460 0,545 0,477 0,327 0,535
TIT 0 0,177 0,012 0,012 0,218 0,058 0,033 0,360 0,098 0,170 0,027 0,155
rs1800462 ciC n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,930
CIG n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,065
GIG n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,005

rs 1800460 Al/A n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0
A/G n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,055
GIG n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,945
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Tabela 5 continuagéo

Populacéo

Loco Genétipo ASW CRu CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI BRA
rs1142345 A/A 0,830 0,947 0,988 0,941 0,955 0,965 0,787 0,860 0,958 0,989 0,920 0,914
AlG 0,170 0,053 0,012 0,059 0,045 0,035 0,191 0,120 0,042 0,011 0,071 0,076
G/IG 0 0 0 0 0 0 0,022 0,020 0 0 0,009 0,010

rs1800584 A/A n/a 0 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0 n/a 0
A/G n/a 0,018 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,011 n/a 0,045
G/IG n/a 0,982 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 0,989 n/a 0,955
rs717620 A/A 0 0,009 0,036 0,048 0 0,047 0 0,020 0,007 0,034 0 0,020
AlG 0,057 0,345 0,357 0,321 0,148 0,291 0,044 0,440 0,084 0,341 0,062 0,330
GIG 0,943 0,646 0,607 0,631 0,852 0,663 0,956 0,540 0,909 0,625 0,938 0,650
rs1122608 GIG 0,962 0,566 0,833 0,871 0,557 0,814 0,944 0,760 0,895 0,568 1 0,668
GIT 0,038 0,354 0,155 0,118 0,409 0,186 0,056 0,160 0,105 0,364 n/a 0,266
TIT 0 0,080 0,012 0,012 0,034 0 0 0,080 0 0,068 0 0,065
rs10821936 c/C 0,019 0,097 0,095 0,119 0,375 0,116 0,033 0,060 0,050 0,148 0,083 0,141
CIT 0,283 0,425 0,452 0,536 0,466 0,407 0,289 0,620 0,298 0,500 0,233 0,465
TIT 0,698 0,478 0,452 0,345 0,159 0,477 0,678 0,320 0,652 0,352 0,683 0,394
rs7270101 A/A n/a 0,743 1 n/a 0,955 1 0,778 0,880 0,706 0,795 0,805 0,732
A/C n/a 0,257 0 n/a 0,034 0 0,200 0,120 0,273 0,205 0,177 0,237
C/C n/a 0 0 n/a 0,011 0 0,022 0 0,021 0 0,018 0,031

rs17323225 Cc/C 0 0 0 n/a 0 0 0 0 0 0,023 0 0
CIT 0,038 0,071 0,012 n/a 0,023 0 0,022 0,020 0,014 0,045 0,009 0,060
TIT 0,962 0,929 0,988 n/a 0,977 1 0,978 0,980 0,986 0,932 0,991 0,940

rs17011368 C/C 0,019 0 0 n/a 0 0 0,011 0 0,035 0,011 0,009 0
CIT 0,245 0,080 n/a n/a 0,023 0 0,289 0,020 0,259 0,057 0,2210 0,105
TIT 0,736 0,920 1 n/a 0,977 1 0,700 0,980 0,706 0,932 0,7700 0,895
rs852977 A/A 0,396 0,451 0,821 0,753 0,670 0,837 0,389 0,680 0,483 0,420 0,4870 0,515
A/G 0,491 0,434 0,155 0,224 0,284 0,163 0,467 0,260 0,413 0,455 0,3720 0,410
G/IG 0,113 0,115 0,024 0,024 0,045 0 0,144 0,060 0,105 0,125 0,1420 0,075

41



Tabela 5 continuagéo

Populacéo

Loco Gendtipo ASW CRu CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI BRA
rs10264272 c/IC 0,830 1 0,988 n/a n/a 0,988 0,567 0,939 0,727 0,989 0,6900 0,950
CIT 0,170 0 0,012 n/a n/a 0,012 0,367 0,061 0,252 0,011 0,2830 0,045
TIT 0 0 0 n/a n/a 0 0,067 0 0,021 0 0,0270 0,005

rs4986913 c/IC n/a 1 0,988 n/a n/a 1 n/a 0,979 n/a n/a 1 1

cIT n/a 0 0,012 n/a n/a 0 n/a 0,021 n/a n/a 0 0

TIT n/a 0 0 n/a n/a 0 n/a 0 n/a n/a 0 0
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Para o loco rs4986913 foi encontrado somente o alelo C na populagdo brasileira. Esse
mesmo loco, quando comparado com as outras 11 populacBes, existem as frequéncias alélicas
e genotipicas em somente 5 das populacbes (CEU, CHB, JPT, MEX e YRI), e dessas em
somente duas (CHB e MEX) sdo encontrados os dois alelos, sendo o T em frequéncia baixa:
0,006 e 0,01 respectivamente.

Quando realizado o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo brasileira ndo
foi encontrado nenhum valor de p significativo, indicando que os locos genotipados estdo de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 6). Foi utilizado um p=0,002 devido a

corregdo de Bonferroni em analises multiplas.

Tabela 6: Heterozigozidade observada e esperada na populacdo brasileira para os 20 locos. N&o foi encontrado

valor de p significativo (p=0,002).

Loco Heterozigozidade Valor p
Observada Esperada

rs1801133 0,517 0,453 0,058
rs1801131 0,338 0,401 0,032
rs1695 0,485 0,451 0,346
rs1051266 0,474 0,500 0,477
rs1138272 0,065 0,072 0,237
rs11545078 0,140 0,130 0,603
rs2236225 0,535 0,489 0,195
rs 1800462 0,065 0,072 0,238
rs 1800460 0,055 0,053 1,000
rs1142345 0,076 0,092 0,062
rs1800584 0,045 0,044 1,000
rs717620 0,330 0,302 0,242
rs1122608 0,266 0,318 0,024
rs10821936 0,464 0,469 1,000
rs7270101 0,237 0,254 0,389
rs17323225 0,060 0,058 1,000
rs17011368 0,105 0,099 1,000
rs852977 0,410 0,404 1,000
rs10264272 0,045 0,053 0,131
rs4986913 monomorfico

Foi medido o indice de fixacdo (Fst) na populacdo brasileira dividida nas cinco regides
geopoliticas brasileiras. O Fst encontrado entre as regides brasileiras na analise par a par nao
teve nenhum valor de p significativo, indicando que ndo ha diferenciacdo entre as regides

brasileiras e toda a populacdo pode ser tratada como uma sé (Tabela 7). Quando analisados 0s



44

locos separadamente foi encontrado valor de Fst significativo entre a populagio CO e N no
loco rs1695 (0,036), CO e NE no loco rs1801133 (0,052), CO e S para o loco rs1142345
(0,078), N e S no loco rs1800462 (0,058) e nas populacbes S e SE no loco rs1800462 (0,058)
(Apéndice 19,

Apéndice 20 e Apéndice 21). Apesar de encontrado valor de Fst significativo, a
diferenciacdo entre as populacdes é pequena.

Tabela 7: Fst estimado na anéalise par a par das regides brasileiras para os 20 SNPs farmacogenéticos.

CO NE N SE S
(6{0) - 0,081+-0,028 0,306+-0,047 0,414+-0,036 0,243+-0,054
NE 0,0092 - 0,567+-0,045 0,135+-0,036 0,54+-0,042
N 0,0025 -0,0005 - 0,342+-0,055 0,288+-0,057
SE -0,0006 0,0058 0,0026 - 0,189+-0,043
S 0,0029 -0,0021 0,0027 0,0039 -

Para verificar a diferenca entre a populagdo brasileira e as populagcbes do HapMap em
todos os locos, as populacBes foram divididas par a par e foi realizado o teste AMOVA
(andlise da variancia molecular), obtendo-se Fst e o valor de significincia de cada loco entre

as populagGes (tabelas Apéndice 1) e o Fst considerando todos os locos (Tabela 8).

Tabela 8: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par, considerando todos os locos disponiveis
entre elas. Na diagonal inferior estdo os valores de Fst e na diagonal superior seus respectivos valores de

significancia (p).

BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - <0,01 0,36 <0,01 <001 <001 <0,01 <001 <0,01 <0,01 0,054 <0,01
ASW 0,044 - <0,01 <0,01 <0,01 <001 <0,01 <001 <001 <001 <001 <0,01
CEU <0,001 0,043 - <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <001 <001 <0,01 <0,01
CHB 0,035 0,098 0,055 - 0,14 <001 <0,01 <001 <0,01 <0,01 <001 <0,01
CHD 0,029 0,065 0,044 0,002 - <0,01 0,054 <0,01 <001 <001 <001 <0,01
GIH 0,021 0,061 0,023 0,083 0,061 - <0,01 <0,01 <0,01 <001 <0,01 <0,01
JPT 0,039 0,103 0,066 0,007 0,005 0,077 - <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
LWK 0,076 0,023 0,080 0,145 0,114 0,104 0,140 - <0,01 <0,01 <0,01 0,06
MEX 0,032 0,100 0,033 0,095 0,094 0,061 0,116 0,148 - <0,01 <0,01 <0,01
MKK 0,059 0,052 0,069 0,126 0,101 0,071 0,104 0,021 0,142 - <0,01 <0,01
TSI 0,004 0,068 0,004 0,036 0,038 0,041 0,051 0,109 0,040 0,093 - <0,01
YRI 0,065 0,016 0,079 0,118 0,083 0,101 0,107 0,004 0,157 0,021 0,103 -
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Foi encontrado valor de Fst significativo para a maioria das comparagdes par a par
entre as populacBes, ndo tendo valor de p significativo as comparacbes BRA-CEU, BRA-TSI,
CHB-CHD, CHD-JPT, LWK-YRI. A populagdo brasileira apresentou menor diferenca
genética com as populagdes EUR (0,0001) e TSI (0,004), ndo apresentando valor de Fst
significativo com essas populacdes, indicando que ndo had diferenciacdo entre elas. A maior
diferenciacdo foi com a populagdo LWK (0,0759) seguida pela YRI (0,0655) e MKK
(0,0594), que sdo populacdes africanas, e ASW (0,0437) que é formada pelos afro-
americanos, por isso menos diferenciada do que as outras com a populacdo brasileira e
também as europeias e asiaticas.

As populagbes asiaticas apresentam baixo valor de Fst entre elas (CHB, CHD e JPT),
assim como as europeias (CEU e TSI) e africanas (LWK, MKK e YRI) com valor de p ndo
significativo para a maioria dos locos (Apéndice 1 a Apéndice 18). Quando considerado todos
os locos possiveis na andlise do Fst, somente a populacdo europeia pode ser agrupada (CEU e
TSI).

