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RESUMO

Os brasileiros formam uma das populacfes mais heterogéneas do mundo, resultado
de cinco séculos de cruzamentos entre individuos de trés continentes: os
colonizadores Europeus, principalmente representados pelos portugueses, 0s
escravos Africanos e os Amerindios. A etnicidade de uma populagdo € uma
construcdo complexa que inclui varios fatores que podem influenciar na saude dos
individuos. A variabilidade interindividual no biometabolismo de xenobidticos tem
sido associada com a maior ou menor suscetibilidade ao risco de desenvolvimento
de neoplasias ou outras doencas complexas e esta relacionada diretamente aos
diversos grupos étnicos. As principais familias génicas que codificam enzimas
envolvidas no biometabolismo séo as Citocromo P-450 e Glutationa S-transferases,
gque atuam na ativacdo (fase 1) e detoxificacdo (fase 1) dos xenobidticos,
respectivamente. Estes genes tém sido amplamente avaliados em estudos de
associacdo em diversas populacbes para diferentes neoplasias, entretanto a
associacdo desses genes com a suscetibilidade a essas doencas ainda é
controversa e mais estudos sdo necessarios nos diversos grupos eétnicos para
melhor compreensédo da acdo das variantes desses genes. Com o0 objetivo de
descrever as frequéncias de seis genes do biometabolismo (CYP1Al, CYP2D6,
CYP2E1l, GSTM1, GSTT1 e GSTP1) e avaliar parametros populacionais em duas
amostras do Sul do Brasil, constituidas por 115 individuos Euro-descendentes e 196
individuos Afro-descendentes, respectivamente, o DNA gendmico foi extraido do
sangue periférico através do método salting out. Os individuos foram tipados para as
variantes dos genes através de PCR-RFLP e PCR-multiplex seguidas de
eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de etidio e visualizado em luz
UV. As freqiéncias alélicas encontradas para as variantes estudadas na amostra de
Euro-descendentes foram: 15,2% de CYP1Al1l*2A; 21,5% de CYP2D6*4; 5% de
CYP2E1*5B; 46,1% de GSTM1*0; 17,4% de GSTT1*0 e 28,3% de GSTP1*B. Para a
amostra de Afro-descendentes foram: 30,1% de CYP1A1*2A; 14,5% de CYP2D6*4;
7,9% de CYP2E1*5B; 36,8% de GSTM1*0; 24,2% de GSTT1*0 e 37,8% de
GSTP1*B. A distribuicdo das frequiéncias apresentou-se de acordo com o equilibrio
de Hardy-Weinberg (3?1,=17,85; p>0,20) e as amostras apresentaram diferenciacdo
genética estatisticamente significante entre as frequéncias alélicas (y*1:1=111,49;
p<0,01) e genotipicas (x*17=52,07; p<0,01). A contribuicdo genética das populacées
européia, africana e amerindia parentais foi estimada para a amostra de Euro-
descendentes apresentando 75% de Europeus, 17% de Africanos e 8% de
Amerindios; e para a amostra de Afro-descendentes a contribuicdo de Europeus foi
40%, de Africanos 39% e de Amerindios 21%. Essa contribuicdo foi semelhante as
descritas para a populacao paranaense em outros trabalhos com outros marcadores,
exceto para a contribuicdo Amerindia na amostra de Afro-descendentes que foi mais
elevada, indicando a necessidade de se avaliar essa amostra com marcadores que
discriminem melhor esses componentes na populacéo brasileira. Com relacdo aos
estudos de associagdo em populagdes miscigenadas como a brasileira, ressaltamos
dois aspectos importantes. Primeiro, fazer um pareamento entre pacientes e
controles criterioso a fim de ndo introduzir associa¢gdes espurias, como resultado de
estratificacdo populacional nas amostras. Segundo, delinear bem os trabalhos
principalmente com relagdo ao tamanho amostral, avaliando previamente as
freqUéncias das variantes a serem estudadas nas populacoes.



1 INTRODUCAO

Os brasileiros formam uma das populagbes mais heterogéneas do mundo,
resultado de cinco séculos de cruzamentos entre individuos de trés continentes: 0s
colonizadores Europeus, principalmente representados pelos portugueses, 0s
escravos Africanos e os Amerindios (PARRA et al., 2002).

A miscigenacao entre portugueses e Amerindios comecou com a chegada
dos primeiros colonizadores. Os casamentos entre os homens Europeus e mulheres
indigenas foram encorajados como uma estratégia para crescimento da populacéo e
ocupacdo colonial do pais. As tribos de Amerindios sofreram um declinio
demografico drastico devido aos conflitos com os colonizadores Europeus e doencas
para as quais eles ndo estavam adaptados (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1967).

Os Africanos foram introduzidos no comeco do século XVI, trazidos para o
Brasil como escravos para trabalhar inicialmente no cultivo de cana-de-agucar,
depois na exploracdo do ouro e diamantes e, por fim, em cafezais (ALVES-SILVA et
al., 2000).

Com relacdo a imigracdo Européia, calcula-se que 500.000 portugueses
chegaram ao pais entre 1500 e 1808 (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1967). Com a
abertura dos portos brasileiros as na¢des amigas, o Brasil recebeu numeros
crescentes de imigrantes de varias partes do mundo. Portugal permaneceu a fonte
mais importante de migrantes, seguido pela Italia, Espanha e Alemanha.

No século XX iniciou-se a imigracdo Asiatica, principalmente do Japao, como
também do Libano e Siria. De acordo com CALLEGARI-JACQUES e SALZANO
(1999), 58% dos imigrantes que chegaram ao Brasil entre 1500 e 1972 eram
Europeus, 40% eram Africanos e 2% eram Asiaticos.

Foram realizados varios estudos durante as ultimas décadas, na tentativa de
caracterizar a ancestralidade genética da populacdo brasileira ndo-Amerindia
(SALZANO, 1997; CALLEGARI-JACQUES e SALZANO, 1999; DORNELLES et al.,
1999; GUERREIRO et al., 1999). Estes estudos incluiram amostras principalmente
das regides Norte e Sul do pais. Com base em marcadores genéticos classicos
estes estudos demonstraram que todos 0s grupos analisados continham algum grau

de miscigenacéao, que variou dependendo da regido analisada.



A contribuicdo da populacédo Africana para as populacdes atuais brasileiras é
encontrada em varios aspectos como a cultura, a religido e a origem genética das
populacdes atuais. Com relagdo a origem genética, o componente Africano
miscigenado a outros componentes como o Europeu e Amerindio, € um dos mais
marcantes. KRIEGER et al. (1965) estudaram a populacéo residente em Sao Paulo,
com origem no Nordeste, através de grupos sangliineos e marcadores protéicos, e
demonstraram que os individuos classificados como brancos apresentavam
contribuicdo genética de 18% Africana, 12% Amerindia e que os individuos
classificados como negros apresentavam uma contribuicdo de 28% Européia e 5%
Amerindia.

No Nordeste, SALZANO (1997) calculou uma ancestralidade 51% Européia,
36% Africana e 13% Amerindia, enquanto que no Norte, SANTOS e GUERREIRO,
(1995) obtiveram descendéncia 47% Européia, 12% Africana e 41% Amerindia. No
Sul, no estado do Rio Grande do Sul, DORNELES et al. (1999) calcularam uma
ancestralidade 82% Européia, 7% Africana e 11% Amerindia.

Recentemente, foram analisados o DNA mitocondrial (mtDNA) (BORTOLINI e
SALZANO, 1996; SANTOS et al., 1996; WARD et al., 1996; BORTOLINI et al., 1997;
BATISTA DOS SANTOS et al., 1999; ALVES-SILVA et al., 2000) e polimorfismos do
cromossomo Y (BATISTA DOS SANTOS et al.,1999; CARVALHO-SILVA et al.,
2001, FERREIRA et al., 2006) de algumas amostras da populagdo brasileira. Os
estudos em mMtDNA mostraram que as contribuicbes Amerindias e Africanas em
brasileiros do Norte sdo maiores do que demonstravam o0s estudos com 0S
marcadores classicos (BATISTA DOS SANTOS et al., 1999; SANTOS et al., 1999).
Os estudos com marcadores do cromossomo Y mostraram uma grande contribuicao
Européia nos grupos de populacdo brasileira, principalmente no Sul do pais,
corroborando os relatos historicos de uma grande frequéncia de casamentos entre
portugueses e Amerindias e Africanas (FERREIRA et al., 2006)

Em um estudo com amostras de populacdo de quatro grandes regides do
Brasil (Norte, Nordeste, Sudeste e Sul), PARRA et al. (2002) verificaram, através de
comparacdo genbmica em um painel de alelos populacdo-especifico, que a
populacdo brasileira, como um todo, é extremamente miscigenada. Em diferentes
regibes geograficas, estimativas da contribuicdo Africana na populacdo urbana

variam de 4 a 34%, enquanto a Amerindia de 0 a 27%. Os resultados demonstraram



que as frequéncias alélicas das amostras foram intermediarias as frequéncias de
Europeus e Africanos. Sendo assim, na populacédo brasileira, ndo se pode inferir a
ancestralidade genética individual simplesmente baseando-se em caracteristicas
fisicas, como a cor da pele.

1.1 POPULACAO EUROPEIA NO BRASIL

Os Amerindios originalmente povoaram a América do Sul no periodo
Pleistoceno. Séculos depois, os portugueses chegaram ao Brasil, encontrando
aproximadamente 2,4 milhées de Amerindios (IBGE, 2000). A colonizacdo
inicialmente envolveu apenas homens, pois a imigracdo Européia de mulheres nos
primeiros séculos foi insignificante. Portanto, desde o inicio da colonizacédo
portuguesa houve miscigenacédo entre homens portugueses e mulheres Amerindias.
Durante o periodo de 1500 a 1808 aproximadamente 500.000 portugueses vieram
para o Brasil (CARVALHO-SILVA et al., 2001).