De acordo com o Fst e valor de p encontrado para cada loco as populagcdes foram
agrupadas em blocos de acordo com ancestralidade geogréfica, sendo desconsideradas do
agrupamento populacdes miscigenadas (ASW com as africanas e BRA com as europeias,
MEX e GIH ndo sendo agrupadas com nenhuma outra). Para o loco rs1801133 (Apéndice 1) a
maioria das populacdes apresenta valor de Fst significativo, podendo ser agrupadas as
populacbes CHD e JPT, e LWK, MKK e YRI. J& nos locos rs1801131 (Apéndice 2),
rs1051266 (Apéndice 4) e rs1122608 (Apéndice 11) é possivel agrupar as europeias (CEU e
TSI), asiaticas (CHB, CHD e JPT) e duas africanas (LWK e MKK). Sé é possivel agrupar a
populagdo CHB e CHD, e a MKK e YRI para o loco rs1695 (Apéndice 3). Esse polimorfismo
apresenta variacdo de frequéncia entre as populacdes e dentro de populagdes com a mesma
ancestralidade. No loco rs1138272 (Apéndice 5) é possivel agrupar as populagdes CEU e TSI,
CHB e JPT, e LWK e MKK. Foram agrupadas somente as popula¢des africanas (LWK, MKK
e YRI) para 0 loco rs11545078 (Apéndice 7). No loco rs2236225 foram agrupadas as
populacbes CEU e TSI; CHB, CHD e JPT; LWK e YRI (Apéndice 8). Ja nos locos rs7270101
(Apéndice 12), rs17323225 (Apéndice 13) e rs17011368 (Apéndice 14) foram agrupadas as
populacbes CEU e TSI; CHB e JPT; e LWK, MKK e YRI. As populacées CEU e TSI, CHB e
JPT, MKK e YRI foram agrupadas no loco rs10264272 (Apéndice 17). No loco rs4986913
(Apéndice 18) foi possivel agrupar apenas a populacdo CHB e JPT, sendo que das 6

populagdes com gendtipos disponiveis no HapMap apenas duas apresentaram o alelo C.
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E possivel agrupar todas as populagdes europeias (CEU e TSI), asiticas (CHB, CHD
e JPT) e africanas (LWK, MKK e YRI) para os locos rs717620 (Apéndice 6), rs10821936
(Apéndice 12) e rs852977 (Apéndice 16). J& no loco rs1800584 (Apéndice 10) existem dados
somente para as populacGes europeias, que ndo apresentam Fst significativo entre elas nem
com a populagdo brasileira.

Quando comparada a populacdo brasileira e as outras foi encontrado pelo menos um
valor de Fst significativo entre a BRA e as do HapMap. Na populacdo CEU foi encontrado em
somente um loco (Fst=0,024, loco rs1695) (Tabela 9).

Tabela 9: Valores de Fst da populacdo brasileira com as populagdes do HapMap. Os valores em negrito indicam

valor de p significativo. n/d= genétipo ndo disponivel, *=loco monomdrfico para as populacgdes.

Loco ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
rs1801133 0,095 -0,001 0,031 -0,004 0,067 -0,004 0,151 0,013 0,175 0,024 0,154
rs1801131 0,027 0,004 0,004 0,007 0,026 0,018 0,019 0,013 -0,002 <0,001 0,077
rs1695 0,030 0,004 0,050 0039 -0,004 0,242 0,050 0,078 -0,001 -0,001 0,005
rs1051266 -0,004 0,000 -0,003 -0,004 0,011 0,008 0,123 0,029 0,170 -0,002 0,093
rs1138272 -0,002 0,024 0,016 n/d 0,024 0,016 0,008 0,018 -0,0010 0,003 0,024
rs11545078 -0,004  n/d n/d -0,004 0,055 0,024 -0,004 n/d -0,002 -0,003 -0,001
rs2236225 0,093 -0,002 0,093 0,110 0,002 0,046 0,070 0,055 0,002 -0,004 0,117
rs1142345 0,007 0,001 0,022 0,000 0,004 0,008 0,033 0,004 0,006 0,022 -0,002
rs1800584 n/d 0,006 n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d 0,004 n/d

rs717620 0,068 -0,002 -0,001 -0,002 0043 -0,004 0,103 0,007 0079 -0,003 0,099
rs1122608 0101 0,003 0,038 0055 0,001 0035 00106 -0,003 0,091 0,004 0,149
rs10821936 0068 0,004 0,002 -0,004 0,101 0,002 0081 -0,003 0,069 -0,003 0,059
rs7270101 nd 0,002 0092 n/d 0,067 0091 -0001 0028 -0,003 0,005 0,007
rs17323225 0,002 -0,003 0,009  n/d 0,003 0012 0004 0008 0013 -0,001 0,018
rs17011368 0040 0,003 0,026  n/d 0,018 0026 0062 0023 0067 -0002 0,027
rs852977 0,009 0002 0,083 0052 0018 0104 0018 0014 <0001 0,008 0,001
rs10264272 0040 0,016 0,007  n/d n/d 0,007 0,241 -0,005 0,081 0,008 0,106
rs4986913 n/d * 00050 n/d n/d * n/d 0,007 n/d n/d *

Para saber se a ancestralidade tem relacdo com o os alelos dos locos escolhidos, foi
feita a correlagdo entre a ancestralidade e os locos na populagdo brasileira (Tabela 10). Os

dados sobre a ancestralidade das amostras utilizadas estdo no trabalho de Lins e cols, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801131
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1695
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1051266
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1138272
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs11545078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2236225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1142345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=717620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1122608
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10821936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=7270101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17323225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17011368
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=852977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=10264272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4986913
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Tabela 10: Coeficiente de associacdo entre os locos e a ancestralidade na populagdo brasileira. *p<0,05 e
*x
p<0,01.

Ancestralidade

Loco Alelo EUR AFR AMR
rs1801133 T 0,029 -0,028 -0,002
rs1801131 C 0,013 -0,004 -0,009
rs1695 G -0,044* 0,036* 0,009
rs 1051266 A -0,043* 0,016 0,027*
rs11545078 T 0,047 -0,024 -0,024
rs2236225 A 0,055* -0,05** -0,005
rs 1800462 G 0,082 -0,128** 0,018
rs1800460 A -0,009 0,025 -0,021
rs1142345 G -0,022 0,03 -0,009
rs 1800584 A 0,004 0,026 -0,055
rs717620 T 0,015 -0,006 -0,009
rs1122608 T 0,049 -0,022 -0,029
rs10821936 C -0,013 0,012 0,001
rs7270101 C 0,032 -0,014 -0,019
rs17323225 G 0,03 0,004 -0,051
rs17011368 G -0,03 0,026 0,005
rs852977 G -0,004 0,013 -0,009
rs10264272 T -0,179** 0,067 0,082**
rs4986913 monomarfico

Foi encontrada associacao significativa entre a ancestralidade e alelos em 6 dos 20
locos, para os outros locos ndo houve correlacdo significativa. Nos locos com coeficiente de
associacao significativo, 0 mesmo € baixo entre o alelo e a ancestralidade, sendo maior entre o
alelo T do loco rs1138272 e a ancestralidade africana (-0,111, p=0,01), o alelo G do loco
rs1800462 e a ancestralidade africana (-0,128, p=0,004), e 0 alelo T do loco rs10264272 e a
ancestralidade europeia (-0,179, p<0,001).

Utilizando os dados obtidos no HapMap foi possivel calcular a ancestralidade na
populacio ASW e MEX, escolhidas por serem populagbes miscigenadas assim como a
brasileira. Os dados de ancestralidade dessas duas populacdes foram retirados do trabalho de
Lins e cols. 2010b. A populagio ASW tem maior propor¢do de ancestralidade africana
(77,2%) e a MEX de ancestralidade amerindia e europeia (47,2% e 45,6% respectivamente).
Foi calculado o indice de associagdo da ancestralidade com os polimorfismos
farmacogenéticos também nessas duas populagdes. Na populacdo ASW foram encontrados 2
locos com correlagdo negativa com a ancestralidade africana e 1 com correlagdo positiva com
ancestralidade europeia e negativa com a africana (Tabela 11). Ja na MEX foram encontrados
4 locos correlacionados com a ancestralidade e 3 locos monomorficos (Tabela 12). A
associacdo nas populagdes, de modo geral, ocorreu em locos e ancestralidades diferentes em

cada uma delas.
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Tabela 11: Coeficiente de associagdo entre os locos e a ancestralidade na populacdo ASW. *p<0,05 e **p<0,01.

Ancestralidade

Loco Alelo EUR AFR AMR
rs1801133 A -0,053 0,031 0,004
rs1801131 G 0,082 -0,013 -0,070
rs1695 G 0,044 -0,033 0,016
rs1051266 C 0,081** -0,033* -0,017
rs1138272 T -0,175 0,017 0,049
rs11545078 A -0,041 0,060 -0,041
rs2236225 A -0,083 0,017 0,024
rs1142345 C 0,054 -0,058* 0,028
rs717620 T 0,005 0,000 -0,003
rs1122608 T -0,085 -0,004 0,037
rs10821936 C 0,044 -0,049** 0,023
rs17323225 C -0,164 -0,036 0,066
rs17011368 C -0,060 0,029 0,003
rs852977 G -0,040 0,022 0,003
rs10264272 T -0,070 0,005 0,029

Tabela 12: Coeficiente de associagdo entre os locos e a ancestralidade na populagdo MEX. *p<0,05 e **p<0,01.

Ancestralidade

Loco Alelo EUR AFR AMR
rs1801133 A -0.093* 0.018 0.067
rs1801131 G 0.084 -0.026 -0.043
rs1695 A 0.106* -0.009 -0.082*
rs1051266 T -0.071 0.004 0.056
rs1138272 T 0.143 -0.023 -0.092
rs2236225 G 0.022 0.018 -0.036
rs1142345 C -0.047 -0.009 0.050
rs717620 T -0.011 -0.001 0.010
rs1122608 T 0.128* -0.024 -0.083
rs10821936 C 0.002 -0.011 0.010
rs7270101 C 0.026 0.082* -0.103
rs17323225 T monomorfico
rs17011368 T monomérfico
rs852977 G 0.012 -0.030 0.021
rs10264272 T -0.009 -0.048 0.056
rs4986913 G monomorfico

Os locos presentes no mesmo gene foram analisados quanto ao desequilibrio de
ligacdo na populagdo brasileira e também nas outras 11 populagdes (Tabela 13). Na populagéo
brasileira foi encontrado desequilibrio de ligacdo entre os locos rs1800460 e rs1142345 no
gene TPMT, e rs17323225 e rs17011368 no gene XDH. Apesar de estarem em desequilibrio
de ligacdo os 2 locos de cada gene devem ser genotipados pois ndo sdo TagSNPs, segundo a

analise estatistica utilizando o algoritmo Tagger do Haploview (Barrett e cols. 2005). Sé ndo
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foi encontrado desequilibrio de ligagdo na populagdo ASW, LWK, MKK e YRI, todas
africanas. Nas outras populacGes foi encontrado desequilibrio de ligacdo em pelo menos 1
gene. Foi encontrado TagSNP no gene XDH nas populagbes CEU, GIH, MEX e TSI, e no
gene CYP3A na populacdo CHB. Nesses casos é necessaria a genotipagem de somente um

dos dois SNPs desses genes para se obter a informacdo genética do outro.

Tabela 13: Valores de D’ e r* para os locos de mesmo gene na populagdo brasileira e nas populagdes do
HapMap. Locos: 1= rs1801133, 2= rs1801131, 3= rs1695, 4= rs1138272, 5= rs1800462, 6= rs1800460, 7=
rs1142345, 8= rs1800584, 9= rs17323225, 10= rs17011368, 11= rs10264272 e 12= rs4986913. Os locos 1 e 2
pertencem ao gene MTHFR; o 3 e 4 ao gene GSTP1; locos 5, 6, 7 e 8 ao gene TPMT; 9 e 10 ao gene XDH; e 11

e 12 ao gene CYP3A. n/d indica gendtipo ndo disponivel no HapMap, e * que pelo menos um dos locos é

monomorfico.
Locos
Populacéo le2 3e4 5e6 5e7 5e8 6e7 6e8 7e8 9el0 1llel2
BRA D' 0,356 0,587 1 1 1 1 0,061 0,017 0,910
rr 0026 0026 0001 0002 0001 0514 0,003 0 0,462 *
ASW D' 1 1 1
rr 0033 0028 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 0,08 n/d
CRU D' 1 1 1
rr 0231 0157 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 0,987 *
CHB D' 1 1
rz 0,257 * n/d n/d n/d n/d n/d n/d * 1
CHD D' 0,861
r 0103 n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d
GIH D' 1 1 1
rr 0133 0,203 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 1 n/d
JPT D' 1
r 0,129 * n/d n/d n/d n/d n/d n/d * *
LWK D' 1 1 1
r 0022 00100 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 0,061 n/d
MEX D' 1 1 1 1
r 018 0077 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 1 0,245
MKK D' 1 1 1
rr 0,033 0,046 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 0,029 n/d
TSI D' 1 1 1
rr 0398 0151 n/d n/d n/d n/d n/d n/d 0,870 n/d
YRI D' 1 1
* n/d n/d n/d n/d n/d n/d *

r? 0,014 0,022
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5.2. ANCESTRALIDADE E POLIMORFISMOS
FARMACOGENETICOS EM CRIANCAS COM LLA

5.2.1. Ancestralidade Biogeogréafica

A genotipagem foi realizada de forma répida utilizando multiplex. Dos 28 AlMs
descritos nos trabalho de Lins (2010), 7 apresentaram problemas durante a genotipagem sendo
retirados dos multiplex. Foram entdo utilizados 21 AIMs distribuidos em 3 painéis multiplex.
As frequéncias alélicas dos 21 locos genotipados nos pacientes com LLA e na populacdo

brasileira estdo na Tabela 14.
Tabela 14: Frequéncias alélicas dos 21 AIMs nos pacientes com LLA e na populacdo brasileira total e separada

por regido geopolitica.