Contudo, houve a presenca de outros grupos Europeus no Brasil antes de
1808. Inumeras tentativas de colonizacao estrangeira ocorreram durante o periodo
de dominio portugués, como a dos franceses na Guanabara e no Maranhdo, dos
holandeses no Norte e no Nordeste, dos espanhdis no Sul e de varios grupos
(ingleses, holandeses, franceses etc.) no vale amazonico. Individualmente, alguns
italianos, alemaes, franceses e espanhodis também vieram compor a imigracao
Européia ndo portuguesa nesse periodo. Mas a influéncia desses elementos na
composicao étnica do povo brasileiro ndo deve ter sido grande, no primeiro caso
(colonizacdes) porque apds certo tempo foram quase totalmente expulsos; e no
segundo caso (contribuicao individual) porque seu numero foi pequeno (SALZANO e
FREIRE-MAIA, 1967).

No ano de 1808 ocorreu a Abertura dos Portos Brasileiros e iniciou-se a
imigracdo Européia ndo portuguesa mais expressiva. DIEGUES (1964) apud
SALZANO e FREIRE-MAIA (1967; p. 32) divide esse periodo em trés fases. O
primeiro se estende de 1808 (abertura dos portos) a 1850 (extincdo do trafico de
escravos Africanos); o segundo, de 1850 a 1888 (abolicdo da escravatura); o
terceiro, de 1888 até a atualidade.



No primeiro periodo o numero de imigrantes foi pequeno se comparado com
0s periodos que o precederam, aproximadamente 21.599 individuos. Neste periodo
0s grupos predominantes foram os alemées (Rio de Janeiro, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul) e suicos (Rio de Janeiro). No segundo periodo, devido ao término do
trafico de escravos e as leis do Ventre Livre e dos Sexagenarios, a imigracéo foi
incentivada e o0 niumero de migrantes aumentou. Entraram no territério brasileiro,
durante esse periodo, aproximadamente 882.176 individuos. O grupo imigrante
principal desse periodo € de italianos com 33% do total de individuos, distribuidos
principalmente nos Estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo. Também foram
significativos os grupos de alemées (7%) e espanhdis (3%) (SALZANO e FREIRE-
MAIA, 1967).

No terceiro periodo se concentrou o maior numero de imigracdes que chegou
a aproximadamente 1 milhdo de migrantes entre os anos de 1889 e 1944. As
nacionalidades que mais contribuiram para a composicdo dessas correntes
migratorias foram, em ordem decrescente, a italiana, a espanhola, a japonesa e a
aleméa (Tabela 1). Os Estados que mais receberam imigrantes foram os da regiao
Sul e S&do Paulo. Segundo SALZANO e FREIRE-MAIA (1967) a ocorréncia de
individuos com os quatro avés de origem portuguesa oscila entre 70 a 80% em
amostras estudadas nas trés capitais dos Estados da regido Sul. Nas trés cidades os
componentes italiano e alemdo s&o importantes e em Curitiba ancestrais eslavos
também ocorrem em numero significativo. Os autores ainda ressaltam que este € um
fénomeno restrito ao Sul do Brasil, nas demais regides os trés componentes
principais da populacdo sdo o portugués, negro e Amerindio e muitas vezes 0s

individuos possuem ancestrais pertencentes aos trés grupos.



TABELA 1 — QUADRO GERAL DAS MIGRACOES PARA O BRASIL NOS SECULOS XIX E XX

Entrada de Imigrantes por Decénio

Nacionalidades | 1884 | 1894 1904 1914 | 1924 | 1934 Total
1893 | 1903 1913 1923 | 1933 | 1944
ltalianos 510.533 537.784 196.521 86.320 70.177 12.432 1.413.767
Espanh6is  103.116 102.142 224.672 94.779 52405 6.946  584.060
Japoneses - - 11.859  20.398 110.181 46.696' 189.143
Alemaes 22778 6.698  33.859  29.339 61.728 18.937  173.339
Total 883.668 862.110 1.006.617 503.981 737.223 263.383 4.256.982

FONTE: SALZANO e FREIRE-MAIA (1967)



1.2 POPULACAO AFRICANA NO BRASIL

O trafico de negros Africanos para o Brasil iniciou-se em 1502 e continuou até
1860. Acredita-se que o numero aproximado de negros Africanos transportados para
as Américas neste periodo seja de nove milhdes e meio, sendo quatro milhdes e
trezentos mil para o Brasil (VIANA-FILHO,1988). Nosso pais foi 0 maior importador
de escravos Africanos, com 22% do total do trafico no século XVI, 43% no século
XVII e 30% no século XVIII.

Os primeiros escravos Africanos foram trazidos para trabalhar nos engenhos
brasileiros basicamente em atividades especializadas. Por esse motivo, eram mais
caros que os indigenas: um escravo Africano custava, na segunda metade do século
XVI, cerca de trés vezes mais que um escravo indio. Apés 1560, com a ocorréncia
de vérias epidemias no litoral brasileiro (como sarampo e variola), os escravos indios
passaram a morrer em proporcées alarmantes, 0 que exigia reposicado constante da
forca de trabalho nos engenhos (MARQUESE, 2006).

As poténcias maritimas do colonialismo, Portugal, Inglaterra, Espanha e
Holanda, tinham no trafico de escravos um negdécio importante. No século XVI
Portugal deteve o monopdlio do trafico (MATTOSO, 1982). As viagens ocorriam em
navios chamados tumbeiros — alusdo a semelhan¢ca dos navios a tumulos — com
capacidade de transportar, em média, 200 a 500 cativos, dos quais 15 a 20%
morriam durante a viagem devido a peste, escorbuto, banzo ou suicidio. Os negros
eram capturados em varias regides da Africa e mantidos em depdsitos até a
chegada dos navios. O tempo de viagem variava conforme o trajeto e as condi¢gbes
climéticas, podendo se estender até seis meses. Os individuos transportados eram
do sexo masculino, por terem maior valor de comercializacdo, sendo as criancas e
idosos considerados refugos (FAUSTO, 1997).

Dentre os negros trazidos para o Brasil, dois grupos foram predominantes: os
bantus, vindos de Angola, e os sudaneses, de varias regides sendo as principais,
Costa da Mina e do Golfo de Benin. A regido que mais recebeu escravos foi a Bahia.
O trafico baiano pode ser classificado em quatro ciclos distintos: ciclo da Guiné-
Bissau e Cacheu (séc. XVI); ciclo de Angola e Congo, dos portos de Luanda,
Cabinda e Benguela (séc. XVII); ciclo da Costa da Mina e Golfo de Benin (séc. XVIII



até 1815); e o ultimo ciclo de 1816 até 1851, ocorrendo na ilegalidade (Figura 1)
(MATTOSO, 1982; VIANA-FILHO,1988; FAUSTO, 1997).

Segundo MATTOSO (1982), os quatro grandes ciclos trazem para o Brasil os
negros sudaneses e, em seguida, os bantus. O ciclo da Guiné (séc. XVI) tem seu
ponto inicial na regido da Africa ao norte do Equador, e traz individuos dos grupos
nolofs, mandingas, sonrais, mossis, haussas e peuls. No ciclo do Congo e Angola
(séc. XVII), vém os bantus da Africa Equatorial e Central, considerados excelentes
agricultores. O ciclo da Costa da Mina trouxe 0s negros sudaneses (séc. XVIII). A
partir da metade desse século inicia-se o ciclo propriamente baiano, o da baia de
Benin, que persistiu apesar das proibicdes da Inglaterra em 1830. Mesmo com o
inicio do préximo ciclo, o de Benin ndo cessou, pois 0s portugueses adotaram uma
politica de mistura das diferentes etnias Africanas. Isto impediu a concentracdo de
negros de uma mesma origem na mesma capitania, dificultando qualquer tipo de
organizacdo social, por falarem linguas diferentes, evitando o surgimento de
levantes e revoltas (PINSKY, 1981).

O terceiro ciclo, da Costa da Mina, coincidiu com a descoberta de regides
auriferas, o que gerou uma maior importacdo de méao de obra escrava para trabalhar
nestes locais. Os negros denominados de Minas, provavelmente fulans ou ashantis,
eram especialmente preferidos por sua boa aparéncia, seu porte e a fama das
negras na pericia culinaria. Segundo VIANA-FILHO (1988), a Costa da Mina foi um
mercado farto de escravos para a Bahia no século XVIII, quando 70% dos negros
gue chegaram a Bahia eram sudaneses. Parte dos que chegaram foram para as
minas no interior da colonia; os que ficaram na capital tiveram grande influéncia no
comportamento social do negro da Bahia, pois 0s sudaneses participaram
ativamente das revoltas que ocorreram nas trés primeiras décadas do século XIX.

A distribuicdo da populacdo Afro-descendente ao longo do territorio do Brasil
foi muito heterogénea. As maiores concentragdes ocorreram em Minas Gerais e, a
seguir, na Bahia, Rio de Janeiro, Maranhdo, Pernambuco, S&o Paulo e Ceara. Em
Minas Gerais podemos encontrar a maior mistura genética e cultural da populagéo
Afro-descendente. Com a descoberta das minas no século XVIII aconteceu o
transporte de escravos de varias regides brasileiras para trabalhar em Minas Gerais.
Com o decorrer do tempo, a demanda por mao de obra se tornou maior e novas

levas de escravos Africanos, que chegavam pela Bahia, foram importadas. De inicio



utilizou-se a populacdo de Angola, mas depois foram capturados escravos
preferencialmente na regido da Costa da Mina, sudaneses que tinham um padréo
cultural mais elevado. O principal foco de distribuicdo de escravos foi a Bahia, que
os recebia de varias regides da Africa e distribuia para varias regides. Focos
menores, porém de importancia, foram o Rio de Janeiro, Maranhdo, Sao Paulo,
Pernambuco e Minas Gerais (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1967).