Loco Alelo LLA Cco NE N SE S BRA
rs1426654 A 0,658 0,675 0,716 0,736 0,795 0,855 0,755
G 0,342 0,325 0,284 0,264 0,205 0,145 0,245

rs2065160 C 0.268 0,321 0,171 0,333 0,231 0,122 0,235
T 0,732 0,679 0,829 0,667 0,769 0,878 0,765

rs4305737 A 0,595 0,488 0,434 0,597 0,436 0,346 0,460
C 0,405 0,513 0,566 0,403 0,564 0,654 0,540

rs727563 C 0,505 0,423 0,527 0,347 0,462 0,353 0,422
T 0,495 0,577 0,473 0,653 0,538 0,647 0,578

rs734780 C 0,362 0,385 0,324 0,347 0,269 0,278 0,321
T 0,638 0,615 0,676 0,653 0,731 0,722 0,679

rs730570 A 0,647 0,600 0,605 0,625 0,564 0,658 0,610
G 0,353 0,400 0,395 0,375 0,436 0,342 0,390

rs1129038 C 0,805 0,688 0,737 0,681 0,744 0,577 0,685
T 0,195 0,313 0,263 0,319 0,256 0,423 0,315

rs1240709 A 0,500 0,463 0,592 0,500 0,615 0,679 0,570
G 0,500 0,538 0,408 0,500 0,385 0,321 0,430

rs3796384 C 0,426 0,400 0,382 0,400 0,436 0,205 0,365
G 0,574 0,600 0,618 0,600 0,564 0,795 0,635

rs2278354 A 0,592 0,713 0,645 0,694 0,731 0,859 0,728
C 0,408 0,288 0,355 0,306 0,269 0,141 0,272

rs3176921 C 0,505 0,611 0,684 0,500 0,625 0,450 0,574
T 0,495 0,389 0,316 0,500 0,375 0,550 0,426

rs2814778 C 0,295 0,111 0,146 0,078 0,200 0,080 0,123
T 0,595 0,889 0,854 0,922 0,800 0,920 0,877

rs285 C 0,405 0,804 0,609 0,569 0,477 0,729 0,638
T 0,595 0,196 0,391 0,431 0,523 0,271 0,362

rs1480642 C 0,747 0,750 0,769 0,588 0,859 0,892 0,772
T 0,253 0,250 0,231 0,413 0,141 0,108 0,228




Tabela 14 continuagdo

Loco Alelo LLA Cco NE N SE S BRA
rs6034866 A 0,298 0,118 0,150 0,150 0,154 0,092 0,133
G 0,702 0,882 0,850 0,850 0,846 0,908 0,867

rs7349 Cc 0,495 0,722 0,913 0,813 0,910 0,905 0,853
T 0,505 0,278 0,088 0,188 0,090 0,095 0,147

rs803733 Cc 0,516 0,681 0,713 0,650 0,705 0,757 0,701
T 0,484 0,319 0,288 0,350 0,295 0,243 0,299

s222541 Cc 0,554 0,757 0,795 0,625 0,688 0,973 0,767
G 0,446 0,243 0,205 0,375 0,313 0,027 0,233

1s267071 A 0,526 0,52 0,646 0,548 0,500 0,520 0,547
G 0,473 0,48 0,354 0,452 0,500 0,480 0,453

rs310612 A 0,585 0,359 0,368 0,339 0,419 0,352 0,367
G 0,415 0,641 0,632 0,661 0,581 0,648 0,633

rs730086 Cc 0,526 0,500 0,563 0,597 0,564 0,722 0,589
T 0,474 0,500 0,438 0,403 0,436 0,278 0,411
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Quando realizado o teste do EHW nos pacientes com LLA ndo foi encontrado nenhum
loco em desequilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,002) (Tabela 15).

Tabela 15: Heterozigozidade observada e esperada nos pacientes com LLA para os 21 marcadores de

ancestralidade. Ndo foi encontrado valor de p significativo (p=0,002).

Heterozigozidade

Loco Observada Esperada Valor p
rs 1426654 0,400 0,444 0,717
rs2065160 0,436 0,441 1
rs4305737 0,425 0,506 0,354
rs727563 0,590 0,495 0,325
rs734780 0,359 0,48 0,173
rs730570 0,400 0,486 0,327
rs1129038 0,425 0,435 1
rs1240709 0,575 0,503 0,523
rs3796384 0,400 0,486 0,327
rs2278354 0,375 0,149 0,699
rs3176921 0,111 0,503 0,032
rs2814778 0,222 0,209 1
rs285 0,043 0,322 0,003
rs1480642 0,022 0,380 0,02
rs6034866 0,237 0,212 1
rs7349 0,444 0,407 0,693
rs803733 0,583 0,441 0,061
rs222541 0,324 0,373 0,408
rs267071 0,480 0,509 1
rs310612 0,656 0,468 0,025
rs 730086 0,500 0,507 1
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Utilizando o programa Structure 2.3.3 foi obtida a ancestralidade individual dos
pacientes. O valor médio de ancestralidade encontrada nos pacientes com LLA foi comparado
com o valor encontrado na populacdo brasileira apresentados no trabalho de Lins (2010)
(Tabela 16). A ancestralidade europeia ¢ predominante em todas as populagbes consideradas,
seguida pela africana e por Ultimo a amerindia. A maior ancestralidade europeia foi
encontrada na populacdo da regido Sul e a menor nos pacientes com LLA. O maior valor de
ancestralidade africana foi encontrado nos pacientes com LLA e o menor na regido Sul. A
maior ancestralidade amerindia foi encontrada na populagdo Norte e o menor na populagdo do
Sul.

Tabela 16: Ancestralidade Europeia, Africana e Amerindia nos pacientes com LLA e na populagdo brasileira.

Populacéo EUR AFR AMR
LLA 0,517 0,320 0,163
Centro-Oeste 0,591 0,247 0,162
Nordeste 0,630 0,217 0,153
Norte 0,577 0,232 0,191
Sudeste 0,655 0,208 0,137
Sul 0,777 0,124 0,099
Brasil 0,646 0,206 0,148

Para wverificar se existe diferenciacdo entre o0s pacientes e populagcdo brasileira foi
realizado o teste de analise de variancia molecular, a AMOVA. O teste foi realizado par a par

entre a populacdo LLA e as populagOes brasileiras para todos os locos (Tabela 17).

Tabela 17: Valores de Fst da comparacdo par a par entre os pacientes com LLA e a populacdo brasileira total e

dividida por regides geopoliticas. Valores em negrito indicam p<0,05.

Loco Fst-CO Fst-NE Fst-N Fst-SE Fst-S Fst- BRA
rs 1426654 -0,008 -0,002 0,004 0,035 0,082 0,019
rs2065160 -0,002 0,017 0,001 -0,005 0,05 -0,001
rs4305737 0,014 0,042 -0,01 0,041 0,108 0,033
rs727563 0,004 -0,009 0,04 -0,005 0,036 0,009
rs734782 -0,008 -0,006 -0,009 0,01 0,006 0
rs730570 -0,004 -0,005 -0,009 0,006 -0,009 -0,001
rs1129038 0,03 0,005 0,034 0,002 0,117 0,032
rs1240709 -0,006 0,008 -0,01 0,017 0,054 0,006
rs3796384 -0,008 -0,005 -0,009 -0,009 0,091 0,004
rs2278354 0,022 -0,004 0,012 0,031 0,14 0,038

rs3176921 -0,008 0,047 -0,012 0,01 -0,009 0,001
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Tabela 17 continuagéo

Loco Fst-CO Fst-NE Fst-N Fst - SE Fst-S ESF:A
rs2814778 0,051 0,043 0,11 0,007 0,103 0,088
rs285 0,253 0,067 0,042 -0,003 0,174 0,098
rs 1480642 -0,01 -0,008 0,05 0,027 0,052 -0,003
rs6034866 0,074 0,047 0,047 0,044 0,101 0,081
rs7349 0,09 0,299 0,179 0,295 0,287 0,278
rs803733 0,044 0,067 0,027 0,062 0,103 0,067
rs222541 0,074 0,108 0,001 0,028 0,317 0,098
rs267071 0,496 0,51 0,498 0,496 0,496 0,501
rs310612 0,087 0,081 0,102 0,045 0,092 0,085
rs730086 -0,008 -0,006 0,001 -0,006 0,066 0,004

Quando comparada a populacdo dos pacientes com LLA e populacdo BRA para os 21
locos informativos de ancestralidade foi encontrado valor de Fst significativo para 12 deles,
sendo esse valor baixo para a maioria dos locos, mas com valor alto nos locos rs7349 (0,278,
p<0,05) e rs267071 (0,501, p<0,05). O maior nimero de locos com valor de Fst significativo
foi encontrado com a populagdo Sul (18 locos) e o menor numero de locos com a populacdo
Centro-Oeste (5 locos).

Considerando todos os locos para a AMOVA se observa que a populagdo dos
pacientes com LLA se diferencia de todas as outras populagdes, assim como a populagcdo da
regido Sul (Tabela 18). A regido Sudeste se diferencia das populacbes do Centro-Oeste e
Nordeste. N&o foi encontrado valor de Fst significativo entre as outras populagbes. O maior
valor de Fst encontrado foi de 0,095 (p<0,01) entre os pacientes com LLA e a populacdo da
regido Sul. Essa maior diferenciacdo ja era esperada, ja que no Fst loco a loco foi encontrada
um maior ndmeros de locos com diferenciacdo entre essas duas populagfes, assim como
foram as populagbes com ancestralidade biogeografica menos parecida. A diferenciacdo total
encontrada no teste AMOVA entre as populacbes foi de 93,4% da variacdo dentro das

populacGes e 6,6% entre as populagdes.
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Tabela 18: Matriz do Fst e p entre a populagdo brasileira e 0s pacientes com LLA comparadas par a par,

considerando todos os locos disponiveis entre elas. Na diagonal inferior estdo os valores de Fst e na diagonal

superior seus respectivos valores de significancia (p). Valores em negrito indicam valor significativo de Fst.

LLA BRA 6{0) NE N SE S
LLA - <0,01 0,009 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
BRA 0,045 - 0342 0775 0,063 058 0,009
co 0,016 0,001 - 0,099 0937 0,045 <0,01
NE 0,046 -0,003 0,005 - 0,072 0865 <0,01
N 0,027 0006 -0,008 0,011 - 0,009 <0,01
SE 0,051 -0001 0,010 -0006 0,017 - <0,01
S 0,095 0,018 0,044 0,024 0,058 0,019 -
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5.2.2. Polimorfismos Farmacogenéticos

Dos 20 SNPs farmacogenéticos genotipados na populagdo brasileira, os 9 pertencentes
ao multiplex 1 foram genotipados nos 95 pacientes com LLA. As frequéncia allicas desses 9
locos foram comparadas com as encontradas nas populagdo BRA (Tabela 19). Nos pacientes
com LLA foram encontrados 3 locos monomorficos (rs1138272, rs1800462 e rs1800584).
Esses mesmos locos apresentaram baixa frequéncia na populacdo brasileira dos alelos ndo

encontrados nos pacientes com LLA.