FIGURA 1 — PRINCIPAIS ROTAS E PORTOS DE TRANSPORTE DE ESCRAVOS AFRICANOS
PARA O BRASIL




1.3 POPULACAO PARANAENSE E CURITIBANA

A mineracdo, a criacdo e o comércio de gado (tropeirismo), e a agricultura
formaram trés ciclos de povoamento do Parana. Curitiba surgiu, inicialmente, da
reunido de portugueses, espanhois e seus descendentes, que vieram da capitania
paulista de Sao Vicente e da Vila de Paranagua, no litoral paranaense (CULPI,
1981).

Segundo MARTINS (1937) apud CULPI (1981, p. 27), a primeira descricdo da
populacdo do territdério paranaense data de 1780, quando este possuia 17.685
habitantes. Desses, 12.349 eram brancos e 5.336 eram negros e mulatos. Em 1853
o Parana emancipou-se da Provincia de S&do Paulo. Curitiba na época era povoada
por Europeus, principalmente portugueses e espanhdis, indios Guaranis, negros
Africanos escravizados e descendentes desses trés grupos. Os seus 5.810
habitantes foram classificados em 4.102 brancos, 955 mulatos e pardos e 762
negros. Do total, 2.940 eram homens e 2.879 eram mulheres.

A partir de 1831 a importagao de escravos Africanos comecou a ser bastante
dificultada pela Inglaterra. Com isso o Brasil acelerou a imigracdo Européia, com o
objetivo principal de fornecer mado de obra para a agricultura. Os primeiros
imigrantes a chegarem na regido de Curitiba, nesta época, foram 280 alemaes
vindos da regido de Joinville, onde tinham se fixado primeiramente. Eles ocuparam a
parte norte da regido em pequenas chacaras pois no Parana a estratégia foi criar
organizacdes agricolas distribuidas nos arredores de centros urbanos (BALHANA,
1969; apud CULPI, 1981; p. 28).

A composicao dos grupos imigrantes estabelecidos na regido de Curitiba
nesta época foi bastante heterogénea, compreendendo poloneses, alemaes,
italianos, franceses, suicos, ingleses e outros. Desses grupos, os poloneses
constituiram o maior contingente. A populagdo negra e mulata nunca foi numerosa
no Parana. Num recenseamento realizado em 1890, a populacgéo total era composta
de 5,17% de negros, sendo este um dos menores coeficientes do Pais. No mesmo
periodo, Sdo Paulo possuia 12,9%, o Rio de Janeiro 26,8% e a Bahia 29,3%. No
recenseamento de 1950, Curitiba possuia 180.575 habitantes que representavam
8,5% da populacéo do Estado, sendo 93,9% brancos, 3,9% mulatos, 1,8% negros e
0,4% descendentes Asiaticos e Amerindios (CULPI, 1981).
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Os Amerindios paranaenses eram representados pelas tribos Guarani,
Kaingaing e Xetd, principalmente. O grupo Guarani se encontrava disperso pelo
litoral e pelo interior do estado, principalmente as margens dos grandes rios.
Pequenos grupos Guaranis podem ser encontrados até hoje nas rerservas do
Estado. Os Kaingangues se encontravam preferencialmente no segundo e terceiro
planaltos paranaenses (Campos Gerais, de Guarapuava e de Palmas). Junto com o0s
Guaranis, os Kaingangues sao os Amerindios mais predominantes no Sul do Brasil.
Os Xetas eram um grupo que se manteve a parte da comunidade neo-brasileira, na
regido noroeste paranaense. Em 1957, esse isolamento foi quebrado e a grande
maioria de sua populacéo foi dizimada. O componente indigena existe na populacao
paranaense, porém como nos demais estados da regido Sul do Brasil, sua
contribuicdo para a formacéo étnica ndo foi tdo significante como na regido Norte,
por exemplo (PROBST, 2000)

A partir de 1862, a qualidade das terras paranaenses e as perspectivas de
lucro atrairam consideravel numero de imigrantes. Companhias colonizadoras
adquiriram grandes areas de terra, que eram divididas e vendidas sob forma de lotes
agricolas. Os primeiros a chegar foram o0s paulistas e mineiros, que se
estabeleceram na regido hoje denominada Norte Velho. Posteriormente, foi o Norte
Novo que recebeu uma acéo colonizadora semelhante. Por sua vez, a ocupagao
efetiva das terras do Oeste e Sudoeste do Parana iniciou-se a partir de 1920, com a
vinda de mais de 500 familias do Rio Grande do Sul e de Estados limitrofes
(WESTPHALEN et al., 1968; apud CULPI, 1981; p. 30).

Segundo CULPI (1981), inicialmente, com a imigracao vinda do exterior e,
posteriormente, com a crescente imigracdo proveniente de outros Estados, a
populacdo do Parana aumentou consideravelmente com o passar dos anos. Mas a
composicao étnica da populacdo manteve-se semelhante nos diversos periodos
sendo predominantemente Européia seguida de uma pequena proporcao Afro-
descendente, Asiatica e Amerindia.

Com base em dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2006) e do |Instituto Paranaense de Desenvolvimento Econémico e Social
(IPARDES, 2006), o Estado do Parana possui 9.563.458 habitantes segundo o
senso de 2000. Segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios de 2004

(IBGE, 2006) 49% da populacdo do Estado € composta de homens e 51% de
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mulheres. Quanto a cor, 76% dos individuos sdo brancos, 22% mesticos ou pardos e
2% negros.

A caracterizagdo étnica da populacdo paranaense e curitibana € importante
uma vez que as amostras avaliadas neste estudo sdo do Sul do Brasil, porém
predominantemente coletadas na regido de Curitiba e do Estado do Parana nas
unidades do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR) e
durante campanhas pela Doacdo de Medula Ossea organizadas pelo Laboratério de
Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) pertencente a Universidade Federal do
Parana (UFPR).
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1.4 GENES DO BIOMETABOLISMO

A suscetibilidade aos danos causados por compostos quimicos estranhos ao
metabolismo individual, os chamados xenobioticos, pode ser devida a caracteristicas
genéticas ou adquiridas, estando associada a diferencas no metabolismo entre os
individuos (AUTRUP, 2000). Os niveis de adutos no DNA formados em diferentes
células ou tecidos, frequentemente dependem da eficiéncia de enzimas
metabolizadoras de agentes mutagénicos e suas formas ativas.

Diferentes estudos sugerem que inimeros sistemas genéticos de controle e
modulacdo do metabolismo enzimatico de xenobidticos estdo envolvidos na génese
de diferentes tipos de tumores (WUNSCH e GATTAS, 2001). A variacéo
interindividual para metabolizar xenobidticos, também chamada de polimorfismo
metabolico, pode ser de substancial importancia na determinacdo deste risco e,
portanto, a andlise da distribuicdo étnica destes polimorfismos € importante para
identificar grupos de maior risco.

Para evitar o acimulo de xenobi6ticos nocivos nas células, os organismos
vivos desenvolveram diferentes vias de eliminacdo de compostos quimicos
estranhos. Embora um grande nimero de enzimas seja necessario para reconhecer
e metabolizar todos os possiveis compostos, a biotransformacgéo de xenobioticos foi
dividida em dois estagios: primeiramente, as drogas sdo metabolizadas por enzimas
da fase I, muitas vezes numa reacao de oxidagcao para a criagcdo de centros reativos
(HATAGIMA, 2002). Na fase IlI, enzimas introduzem compostos hidrofilicos,
semelhantes a glutationa ou um grupo acetil, dentro da molécula para permitir que
ela seja eliminada (GATTAS e SOARES VIERA, 2000).

Muitas familias de enzimas diferentes estdo envolvidas no metabolismo de
xenobidticos mas as principais sdo: Citocromo P450 (CYPs), Glutationa S-
transferases (GSTs) e N-acetil-transferases (NATS). As enzimas da Familia CYP
atuam na fase |, também chamada fase de ativacdo, e as enzimas pertencentes as
Familias GSTs e NATs atuam na fase Il, também chamada de fase de detoxificacao
(AUTRUP, 2000).

As enzimas pertencentes a estas familias sdo codificadas pelos chamados
genes do biometabolismo, que apresentam diferencas na frequéncia de

determinados alelos observadas entre populacdes de diversas origens étnicas
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(WUNSCH e GATTAS, 2001). Segundo WUNSCH e GATTAS (2001) o polimorfismo
de um ou mais genes, que codificam essas enzimas, leva ao aumento da ativacao
de agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos ou diminui a capacidade de inativa-los
(ou ambas as situacdes), sendo provavel que individuos portadores de algumas
dessas variantes tenham risco aumentado de céncer quando expostos a

carcindgenos.

1.4.1 Familia Citocromo P450 (CYP)

O termo citocromo P450 é aplicado a um grupo de proteinas que contém um
grupamento heme e que diferem levemente umas das outras quanto aos seus pesos
moleculares, ao espectro de ligacdo com o monoOxido de carbono (CO), as
propriedades eletroforéticas e imunoldgicas, e as atividades cataliticas para as
diferentes drogas (KALANT e ROSCHLAYV, 1991). O genoma humano contém cerca
de 50 diferentes genes P450, subdivididos em 10 subfamilias. Essas enzimas estdo
envolvidas no metabolismo de acidos graxos, esterdides e xenobioticos. No tecido
hepatico existem altos indices de expressdo de CYPs, mas todos os tecidos
expressam essas enzimas em nivel tecido-especifico. Os membros das subfamilias
CYP1, CYP2 e CYP3 sdo mais envolvidos com o metabolismo de xenobiéticos e
participam da fase |, chamada também de ativacdo (AUTRUP, 2000).