Tabela 19: Frequéncias alélicas de 9 locos farmacogeneticos nos pacientes com LLA e na populagéo brasileira.

Loco Alelo LLA BRA
rs1801133 C 0,679 0,655
T 0,321 0,345

rs1695 A 0,584 0,658
G 0,416 0,343

rs1138272 C 1,000 0,963
T 0,000 0,038

rs11545078 C 0,915 0,930
T 0,085 0,070

rs2236225 C 0,589 0,578
T 0,411 0,423

rs 1800462 C 1,000 0,962
G 0,000 0,038

rs 1800460 A 0,016 0,028
G 0,984 0,973

rs1800584 A 0,000 0,023
G 1,000 0,978

rs717620 A 0,147 0,185
G 0,853 0,815

Nenhum dos 9 locos esta em desequilibrio de Hardy-Weinberg nos pacientes no LLA
(Tabela 20), assim como na populacdo BRA (Tabela 6).

Tabela 20: Heterozigozidade observada e esperada nos pacientes com LLA para 0s 9 locos. Nédo foi encontrado

valor de p significativo (p<0,05).

Heterozigozidade

Loco Observada Esperada Valor p
rs1801133 0,432 0,438 1
rs1695 0,474 0,488 0,834

rs1138272 Loco Monomérfico -
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Tabela 20 continuagéo

Heterozigozidade

Loco Observada Esperada Valor p
rs11545078 0,128 0,157 0,124
1s2236225 0,484 0,487 1
rs 1800462 Loco Monomobrfico -
rs 1800460 0,032 0,031 1
rs1800584 Loco Monomoérfico -
rs717620 0,274 0,253 0,684

A fim de verificar diferenciacdo entre os pacientes com LLA e a populacdo brasileira
para os locos farmacogenéticos foi realizada a AMOVA. O valor de Fst e para cada loco entre
as duas populacdes estdo na Tabela 21. Foi encontrado valor de Fst significativo em dois
locos, porém o valor é pequeno (0,024 para os locos rs1138272 e rs1800462), sendo esses
dois locos monomdrficos nos pacientes com LLA. Quando considerados todos os locos na
analise ndo foi encontrado valor de Fst significativo (Fst= 0,001, p=0,108) indicando n&do

diferenciagdo entre as duas amostras.

Tabela 21: Valores de Fst e p entre as popula¢gdes BRA e LLA para nove locos farmacogenéticos. Em negrito

valores de Fst com valor de p significativo (p<0,05).

Loco Fst Valor p
rs1801133 -0,003 0,550
rs1695 0,008 0,094
rs1138272 0,024 0,013
rs717620 0,001 0,298
rs11545078 -0,002 0,628
rs2236225 -0,004 0,780
rs1800462 0,024 0,013
rs1800460 -0,001 0,401
rs 1800584 0,013 0,068

Para saber se a ancestralidade tem relacdo com o os alelos dos locos escolhidos, foi

feita a correlagdo entre a ancestralidade e os locos nos pacientes com LLA (Tabela 22).
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Tabela 22: Coeficiente de associacdo entre os locos e a ancestralidade nos pacientes com LLA. Valores em

negrito apresentam p<0,01.

Ancestralidade

Loco Alelo EUR AFR AMR
rs1801133 T 0,001 -0,106 -0,009
rs1695 G -0,054 0,05 0,004
rs1138272 T Monomorfico
rs717620 A 0,01 0,005 -0,015
rs11545078 T 0,013 -0,023 0,009
1s2236225 A -0,023 -0,016 0,009
rs 1800462 G Monomorfico
rs1800460 A 0,128 0,021 0,003
rs 1800584 A Monomoérfico

Foi encontrada associacdo entre 3 locos e a ancestralidade. O loco rs1695 apresentou
correlacdo com a ancestralidade europeia (-0,054) e africana (0,050), e os locos rs717620 e
rs1800460 com a ancestralidade europeia. N&o foi encontrada nenhuma associacdo entre oS
alelos e a ancestralidade amerindia. O maior valor do coeficiente de associacdo foi encontrado
entre 0 loco rs1800460 e a ancestralidade europeia (0,128), sendo esse valor de correlagdo

baixo. Ndo foi encontrada correlagdo alta em nenhum dos locos com correlacéo significativa.
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6. DISCUSSAO
6.1. VARIABILIDADE DE POLIMORFISMOS
FARMACOGENETICOS EM UMA AMOSTRA DA POPULACAO
BRASILEIRA

A farmacogenética supde a utilizagdo de polimorfismos em genes envolvidos na
farmacocinética e farmacodindmica de medicamentos como ferramenta para uma melhor
prescricio de doses e mesmo drogas, melhorando o tratamento e minimizando efeitos
colaterais (Gardiner e Begg 2006; Kalow 2002). As drogas utilizadas no tratamento de
canceres apresentam grande variabilidade em sua efetividade e em seus efeitos colaterais,
sendo parte desta variabilidade creditada a variabilidade genética em genes farmacogenéticos
(Meyer 2004). Essa diferenca da resposta a drogas acontece entre individuos de uma mesma
populagdo e também entre diferentes populagdes (Kishi e cols. 2007; Ma e cols. 2010; Suarez-
Kurtz 2005).

No presente estudo foram genotipados 20 SNPs em genes relacionados a resposta a
drogas utilizadas no tratamento da LLA, com enfoque ao metotrexato, em 200 amostras da
populacdo brasileira com ancestralidade gendmica conhecida.

Foram encontrados os dois alelos de cada loco em pelo menos uma amostra para 19
dos 20 locos, sendo monomdrfico o loco rs4986913, na populagdo brasileira assim como em
outras populaces. Esse polimorfismo no citocromo P450 (CYP3A4*19) resulta em uma
alteracdo Pro467Ser e foi observado o alelo T (Ser) somente em asidticos com uma frequencia
de 0,02 em um estudo utilizando 72 individuos de diferentes etnias (Dai e cols. 2001). Esse é
um polimorfismo raro, aparecendo nos dados recuperados do HapMap com frequéncia de
0,006 nos asidticos (CHB) em 84 amostras e 0,01 nos mexicanos (MEX) em 75 amostras, ndo
sendo encontrado na outra populacdo asidtica, o JPT. Sendo monomdrfico nas demais
populacbes do HapMap.

Existem poucos estudos onde o0s polimorfismos estudos neste trabalho tenham sido
genotipados em outras amostras da populacdo brasileira. Para 13 deles a frequéncia na
populacdo brasileira era desconhecida. Um estudo caso-controle do gene MTHFR
(metiltetrahidrofolato  redutase) nos dois polimorfismos utilizados no presente  estudo

(677C>T e 1298A>C) em criangas com LLA encontrou correlacdo entre 0 SNP 677C>T e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4986913
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aumento no risco de desenvolvimento da LLA, enquanto ndo foi encontrada correlagdo com o
outro SNP (Franco e cols. 2001). Foram utilizados 71 pacientes com LLA e 71 sem LLA, e
apresentaram frequencia de 677C>T do genétipo CT= 48% nos pacientes e 69% no controle,
e no 1298A>C do gendtipo AC de 49% nos pacientes e 42% no controle (Franco e cols.
2001). Em outro estudo utilizando os mesmo polimorfismos também em pacientes com LLA
e controles ndo foi encontrada associacdo entre os polimorfismos e a LLA na populagéo total,
mas foi encontrado aumento de risco de desenvolver LLA em pacientes ndo brancos no SNP
1298A>C, e menor risco no SNP 677C>T também em pacientes ndo brancos (Zanrosso e
cols. 2006). Nesse estudo foram utilizadas amostras de 176 criangas com LLA e 199 pessoas
sem a doencga de trés regibes geopoliticas brasileiras (Sul, Sudeste e Nordeste). As frequéncias
encontradas no polimorfismo 677C>T do gendtipo heterozigoto foram de 33,9% nos
pacientes e 41,4% no controle, e no polimorfismo 1298A>C de 44,1% nos pacientes e 38,2%
no controle (Zanrosso e cols. 2006). Na amostra da populacdo brasileira utilizada a frequéncia
difere dos dois estudos, com frequencia de 51% para 0 genotipo heterozigoto do polimorfismo
677C>T e de 33% no 1298A>C. Essa diferenca nas frequéncias pode ocorrer devido ao
nimero de amostras utilizadas e muitas vezes restritas quanto a sua regido de origem.

A frequéncia do alelo G do gene RFC1 80A>G em uma amostra de 172 pessoas foi de
50% (Biselli e cols. 2008) e no presente estudo foi encontrada frequéncia de 52%, valores
préximos. Outro polimorfismo onde existe estudo na populacdo brasileira € o rs1695 no gene
GSTP1. Foi encontrada em 591 voluntarios a frequéncia de 0,687 do alelo A (Rossini e cols.
2002). Nesse estudo a populacdo foi dividida por autodeclaracdo de cor de pele em brancos,
mulatos e negros. Foi encontrada maior frequéncia de homozigotos nos brancos do que nos
negros e mulatos (Rossini e cols. 2002). Em 113 pacientes com LLA a frequéncia foi de 0,677
do alklo A, e em 221 controles foi de 0,686 do mesmo alelo, sendo encontrada associacao
entre 0 alelo G juntamente com outros genes de maior risco de desenvolver LLA (Canalle e
cols. 2004). Nas 200 amostras foi encontrada frequéncia do alelo A de 0,658. Frequéncias
muito proximas entre nosso estudo e o trabalho de Rossini, 2002.

No gene TPMT existem estudos nos polimorfismos *2, *3B e *3C. Em 202 individuos
a frequéncia encontrada foi no *2 de 2,2% do alelo G, no *3B de 0,2% do alelo G e no *3C de
1% no alelo G (Boson e cols. 2003). Em 116 pacientes com LLA a frequéncia foi no *2 de
0,4% do alelo G, no *3B ndo foi encontrado o alelo G, e no *3C de 0,9% no alelo G (Silva e
cols. 2008). No presente estudo a frequéncia encontrada foi de 3,8% do alelo G no *2, no *3B

de 2,8% do alelo G e no *3C de 4,8% no alelo G. As frequéncias encontradas foram maiores
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que nos dois estudos. O alelo G do polimorfismo TPMT*3C é mais frequente nas populaces
africanas do que nas outras (Tabela 4), se aproximando mais a frequencia encontrada na
populacdo brasileira com a da populacdo YRI. Para os outros dois polimorfismos do gene
TPMT néo é possivel comparar com dados do HapMap.

Um problema desses estudos é um ndmero muitas vezes pequeno de amostras
utilizadas, que podem ndo representar bem a populacdo brasileira. Em se tratando de estudos
de associacdo genética na populacdo brasileira a autodenominacdo de cor de pele ndo é um
preditor adequado se utilizado no sentido de ter grupos mais homogéneos. Ndo é incomum
encontrar em estudos de variabilidade genética ou mesmo em estudos de associacdo na
populagdo brasileira a utilizagdo da autodenominacdo de cor de pele como um critério para
formacdo de grupos supostamente menos heterogéneos, como no estudo de Zanrosso, 2006
em que a populacdo foi dividida em brancos e ndo brancos. A consequéncia de se utilizar
critérios como a autodenominagdo de cor de pele e de origem étnica em populaces
miscigenadas ndo € garantia de grupos homogéneos o que pode levar a obtencdo de resultados
espurios (Tang e cols. 2005).

Um dos critérios utilizados para a estratificacdo em estudos de associacdo € a
autodeclaracdo de cor de pele. Porém na populacdo brasileira ndo existe correlacdo a nivel
individual entre a cor de pele e a ancestralidade geografica. Um estudo realizado utilizando
176 AlIMs em 595 voluntarios da populacdo brasileira que autodeclaravam sua cor de pele e
com indice de pigmentacdo mensurado, ndo encontrou correlagdo entre a ancestralidade
biogeografica e o indice de pigmentacdo a nivel individual na populacdo brasileira, indicando
que a autodenominacdo ndo representa bem a ancestralidade do individuo na maioria dos
casos (Chiabai 2008). Para isso é necesséria a utilizagdo de marcadores informativos de
ancestralidade para uma correta estratificacdo populacional, se mostrando a melhor
ferramenta de estratificacdo populacional (Barnholtz-Sloan e cols. 2005).

Quando a populagdo brasileira foi dividida por regido geopolitica, ndo foi encontrada
diferenciacdo entre as regibes, ndo sendo encontrado nenhum valor de Fst significativo
quando analisadas todos os locos farmacogenéticos simultaneamente. Esse resultado indica
uma homogeneidade na frequéncia alélica dos polimorfismos estudados entre as regides
brasileiras. Quando analisados separadamente foi encontrado Fst significativo entre algumas
populagdes, porem esse valor ndo € alto, sendo o maior valor encontrado no SNP rs1142345
entre as populacbes CO e S (Fst=0,078). Esse valor encontrado indicando a diferenciacéo

populacional pode ser explicado pela histéria de formacdo da populacdo brasileira. O SNP
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rs1142345, por exemplo, tem frequéncia diferenciada entre as populages europeia e africana.
Na regido sul do Brasil predomina a ancestralidade europeia devido a intensa imigracdo de
italianos e alemdes para a regido durante o século XIX e XX, enquanto a regido Centro-Oeste
é mais homogénea e foi formada por populacBes das outras regides brasileiras. Nas amostras
utilizadas foi encontrada diferenciacdo com relacdo a ancestralidade entre as amostras da
regido Sul e as outras regides (Lins e cols. 2010a).

A populacdo brasileira ndo apresentou diferenciacdo entre as regides, podendo a nivel
populacional ser considerada homogénea. E importante em estudos de associagdo que a
populacdo seja homogénea, devendo ser estratificada no caso de populagbes miscigenadas.
Entender a diversidade genética das populacbes é importante em estudos farmacogenéticos
(Suarez-Kurtz 2005). Entendendo essa diversidade é possivel identificar grupos que podem se
beneficiar mais de uma droga, ou identificar efeitos colaterais que ndo foram vistos em outras
populacGes. Esses estudos em populagdes miscigenadas sdo importantes para diferentes
populagdes, j& que a maioria dos estudos é feito em populagBes europeias (Suarez-Kurtz
2005). A partir de estudos utilizando AIMs para inferir a estrutura populacional, se sugere que
em populagdes latinas seja realizada a corre¢cdo com a ancestralidade gendmica em estudos de
associacdo com doencas e resposta a drogas (Bryc e cols. 2010).

A populacdo brasileira apresenta maior similaridade com as frequéncias alélicas das
populacBes europeias (CEU e TSI), principalmente com a CEU. Essa tendéncia € confirmada
pela andlise de variancia entre as populacdes, onde a populacdo BRA ndo teve diferenciacdo
significativa com a CEU e TSI quando considerados todos os locos possiveis. A diferenciacdo
entre a populacdo BRA e as africanas (LWK, MKK e YRI) também foi menor do que a
diferenciacdo entre essas populagcbes e as europeias (Tabela 8), mostrando contribuicdo da
ancestralidade africana na miscigenacdo. Isso mostra que a populacdo BRA se assemelha mais
a populacdo europeia, e mais as populagdes africanas do que as populacdes europeias, assim
como os resultados obtidos utilizando 28 AIMs nas 200 amostras utilizadas. Utilizando 28
marcadores informativos de ancestralidade, os AIMs, foram encontrados uma ancestralidade
média na populacdo brasileira de 77,1% europeia, 14,3% africana e 0,85% de amerindia (Lins
e cols. 2010a). A maior diferenciacdo da populagdo BRA foi com as africanas, seguida das
asidticas e por Ultimo as europeias. Estudos em genética de populacbes tem mostrado
variagOes entre populagOes, principalmente entre cinco principais grupos, que sdo baseados na
ancestralidade biogeografica. A populacdo BRA apresentou diferenciacio com a CEU em

somente um loco (rs1138272) do gene GSTP1 (glutationa s-transferase), que tem frequéncia
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alélica do T de 0,09 em americanos com ascendéncia europeia (Watson e cols. 1998) e 0,097
na populacdo CEU, contra 0,038 da populacdo BRA. Nesse loco a populacdo brasileira ndo
apresentou diferenciagdo com a outra populagdo europeia, a TSI. Para este mesmo loco foi
encontrada correlacdo negativa com a ancestralidade africana (Tabela 10), ndo havendo
correlagdo com a ancestralidade europeia.

Em alguns locos ndo foi possivel agrupar as populacdes de acordo com a regido
geogréfica, pois as populacdes apresentaram valor de Fst significativo entre elas. Esse
resultado mostra que populagdes pertencentes a mesma regido geogréfica ndo podem ser
sempre agrupadas pois podem apresentar diferencas entre elas. Utilizando os dados da
ancestralidade foi feita a correlacdo entre a ancestralidade e os SNPs farmacogenéticos.
Foram encontrados seis locos correlacionados com a ancestralidade, ndo tendo nenhum dos
locos valor de correlagéo alto.

O loco rs1695 do gene GSTP1 varia entre e dentro das populacdes, sendo a populacéo
africana com menor frequéncia e a europeia com maior frequéncia do alelo G (Garte e cols.
2001), assim como nos dados do HapMap. Para o loco rs1051266 do gene RFC1 e o loco
rs10264272 do gene CYP3A5 ndo existem estudos com frequéncia em populagbes amerindias,
sendo o CYP3A5 raro em europeus (Kuehl e cols. 2001), ndo sendo encontrado o alelo T na
populacdo do HapMap. O loco rs2236225 do gene MTHFDL apresentou correlagdo positiva
com a ancestralidade europeia e negativa com a africana. E para o loco rs1800462 do gene
TPMT ndo existem informacfes genotipicas nas populagdes do HapMap, e apresentou
correlacdo negativa baixa com a ancestralidade europeia. A baixa correlacdo encontrada com
a ancestralidade indica que na populacdo brasileira, mesmo em locos com diferentes
frequéncias entre as populagdes, a ancestralidade geografica ndo tem grande influéncia na
frequéncia dos mesmos devido a intensa miscigenacdo da populacdo. Nas populacdes MEX e
ASW, miscigenadas assim como a populagdo brasileira, também ndo foi encontrada
correlacdo alta entre os locos e a ancestralidade. Os locos e ancestralidade em que foi
encontrada correlacdo também variam entre as populagdes. Nao é possivel inferir os alelos
nesses locos farmacogenéticos a partir da ancestralidade em nenhuma das populacGes
estudadas.

Um exemplo de que alelos exclusivos de algumas populagdes podem ser encontrados
em populacdes miscigenadas com predomindncia de outras populacdes é o estudo realizado
por Suarez-Kurtz, 2005 com o gene CYP2C9. Esse gene € importante em estudos

farmacogenéticos, sendo responsavel pela inativacdo de drogas clinicamente importantes,
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sendo um de seus polimorfismos, 0 CYP2C9*5, relatado como sendo encontrado somente em
populacGes de origem africana (Kirchheiner e Brockmoller 2005; Suarez-Kurtz e cols. 2005).
Mas nesse estudo esse polimorfismo foi encontrado em um individuo brasileiro que se
autodenominou branco. A ancestralidade genbmica dele revelou de 92% de contribuicdo
europeia, 7,5% africana e 0,5% amerindia. A analise dos irmdos e pais desse individuo
revelaram que a contribuicdo africana nesse caso tem origem materna, e consequentemente o
alelo CYP2C9*5 também (Suarez-Kurtz e cols. 2005).

Nos locos onde foi possivel ser feita a analise de DL foi encontrado foi encontrado DL
somente em dois locos no gene TPMT e dois locos no gene XDH na populagdo BRA, nao
sendo formados TagSNPs. Ja na populagdo europeia (CEU e TSI) foi encontrado DL em
todos os genes em que foi possivel ser feita a analise, e em nenhum gene nas populacGes
africanas. O desequilibrio de ligagdo deveria ser maior conforme a miscigenacdo entre as
populacBes parentais, sendo mais comum em populacbes miscigenadas, assim como a
brasileira. A miscigenagdo pode criar ou modificar correlagdes entre locos se as frequéncias
alélicas diferem muito entre as populagdes que deram origem a miscigenada (Chakraborty e
Weiss 1988). O padrdo de DL varia em diferentes populacbes de diferentes regides
geogréficas, mas mesmo entre populacdes pertencentes a uma mesma regido geografica existe
diferenca no padrdo de DL, sendo bastante variavel (Gu e cols. 2007; Liu e cols. 2004;
Sawyer e cols. 2005). O DL médio nos locos estudados foi menor na populacdo brasileira do
que nas outras populacdes, exceto nas africanas. O DL da populagdo brasileira pode ser um
artificio da combinacdo de forcas evolutivas e fatores demograficos. Na populacdo latina foi
encontrado menor desequilibrio de ligacdo em populagbes com maior proporcdo de
ancestralidade africana, enquanto populagbes com maior ancestralidade amerindia
apresentaram maior DL, e as populacbes com maior ancestralidade europeia um valor
intermediario de DL, ficando entre as amerindias e africanas (Bryc e cols. 2010). Na
populacdo do HapMap, as populagdes MEX e GIH que tem ancestralidade amerindia
apresentaram menor DL que as populacGes europeias. Nos locos estudados o maior DL foi
encontrado na populacdo europeia, seguido da MEX, GIH e asidticas, a brasileira e por Ultimo
as africanas, sem DL.

No presente trabalho foi abordado um estudo populacional de polimorfismos
farmacogenéticos relacionados a resposta a drogas utilizadas no tratamento da LLA na
populacdo brasileira. A correlacdo entre 0s locos e ancestralidade é baixa, com suas

frequéncias diferindo entre as populagdes, mesmo de uma mesma regido geografica. Os
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resultados desse trabalho indicam que na populacdo brasileira para se obter dados sobre esses
polimorfismos farmacogenéticos os mesmos devem ser genotipados, ndo podendo ser

inferidos a partir de outros dados como cor de pele e ancestralidade biogeogréfica.
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6.2. ANCESTRALIDADE E POLIMORFISMOS
FARMACOGENETICOS EM CRIANCAS COM LLA

Os marcadores informativos de ancestralidade retirados do trabalho de Lins (2010)
permitem a determinacdo da ancestralidade individual dentre trés populacGes: europeia,
africana e amerindia. No presente estudo a ancestralidade de 95 pacientes com LLA foi obtida
utiizando 21 AIMs. Nos pacientes com LLA ndo foi encontrado nenhum loco em
desequilibro de Hardy-Weinberg. No trabalho de Lins (2007), utilizando 28 AIMs nas 200
amostras da populacdo brasileira foram encontrados 16 locos em desequilibrio de Hardy-
Weinberg. Porém nesse estudo o valor significativo foi de p>0,05, ndo sendo utilizada a
correcdo de Bonferroni. Utilizando a correcdo o valor de p significativo seria de p=0,001.
Com esse valor de p seriam encontrados 5 locos em desequilibrio de Hardy-Weinberg. O teste
de Bonferroni deve ser aplicado quando sdo realizadas analises multiplas. A cada 20 testes é
esperado que um seja significante com p<0,05, como resultado a hipdtese nula € rejeitada de
forma inadequada (Hendrick 2005).