O gene CYP1AL1 pertence a subfamilia CYP1 da grande familia do citocromo
P450 e codifica para a enzima Aril Hidrocarbono Hidroxilase (AHH). Esta enzima
catalisa o primeiro passo no metabolismo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
tal como aqueles encontrados na fumacga do cigarro, transformando-os em
carcinogenos (HATAGIMA, 2002).

O gene CYP1lAl estd localizado no cromossomo 15 (15022-24)
(HILDEBRAND et al., 1985) e foram descritos varios padrées de polimorfismos de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP). O mais citado deles, pode ser
detectado através do uso da enzima de restricdo Mspl, originado pela mutacdo
Te235—>C na regido ndo codificante 3’, resultando no alelo polimorfico denominado
CYP1A1*2A (WALKER, 1996). Individuos com o alelo mutante tém aumento na
atividade da AHH. As frequéncias destes polimorfismos mostram extensa variacao

étnica como seré descrito posteriormente.
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Uma segunda mutacdo de ponto (Asggo—>G) € responsavel por outro
polimorfismo no exon 7 de CYP1Al, originando o alelo polimorfico
CYP1A1*2B, que se encontra em desequilibrio de ligacdo com o alelo
CYP1A1*2A (HAYASHI, WATANABE e KAWAJIRI, 1991). Tal mutacio leva a
substituicdo do aminoacido isoleucina (lle) por uma valina (Val) no residuo
462. Este polimorfismo resulta em dois gendtipos homozigotos (lle/lle e
Val/Val) e um heterozigoto (lle/Val) e, no caso de os alelos serem mutantes,
leva a diminuicdo da atividade catalitica da enzima, pois a mutacdo esta
presente nos aminoacidos da regido catalitica heme ligante (NAKACHI et al.,
1991).

Essas variantes combinadas com exposi¢cdo ambiental tém sido estudadas
com base na hipétese de estarem conferindo um risco diferencial ao cancer para os
individuos que as carregam (OLSHAN et al., 2000). Os estudos com o0s
polimorfismos do gene CYP1Al tém encontrado frequéncias diferentes nos
principais grupos étnicos estudados, Europeus e Euro-descendentes, Afro-
descendentes e Asiaticos (GARTE et al., 2001).

Os polimorfismos da enzima CYP2D6 (debrisoquina hidroxilase) fazem parte
de uma das mais estudadas deficiéncias enzimaticas humanas. Trés alteracdes
foram inicialmente descritas para o gene CYP2D6, alelos mutantes A e B e uma
delecdo completa do gene. Subsequentemente, outros alelos foram descritos em
diferentes grupos étnicos (RAUNIO et al., 1995). Estas variantes sdo resultantes de
mutacfes de ponto, delecbes, adicbes, rearranjos génicos e delecbes ou
duplicacdes do gene inteiro, resultando em um aumento, reducédo ou completa perda
da atividade da enzima (INGELMAN — SUNDBERG e EVANS, 2001; MA, WOO e
McLEOD, 2002; KITADA, 2003).

O gene CYP2D6 esta localizado no cromossomo 22g13.1 (GOUGH et al.,
1990) e codifica a enzima debrisoquina hidroxilase que esta envolvida em diversos
passos do metabolismo secundario de drogas no tecido hepatico. Individuos
portadores de variantes do gene CYP2D6 podem ser classificados de acordo com
quatro niveis de atividade: metabolizadores pobres (PMs), metabolizadores
intermediarios (IMs), metabolizadores rapidos (EMs) e metabolizadores ultra-rapidos
(UMs) (JANN e COHEN, 2000). O fendtipo EM € expresso pela maioria da
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populacao, sendo considerado como “normal” (EVANS e RELLING, 2004; ZANGER,
RAIMUNDO e EICHELBAUM, 2004).

O gene CYP2D6 participa do metabolismo de aproximadamente 25% de
todas as medicacdes de uso clinico, como o tamoxifeno e alguns citotoxicos (WOLF
et al., 1992; INGELMAN — SUNDBERG e EVANS, 2001). A debrisoquina hidroxilase
(CYP2D6) catalisa 0 metabolismo de mais de trinta medicamentos comumente
prescritos, inclusive antagonistas de receptor beta (metoprolol, propranolol),
antiarritimicos (encainide, propafenone), antidepressivos (imipramine, desipramine),
analgésicos (codeina), e antipsicoticos (haloperidol, thioridazine). Estudos em
populacdes mostraram que 7 a 10% dos norte-americanos e Europeus sao
deficientes na atividade da enzima CYP2D6, resultando em metabolismo
significativamente prejudicado de medicamentos que sdo substratos somente para
esta enzima (EVANS et al., 1993).