A ancestralidade encontrada em pacientes com LLA teve maior percentual de
contribuicdo europeia, com 51,7%, seguido da africana com 32% e por Gftimo a amerindia
com 16,3%. A ancestralidade encontrada na populagdo brasileira condiz com a encontrada em
pacientes com LLA, com maior proporcdo de contribuicdo europeia e de acordo com a
historia da formacdo da populagdo brasileira conforme discutido no item 6.1. Ao analisar cada
regido com os pacientes com LLA, observa-se que o0s mesmo tem frequéncia da
ancestralidade africana e amerindia mais préxima com a regido Centro-Oeste, e ancestralidade
europeia mais proxima com a da regido Norte (Tabela 16). O Hospital de Apoio atende
pacientes com LLA das regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste, estando esse resultado de
acordo com o esperado devido a origem dos pacientes.

A comparacdo loco a loco entre as populagbes mostrou maior diferenciagdo entre a
populacdo Sul e pacientes com LLA (18 locos) e menor diferenciacdo com a regido Centro-
Oeste (5 locos), isso devido ao fato das amostras serem provenientes principalmente da regido
Centro-Oeste. Considerando todos os locos os pacientes com LLA se diferenciam de todas as
outras populacbes. A regido Sul também se diferencia de todas as outras, conforme discutido
no trabalho de Lins (2010). A diferenciacdo entre as populagdes encontrada considerando 0s
pacientes com LLA foi maior (6,6%) do que a encontrada por Lins (2010) (4%). A amostra de

pacientes tem tamanho menor (95 amostras) do que a da populacdo brasileira (200 amostras).
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A amostra de pacientes com LLA se diferencia em relagdo a ancestralidade da amostra da
populacdo brasileira. Essa amostra de pacientes € restrita quanto a sua origem, ndo
representando todas as populacfes devido ao fato de serem atendidos no Hospital de Apoio de
Brasilia somente pacientes das regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste.

Nos locos farmacogenéticos foram encontrados trés locos monomorficos (rs1138272,
rs1800462 e rs1800584) nos pacientes com LLA, porém sendo encontrados os dois alelos na
amostra da populacdo brasileira. Esses locos apresentaram frequéncia baixa na populacédo
brasileira dos alelos ndo encontrados nos pacientes com LLA, sendo a frequéncia para o loco
rs1138272 o alelo T de 0,038, no loco rs1800462 o alelo G tem frequéncia de 0,038 e por fim
0 rs1800584 tem o alelo A com frequéncia de 0,023. Quando comparados os locos com as
populacbes do HapMap o loco rs1138272 tem frequéncia baixa, ndo sendo encontrado o alelo
T nas populagdes CHB e JPT (asiaticas) e nem na YRI (africana). N&o existem dados
disponiveis nas populacbes do HapMap para o loco rs1800462, e somente nas populacdes
europeias para o loco rs1138272, tendo frequéncia baixa do alelo A nessas populacdes. Na
populacdo brasileira dois desses locos apresentaram correlacdo negativa baixa com a
ancestralidade africana (locos rs1138272 e rs1800462, Tabela 10). O fato de um dos alelos
ndo ter sido encontrado nesses locos pode ser devido ao tamanho amostral e maior
ancestralidade africana nos pacientes com LLA em relagdo a populacdo brasileira, apesar de
pequena a correlacao

A andlise de variancia considerando todos os locos entre a populacdo LLA e BRA
indicou que ndo ha diferenciacdo entre as duas populacbes nos locos farmacogenéticos, com
valor de Fst=0,001 e p=0,108. Quando feita a analise loco a loco, 2 dos locos monomarficos
nos pacientes com LLA (rs1138272 e rs1800462) apresentaram valor de Fst significativo
(Fst=0,024 e p=0,013 para ambos), sendo que os dois apresentaram a mesma frequéncia do
alelo ndo encontrado na amostra de LLA (0,038), sendo a diferenca encontrada entre as duas
amostras baixa. Isso indica que em relacdo aos locos farmacogenéticos ndo ha diferenciagdo
entre os pacientes com LLA e a populagdo brasileira, sendo os dados desses polimorfismos
farmacogenéticos na populacdo brasileira validos para o0s pacientes com LLA, e
possivelmente nenhum dos locos esta ligado ao desenvolvimento da doenga.

Os dados da correlacdo desses nove locos com a ancestralidade nos pacientes com
LLA estdo de acordo com os encontrados na populacdo brasileira, com correlagdo baixa entre
0s locos e ancestralidade. Nos locos rs717620 e rs1800460 foi encontrada correlacdo positiva

com a ancestralidade europeia nos pacientes com LLA e ndo foi encontrada na amostra BRA
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(Tabela 22 e Tabela 10 respectivamente). Foi encontrada correlacdo negativa com a
ancestralidade europeia e positiva com a ancestralidade africana no loco rs1695 em ambas as
populacdes, porém a correlacdo € baixa. No loco rs2236225 ndo foi encontrada correlagcdo nos
pacientes, mas foi encontrada na amostra da populacdo brasileira correlagdo muito baixa com
a ancestralidade africana.

A comparacdo entre os dados da populacdo brasileira e nos pacientes com LLA
reforcam a ideia de que na populacdo brasileira os alelos ndo podem ser inferidos a partir da
ancestralidade. As duas populagbes diferem quanto aos locos dos AIMs, possuindo
ancestralidade significativamente  diferente. Porém ao analisar os dados dos locos

farmacogenéticos ndo ha diferenca entre as populac@es, reforcando o discutido no item 6.1.
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APENDICE

Apéndice 1:Matriz do Fst e p entre as populacdes comparadas par a par para o loco rs1801133.
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BRA ASW  CHU CHB CHD GIH JPT LWK  MEX MKK TSI YRI
BRA - <0,01 0,471 0,006 1 <0,01 0,755 <0,01 0,050 <0,01 0,009 <0,01
ASW 0,095 - <0,01 <0,01 <0,01 0482 <0,01 0195 <0,01 0,083 <0,01 0,246
CEU  -0,000 0,078 - <0,01 0679 <001 0362 <001 0020 <001 0,001 <0,01
CHB 0,031 0,231 0,046 - 0,013 <0,01 0,033 <0,01 0,513 <0,01 0,849 <0,01
CHD -0,004 0,101 -0,003 0,031 - <0,01 0,744 <0,01 0,093 <0,01 0,039 <0,01
GIH 0,067 -0002 0,051 0,189 0,069 - <0,01 0,019 <0,01 0,006 <0,01 0,022
JPT -0,004 0,118 -0,001 0,021 -0,005 0,083 - <0,01 0,155 <0,01 0,066 <0,01
LWK 0,151 0,007 0,133 0,312 0,169 0,024 0,189 - <0,01 1 <0,01 0,718
MEX 0,013 0,191 0,024  -0,003 0012 0,150 0005 0,272 - <0,01 0,668 <0,01
MKK 0,175 0,011 0,157 0,361 0,203 0,031 0,225 -0004 0,318 - <0,01 0,618
TSI 0,024 0,213 0,037 -0005 0,023 0,173 0015 0,292 -0,006 0,339 - <0,01
YRI 0,154 0,003 0,136 0,367 0,175 0,019 0,96 -0004 0,287 -0,002 0,309 -
Apéndice 2: Matriz do Fst e p entre as popula¢Ges comparadas par a par para o loco rs1801131.
BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - 0,010 0,152 0,212 0152 0,009 0,040 0,019 0067 0684 0326 <0,01
ASW 0,027 - <0,01 0,251 0375 <0,01 0,79 0,787 0545 0,030 0,001 0,092
CEU 0,004 0,059 - 0,006 0,006 0180 0,002 <0,01 0,004 0069 0838 <0,01
CHB 0,004 0002 0,024 - 0892 <0,01 0481 0446 0578 0,329 0,065 0,043
CHD 0,007 <0,001 0,029 -0,006 - 0,001 0584 0611 0,791 0,289 0,042 0,005
GH 0,026 0,110 0004 0,061 0,069 - <0,01 <0,01 <0,01 0,006 0,206 <0,01
JPT 0,018 -0005 0,046 -0,002 -0,004 0,093 - 1 0,867 0,083 0,009 0,036
LWK 0,019 -0005 0,048 -0002 -0,003 0,096 -0,006 - 0,898 0,057 0,004 0,055
MEX 0,013 -0,004 0,039 -0,004 -0005 0,083 -0,006 -0,006 - 0125 0,020 0,019
MKK  -0,002 0,020 0,008 <0001 0003 0,034 0,012 0,013 0,008 - 0,255 <0,01
TSI <0,000 0,053 -0004 0018 0,023 0006 0,040 0,042 0,033 0,003 - <0,01
YRI 0,077 0,009 0,125 0,043 0,033 0,204 0,017 0,016 0,022 0,067 0,125 -
Apéndice 3: Matriz do Fst e p entre as populac6es comparadas par a par para o loco rs1695.
BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - 0,005 0131 <0,01 <001 0771 <0,01 <0,01 <0,00 0470 0409 0,089
ASW 0,030 - 009 <0,01 <001 0,012 <001 048 0160 0,036 0,001 0,160
CEU 0,004 0,006 - <0,01 <001 0145 <0,01 0,015 0,006 0453 0,036 0,842
CHB 0,050 0,157 0,088 - 0,763 0,002 0,009 <001 <001 <001 0,018 <0,01
CHD 0,039 0,140 0,075  -0,005 - 0,006 0,002 <0,01 <0,01 0,001 0,031 <0,01
GIH -0,004 0,035 0,005 0,043 0,033 - <0,01 0,001 <0,00 038 0,729 0,107
JPT 0,142 0,296 0,195 0,033 0,043 0,149 - <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
LWK 0,050 -0003 0,019 0,291 0,173 0,056 0,331 - 0,501 0,002 <0,01 0,027
MEX 0,078 0,005 0,039 0,236 0,216 0,085 0,384 -0,003 - 0,001 0,001 0,009
MKK -0,001 0,017 -0,001 0,067 0,055 -0001 0,168 0,034 0,058 - 0,179 0,353
TSI -0,001 0,049 0,013 0,030 0,021 -0005 0,128 0,073 0,205 0,004 - 0,030
YRI 0,005 0,004 -0,003 0,088 0,080 0007 0,202 0,016 0,035 <0001 0,016 -
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Apéndice 4: Matriz do Fst e p entre as populacdes comparadas par a par para o loco rs1051266.
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BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - 1 0,325 0,703 0,791 0,061 0136 <0,01 0,008 <0,01 0541 <0,01
ASW  -0,004 - 0,424 0,747 0,828 0,076 0164 <0,01 0,022 <0,01 0587 <0,01
CEU 0,000 -0,001 - 0,220 0,624 0,268 0,013 <0,01 0,061 <0,01 0918 <0,01
CHB  -0,003 -0,005 0,002 - 0,544 0,039 0347 <0,01 0,014 <001 0417 <0,01
CHD  -0,004 -0005 -0003  -0,003 - 0,163 0,093 <0,01 0,033 <0,01 0840 <0,01
GH 0,011 0,011 0,001 0,018 0,005 - 0,003 <0,01 0487 <0,01 0327 <0,01
JPT 0,008 0,006 0,022 0,001 0,012 0,048 - <0,01 0,001 <0,01 0,035 0,002
LWK 0,123 0,125 0,159 0,109 0,141 0,214 0,064 - <0,01 0331 <0,01 0429
MEX 0,029 0,029 0,012 0,039 0,020 -0,002 0,077 0,261 - <0,01 0,097 <0,01
MKK 0,170 0,177 0,210 0,159 0,195 0,273 0,105 0,000 0,321 - <0,01 0,031
TSI -0,002 -0004 -0004 -0001 -0,005 0,001 0,018 0,156 0,014 0,211 - <0,01
YRI 0,093 0,093 0,125 0,082 0,107 0,175 0,039 -0001 0,218 0,012 0,121 -
Apéndice 5: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par para o loco rs1138272. *= loco
monomoarfico para as populacfes
BRA ASW CEU CHB GIH JPT LWK MEX MKK TSI  YRI
BRA - 0495 0,001 0087 0,012 0,097 0140 0,044 0430 0,18 0,008
ASW  -0,002 - 0,006 0302 0,009 0321 0439 0,041 1 0,097 0,055
CRU 0,024 0,032 - 0,003 1 0,005 <0,01 0873 <001 0235 <0,01
CHB 0,016 0,009 0,0542 - 0,002 * 0532 0,006 02209 0,012 mono
GIH 0,024 0,034 -0,004 0,061 - 0,002 0,001 0842 0,001 0405 <0,01
JPT 0,016 0,010 0,055 * 0,061 - 0556 0,009 0222 0,019 mono
LWK 0,008 -0,001 0,051 -0,001 0,059 <0,001 - 0,006 0,332 0,004 0,505
MEX 0,018 0,029 -0004 0,058 -0006 0,059 0,055 - 0,006 0547 <0,01
MKK  -0001 -0,004 0,037 0009 0,040 0009 0001 0,034 - 0,041 0,031
TSI 0,003 0,012 0,002 0,039 <0001 0,039 0,031 -0003 0,013 - <0,01
YRI 0,024 0,019 0,070 * 0,087 * 0,006 0,085 0,016 0,058 -
Apéndice 6: Matriz do Fst e p entre as popula¢6es comparadas par a par para o loco rs717620.
BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK  MEX MKK TSI  YRI
BRA - <0,01 0,685 0,457 0531 0,001 0,917 <0,01 0,105 <0,01 0600 <0,01
ASW 0,068 - <0,01 <0,01 0,001 0347 0,001 0225 <0,01 <0,01 0,634
CEU  -0,002 0,080 - 0,728 0,832 <0,01 0913 <0,01 0,214 <0,01 0916 <0,01
CHB -0,001 0,108 -0,004 - 1 <0,01 0,711 <0,01 0,485 <0,01 0892 <0,01
CHD -0,002 0,103 -0,004 -0,006 - <0,01 0,804 <0,01 0,427 <0,01 1 <001
GIH 0,043 <0001 0,052 0,072 0,067 - 0,006 0,025 <0,01 0,319 0,001 0,069
JPT -0004 0,087 -0,004 -0004 -0005 0,053 - <0,01 0,283 <0,01 0,766 <0,01
LWK 0,103 0004 0,118 0,161 0,155 0,023 0,137 - <0,01 0,183 <0,01 0,430
MEX 0,007 0,143 0,003 -0,003  -0,002 0,203 0,003 0,201 - <0,01 0418 <0,01
MKK 0,079 -0004 0,094 0131 0,124 0001 0,104 0,006 0,173 <0,01 0438
TSI -0,003 0,098 -0004 -0,006 -0006 0,063 -0005 0,149 -0,001 0,118 - <0,01
YRI 0,099 -0003 0,116 0,202 0,156 0011 0,135 0001 0,209 -0001 0,149 -



http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1051266
http://www.pharmgkb.org/redirect.jsp?p=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fentrez%2Fquery.fcgi%3Fdb%3Dsnp%26cmd%3Dsearch%26term%3Drs1138272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=717620

Apéndice 7: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par para o loco rs11545078.
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BRA ASW CHD GIH JPT LWK MKK TSI YRI

BRA - 0,867 1 <0,01 0,005 1 0,659 0,731 0411

ASW  -0,004 - 1 0,002 0,020 0824 1 0519 0,380

CHD  -0,004 -0,006 - 0,007 0,044 1 0,843 0,658 0,494

GIH 0,055 0,054 0,048 - 0419 0,003 <0,01 0,019 0,005

JPT 0,024 0,026 0,021  -0,001 - 0,049 0,003 0112 0,077

LWK -0004 -0006 -0006 0,046 0,020 - 0,828 0,676 0,499

MKK  -0002 -0005 -0004 0,066 0,033 -0,004 - 0446 0214

TSI -0,003  -0,003 -0,004 0,033 0,010 -0,006 -0,001 - 0,858

YRI -0,001 0,000 -0,002 0,032 0,009 -0,002 0,002 -0,004 -

Apéndice 8: Matriz do Fst e p entre as populacdes comparadas par a par para o loco rs2236225.
BRA ASW CHU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - <0,01 0624 <0,01 <0,01 0,197 <001 <0,01 <0,01 0192 0,799 <0,01
ASW 0,093 - <0,01 1 0,743 <0,01 0179 058 <0,01 <0,01 <0,01 0,681
CEU  -0002 0,080 - <0,01 <0,01 0111 0,005 0,002 <0,01 0500 0,928 <0,01
CHB 0,093 -0006 0,080 - 0,755 <0,01 0181 0584 <001 <0,01 <001 0,622
CHD 0,110 -0005 0,096 -0,005 - <0,01 0084 0257 <0,01 <001 <001 1
GIH 0,002 0,147 0,007 0,147 0,168 - <0,01 <0,01 0,027 0,020 07269 <0,01
JPT 0,046 0,005 0,035 0,005 0,012 0,084 - 0564 <0,01 0,009 0,006 0,046
LWK 0,070 -0,003 0,058 -0,003 0,001 0,117 -0,003 - <0,01 0,001 <0,01 0234
MEX 0,055 0273 0,068 0273 0,298 0,023 0,196 0,238 - <0,01 0,002 <0,01
MKK 0,002 0,062 -0002 0,062 0076 0,016 0,022 0,042 0,089 - 0484 <0,01
TSI -0,004 0,088 -0004 0,088 0,106 0004 0,038 0,063 0,063 -0,002 - <0,01
YRI 0,117 -0004 0,02 -0,003 -0,0056 0,179 0,014 0,002 0,313 0,081 0,113 -
Apéndice 9: Matriz do Fst e p entre as popula¢bes comparadas par a par para o loco rs1142345.
BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI

BRA - 0,146 0270 0,042 0,403 0,235 0,124 0,003 0240 0,09 0,027 0,757
ASW 0,007 - 0,016 <0,01 0,035 0,019 0,007 0398 0847 0,001 <0,01 0,093
CEU 0,001 0,027 - 0,098 1 0,763 0,573 0,001 0,036 0631 0099 0,569
CHB 0,022 0,064 0,009 - 0,193 0,365 0,637 <0,01 0,002 0,290 1 0,044
CHD 0000 0,022 -0004 0,010 - 0,762 0520 0,003 0,06 0,763 0,093 0,628
GH 0,004 0,032 -0,003 0,004 -0,005 - 1 <0,01 0,039 1 0,355 0,389
JPT 0,008 0,040 -0,001 0,000 -0,003  -0,005 - <0,01 0,017 0761 0,348 0,246
LWK 0,033 <0001 0,061 0,095 0,050 0,062 0,071 - 0,288 <0,01 <0,01 0,004
MEX 0,004 -0006 0,021 0,059 0,017 0,027 0,035 0,003 - 0,0108 <0,01 0,159
MKK 0,006 0,039 -0,002 0,004 -0,004  -0,004 -0,004 0,077 0,033 - 0,181 0,239
TSI 0,022 0,066 0010 -0,006 0,011 0,005 <0,001 0,098 0,061 0,005 - 0,045
YRI -0,002 0,012 -0001 0,016 -0,002 0,001 0,005 0,040 0,008 0002 0,018 -

Apéndice 10: Matriz do Fst e p entre as popula¢cdes comparadas par a par para o loco rs1800584.

BRA CEU TSI
BRA - 0,147 0,195
CEU 0,006 - 1
TSI 0,004 -0,004 -
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Apéndice 11: Matriz do Fst e p entre as populacGes comparadas par a par para o loco rs1122608.
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BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - <0,01 0,208 0,001 <001 0341 0,004 <0,01 0561 <001 0,199 <0,01
ASW 0,101 - <0,01 0,061 0155 <0,01 0,017 1 <0,01 0359 <0,01 0,026
CEU 0,003 0,139 - <0,01 <0,01 1 <0,01 <0,01 0151 <0,01 0,830 <0,01
CHB 0,038 0025 0,067 - 0,548 0,001 1 0,022 0,050 0128 <0,01 <0,01
CHD 0,055 0011 0,087 -0,004 - <0,01 0546 0,097 0,009 0438 <0,01 0,001
GH 0,001 0,163 -0,004 0,072 0,097 - 0,001 <0,01 0202 <0,01 0,8% <0,01
JPT 0,035 0,028 0,063 -0006 -0,003 0,068 - 0,011 0,056 0,084 <0,01 <0,01
LWK 0,106 -0006 0,146 0,029 0,014 0,172 0,032 - <0,01 0,240 <0,01 0,060
MEX  -0,003 0,105 0,007 0,026 0,045 0006 0,023 0,113 - <0,01 0,121 <0,01
MKK 0,091 <0001 0,134 0,009 <0001 0,158 0,011 0,002 0,088 - <0,01 0,002
TSI 0,004 0174 -0004 0,082 0,107 -0005 0,077 0,184 0010 0,171 - <0,01
YRI 0,149 0026 0192 0,230 0,067 0,236 0,090 0022 0,182 0,034 0,248 -
Apéndice 12: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par para o loco rs10821936.
BRA ASW CEU CHB CHD GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - <0,01 0,129 0,262 0,780 <0,01 0,254 <0,01 0515 <0,01 0,640 <0,01
ASW 0,068 - 0,003 0,010 <0,01 <0,01 0,008 0,787 <0,01 0916 <0,01 0,826
CEU 0,004 0,034 - 1 0,123 <0,01 1 0,002 0616 0,001 0,063 0,008
CHB 0,002 0,037  -0,004 - 0,247 <0,01 1 0,001 0,726 0,006 0,150 0,010
CHD -0,004 0,082 0,006 0,003 - <0,01 0,222 <0,01 0474 <0,01 0917 <0,01
GIH 0,101 0,299 0,154 0,147 0,088 - <0,01 <0,01 <0,01 <001 <0,01 <0,01
JPT 0,002 0,036  -0004 -0,006 0004 0,149 - 0,001 0,704 0,008 0,161 0,024
LWK 0,081 -0005 0,045 0,048 0,098 0,322 0,047 - <0,01 0642 <0,01 0,627
MEX  -0,003 0,051 -0003 -0,006 -0,002 0,125 -0,005 0,065 - 0,004 0,338 0,010
MKK 0,069 -0,004 0034 0,03 0084 0,308 0,035 -0003 0,051 - <0,01 0,900
TSI -0,003 0,090 0,010 0,007 -0,006 0,079 0007 0,107 0,000 0,093 - <0,01
YRI 0,059 -0005 0,027 0,032 0,071 0,284 0,028 -0003 0,042 -0004 0,079 -

Apéndice 13: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par para o loco rs7270101. *=
monomdrfico para as populagdes

BRA CHU CHB GIH JPT LWK MEX MKK TSI YRI
BRA - 0,187 <0,01 <0,01 0,001 0459 0,014 0,163 0,065
CEU 0,002 - 0,001 <0,01 0,001 0894 0,09 015 0737 0,611
CHB 0,092 0,070 - 0,271 * 0,002 0,015 <0,01 <001 <0,01
GIH 0,067 0,043 0,013 - 0,286 0,003 0231 <0,01 0,007 0,006
JPT 0,091 0,070 * 0,013 - <0,01 0,014 0,001 0,002 <0,01
LWK -0001 -0004 0,087 0,056 0,086 - 0112 0329 0622 0,557
MEX 0,028 0,009 0,044 0009 0,043 0,013 - 0,003 0213 0211
MKK -0,003 0,003 0,096 0,071 0,095 -0,001 0,029 0,130 0,072
TSI 0,006 -0,004 0,072 0,038 0,071 -0,004 0,003 0,006 - 1
YRI 0,007  -0,002 0,055 0,033 0,060 -0,002 0,004 0,008 -0,004 -

loco
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Apéndice 14: Matriz do Fst e p entre as popula¢des comparadas par a par para o loco rs17323225.
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BRA ASW CEU CHB GIH JPT LWK  MEX MKK TSI YRI
BRA - 0271 0837 0121 0263 0125 0,228 0,109 0,026 0503 0,007
ASW 0,002 - 0332 0,635 1 0,543 1 1 0,619 0,168 0,239
CEu  -0,003 0,001 - 0,173 039 0199 0,337 0177 0,040 0366 0,011
CHB 0009 -0,004 0,007 - 1 1 1 1 1 0,104 1
GIH 0,003 -0,006 0,002 -0,004 - 0,565 1 1 0,608 0,177 0,533
JPT 0,012 <0001 0,010 -0,004 <0,001 - 0,552 1 1 0,127 1
LWK 0004 -0006 0002 -0004 -0006 <0,001 - 1 0,632 0,113 0,553
MEX 0008 -0005 0006 -0,006 -0005 -0,004 -0,005 - 1 0,104 1
MKK 0013 -0002 0,011 -0,004 -0002 -0004 -0,002 -0,005 - 0,011 1
TSI -0,001 0,014 0001 0,024 0,015 0,026 0,016 0,022 0,036 - 0,007
YRI 0,018 0,002 0,017 -0003 0002 -0005 0001 -0,003 -0,002 0,046 -

Apéndice 15: Matriz do Fst e p entre as populagbes comparadas par a par para o loco rs17011368. *= loco
monomoarfico para as populagbes

BRA ASW CEU CHB GH JPT LWK MEX MKK TSI YRI

BRA - 0,001 0,137 002 0,017 0039 <001 0,010 <0,01 0557 0,001

ASW 0,040 - <0,01 0,001 <0,01 <0,01 0633 <0,01 0,283 0,006 0,761

CEU 0,003 0,078 - 0123 0243 0110 <0,01 0179 <0,01 0626 <0,01

CHB 0,026 0,098 0,013 - 0,557 * <0,01 1 <0,01 0154 <0,01

GIH 0,018 0,101 0,003  <0,001 - 0559 <0,01 1 <0,01 0201 0,001

JPT 0,026 0,098 0,013 * <0,001 - <0,01 1 <0,01 0248 0,002

LWK 0,062 -0004 0,03 0,114 0,121 0,114 - <0,01 0,704 <0,01 0,274

MEX 0,023 0,107 0,008 -0,004 -0,006 -0,004 0,126 - <0,01 0,117 <0,01

MKK 0,067 0,001 0,099 0,108 0,111 0,108 -0,004 0,114 - <0,01 0,096

TSI -0,002 0,048 -0,003 0022 00100 0022 0,068 0017 0,070 - 0,005

YRI 0,027 -0004 0,053 0,066 0,071 0,073 0,001 0,075 0,007 0,033 -
Apéndice 16: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par para o loco rs852977.

BRA ASW CHU CHB CHD GHH JPT LWK MEX MKK TSI YRI

BRA - 0,089 0190 <0,01 <0,01 0,030 <001 0,022 005 0279 0096 0,302
ASW 0,009 - 0,567 <0,01 <0,01 0,003 <001 0,770 0,002 0457 1 0,437
CEU 0,002 -0,003 - <0,01 <0,01 0,002 <0,01 0310 0,002 0797 0621 0,820
CHB 0,083 0,163 0,123 - 0431 0,032 0572 <0,01 0,023 <0,01 <0,01 <0,01
CHD 0,052 0,118 0,087 <0,001 - 0185 0136 <0,01 0198 <0,01 <0,01 <0,01
GIH 0,018 0,064 0,043 0,024 0,004 - 0,008 <0,01 088 0,006 <0,01 0,007
JPT 0,104 0,195 0,147 -0004 0,009 0,042 - <0,01 0,001 <0,01 <0,01 <0,01
LWK 0,018 -0005 0001 0,183 0,137 0,080 0,214 - 0,003 0184 0640 0171
MEX 0014 0,056 0,037 0,029 0,007 -0,006 0,048 0,072 - 0,009 0,003 0,008
MKK <0001 -0001 -0003 0,112 0,078 0,036 0,136 0,004 0,031 - 0,437 1
TSI 0,008 -0,006 -0003 0,59 0,114 0,061 0,189 -0,004 0,054 -0,001 - 0,446
YRI 0001 -0,000 -0003 0,005 0,079 0,037 0,138 0004 0,032 -0003 -0,002 -
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Apéndice 17: Matriz do Fst e p entre as popula¢des comparadas par a par para o loco rs10264272.

BRA ASW CEU CHB JPT LWK MEX MKK TSI VYRI
BRA - 0,002 0,064 0,160 0,141 <0,01 1 <0,01 0149 <0,01
ASW 0,040 - <0,01 <0,01 <0,01 <001 0,016 0123 <0,01 0,037
CEU 0,016 0,088 - 0,497 0482 <0,01 0,042 <0,01 0502 <0,01
CHB 0,007 0,070 <0,001 - 1 <0,01 0199 <0,01 1000 <0,01
JPT 0,007 0,070 <0,001 -0,006 - <0,01 0191 <0,01 1000 <0,01
LWK 0241 0,080 0,245 0,225 0,226 - <0,01 0,002 <0,01 0,025
MEX  -0,005 0,030 0,023 0,007 0,007 0,176 - 0,001 0,208 <0,01
MKK 0,081 0007 0,107 0,094 0,095 0,036 0,062 - <0,01 0,408
TSI 0,008 0,072 <0001 -0,006 -0,006 0,230 0,008 0,096 - <0,01
YRI 0,106 0018 0,128 0,099 0,115 0,019 0,081 -0,001 0,117 -

83

Apéndice 18: Matriz do Fst e p entre as populagdes comparadas par a par para o loco rs4986913. *= loco
monomorfico para as populacdes

BRA CEU CHB JPT MEX YRI
BRA - * 0,314 * 0,295 *
CRU * - 0,454 * 0,433 *
CHB 0,005 <0,001 - 1 1 0,330
JPT * * -0,004 - 1 *
MEX 0,007 0,001 -0,006  -0,004 - 0,479
YRI * * 0,005 * 0,001 -

Apéndice 19: Valores

de Fst e p entre as populacbes das regides geopoliticas brasileiras, CO e as outras

populagdes.
N NE S SE

Loco Fst p Fst p Fst p Fst p
rs1801133 0,010 0,234 0,052 0,021 -0,003 0,474 -0,013 1,000
rs1801131 0,004 0,312 0,012 0,259 -0,001 0,435 0,040 0,062
rs1695 0,036 0,048 0,028 0,053 0,009 0,204 -0,011 0,858
rs1051266 -0,010 0,646 0,003 0,370 -0,013 1,000 -0,010 0,606
rs1138272 0,000 0,619 0,000 0,602 0,009 0,352 -0,013 1,000
rs717620 0,002 0,363 -0,005 0,551 -0,012 1,000 -0,012 1,000
rs11545078 -0,013 1,000 0,038 0,065 0,009 0,342 -0,006 0,708
rs2236225 -0,011 0,847 0,003 0,298 0,026 0,056 -0,007 0,585
rs1800462 -0,013 1,000 0,012 0,196 0,058 0,051 -0,013 1,000
rs 1800460 0,022 0,194 -0,013 1,000 0,000 1,000 0,011 0,348
rs1142345 -0,011 0,830 0,010 0,223 0,078 0,020 0,009 0,348
rs1800584 0,013 0,505 0,013 0,496 0,004 0,461 -0,013 1,000
rs1122608 -0,011 0,867 -0,008 0,711 -0,013 1,000 -0,001 0,523
rs10821936 0,003 0,344 -0,010 0,728 -0,008 0,601 -0,007 0,611
rs7270101 -0,013 1,000 -0,011 0,802 -0,013 1,000 0,025 0,130
rs17323225 -0,003 0,423 -0,011 0,725 0,040 0,044 -0,011 0,720
rs17011368 0,001 0,485 0,001 0,492 0,034 0,098 -0,009 0,786
rs852977 0,005 0,323 -0,013 1,000 -0,009 0,729 -0,009 0,675
rs10264272 -0,010 1,000 0,013 0,489 -0,013 1,000 -0,004 0,752
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Apéndice 20: Valores de Fst e p entre as populacGes das regifes geopoliticas brasileiras, N e as outras

populagdes. *=loco monomdrfico para as populacGes.

NE S SE
Loco Fst p Fst p Fst p
rs1801133 -0,001 0,366 -0,010 0,712 0,006 0,194
rs1801131 -0,012 0,854 -0,012 1,000 -0,002 0,521
rs1695 -0,012 1,000 -0,007 0,604 0,022 0,152
rs1051266 -0,008 0,587 -0,008 0,640 -0,013 1,000
rs1138272 -0,013 1,000 0,046 0,103 0,000 0,623
rs717620 0,030 0,125 0,008 0,242 -0,003 0,461
rs11545078 0,038 0,053 0,009 0,322 -0,006 0,694
rs2236225 -0,005 0,517 0,013 0,191 -0,011 0,884
rs1800462 0,012 0,196 0,058 0,044 -0,013 1,000
rs 1800460 0,022 0,205 0,051 0,059 -0,011 1,000
rs1142345 0,001 0,550 0,062 0,067 0,000 0,516
rs1800584 * 0,051 0,055 0,013 0,476
rs1122608 0,001 0412 -0,012 0,856 -0,009 0,737
rs10821936 -0,007 0,551 -0,009 0,667 0,028 0,149
rs7270101 -0,011 0,812 -0,013 1,000 0,025 0,129
rs17323225 -0,010 1,000 0,013 0,516 -0,010 1,000
rs17011368 -0,013 1,000 0,000 0,600 0,018 0,186
rs852977 0,006 0,339 0,025 0,129 -0,007 0,640
rs10264272 0,025 0,249 -0,010 1,000 -0,011 1,000

Apéndice 21: Valores de Fst e p entre as populagdes das regibes geopoliticas brasileiras.

NE e S NE e SE SeSE
Loco Fst p Fst p Fst p
rs1801133 0,014 0,124 0,045 0,017 -0,006 0,448
rs1801131 -0,010 0,737 -0,007 0,630 0,002 0,365
rs1695 -0,009 0,717 0,015 0,183 0,000 0,426
rs1051266 0,008 0,343 -0,008 0,517 -0,008 0,612
rs1138272 0,046 0,091 0,000 0,627 0,009 0,382
rs717620 -0,009 0,718 -0,001 0455 -0,011 0,839
rs11545078 -0,005 0,558 0,010 0,243 -0,008 0,751
rs2236225 -0,008 0,652 -0,010 0,747 0,003 0,340
rs1800462 0,004 0,390 0,012 0,219 0,058 0,050
rs 1800460 0,000 1,000 0,011 0,373 0,038 0,105
rs1142345 0,025 0,261 -0,013 1,000 0,026 0,230
rs1800584 0,051 0,054 0,013 0,524 0,004 0,401
rs1122608 -0,006 0,566 0,019 0,200 -0,003 0,479
rs10821936 -0,013 1,000 0,003 0,331 0,008 0,253
rs7270101 -0,012 0,805 0,010 0,229 0,022 0,172

rs17323225 0,025 0,246 -0,013 1,000 0,025 0,244
rs17011368 0,000 0,603 0,018 0,196 0,058 0,030
rs852977 -0,009 0,715 -0,009 0,686 0,002 0,315
rs10264272 0,013 0,486 0,038 0244 -0,004 0,752
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