MURA et al. (1993) descreveram que individuos EM para o gene CYP2D6
exibem atividade metabdlica altamente variavel. Em um estudo de familias franco-
canadenses, foi descrito um subgrupo de individuos EM heterozigotos, e um
segundo nivel de heterogeneidade foi descoberto entre individuos ndo portadores de
mutacdes, definido por variantes para a enzima BamHI. Combinac¢des diferentes de
haplotipos foram associadas com diferengcas na atividade metabdlica de CYP2D6.
MURA et al. (1993) sugeriram que a heterogeneidade genética e fenotipica em EMs
podem gerar dados contraditérios na relacdo entre atividade de CYP2D6 e
suscetibilidade ao cancer.

BERTILSSON et al. (1993) e JOHANSSON et al. (1993) sugeriram que a
base genética do fenétipo de metabolizacéo ultra-rapida € a duplicacdo do gene ou
amplificacdo do gene CYP2D6, resultando em niveis mais altos da enzima que €&
expressa. JOHANSSON et al. (1993) encontraram 12 cépias extras do gene de
CYP2D6 associadas a uma variante chamada CYP2D6L. Outros individuos com
genes duplicados de CYP2D6 com 3, 4 ou 5 copias de um alelo foram também
identificados (DAHL et al., 1995; AKULLU et al., 1996).

O alelo mutante mais frequente € o CYP2D6*4 (28,6%) e apresenta uma
transicdo Gig34—A. A mutacdo remove o sitio de restricdo da enzima BstNI e esta

presente no intron 3 gerando um codon de parada prematuro no residuo 544,
originando um produto ndo funcional (STUVEN et al.,, 1996; CARACO, 2004). A
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Individuos com esta mutacdo apresentam o fenétipo PM, com um risco elevado de
efeitos colaterais ou falhas terapéuticas durante o tratamento com drogas
metabolizadas pelo CYP2D6 (STUVEN et al., 1996).

A enzima CYP2EL esta envolvida na oxidagcdo de uma série de componentes
organicos de baixo peso molecular, incluindo benzeno, N-nitrosamina e etanol
(GATTAS e SOARES-VIEIRA, 2000). O gene CYP2El1l estad localizado no
cromossomo 10g24.3, entre outros dois genes de subfamilias diferentes de CYPs,
CYP2C e CYP17 (KOLBLE, 1993). Ao todo, foram descritas 13 variantes alélicas
para o gene CYP2E1l (INGELMAN-SUNDBERG et al.,, 2006) e é possivel que
variantes alélicas apresentem diferentes niveis de expressdao da enzima,
influenciando assim a suscetibilidade individual a carcinébgenos (PERSSON et al.,
1993). Um dos polimorfismos descritos para este gene apresenta um sitio de
restricio para a enzima Pstl no alelo mutante (CYP2E1*5B) devido a uma
substituicdo G.1293—>C (regido promotora 5’) do alelo selvagem (CYP2E1*1A)
(PERSSON et al., 1993), o que afetaria a transcri¢cdo, associando esse alelo com um
aumento a suscetibilidade ao cancer de pulméao em fumantes (AUTRUP, 2000).

Uma grande variacdo interindividual desta enzima tem sido observada e
véarias variantes genéticas polimérficas, que podem explicar essa variagdo, tém sido
identificadas. RAUNIO et al. (1995) apontam uma grande variagao da frequéncia do
polimorfismo CYP2E1*5B em diversas populacdes de diferentes etnias e ressaltam a
importancia de outros estudos para interpretar o possivel papel destas variantes na
suscetibilidade ao cancer de pulmé&o.

Segundo AUTRUP (2000), pacientes que apresentam genotipo “suscetivel”
desenvolvem céancer de pulmédo com uma idade precoce e com baixa dose de
exposicao ao cigarro, ou seja, com pouco consumo de cigarros/ano. Nao foi
encontrada associagao entre o polimorfismo CYP2E1*5B e o aumento da toxicidade
provocada por benzeno em individuos expostos ocupacionalmente.

A enzima CYP2E1 também tem um importante papel na conversao de etanol
para acetaldeido e acetato, juntamente com as enzimas 2-alcool-desidrogenase e 2-
aldeido-desidrogenase. Foram encontrados polimorfismos relacionados as trés
enzimas com diferentes freqiiéncias em grupos étnicos distintos conferindo niveis
variaveis de metabolismo de etanol (HAYASHI, WATANABE e KAWAJIRI, 1991).
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Neste trabalho utilizou-se a nomenclatura descrita por INGELMAN-
SUNDBERG et al. (2006), reunida na Tabela 2.

TABELA 2 - NOMENCLATURA DE ALELO E PROTEINA RELACIONADA, ENZIMA DE RESTRIGAO
PARA DETECGAO DO ALELO E NOME COMUM DOS GENES CYP1A1, CYP2E1 E

CYP2D6

Alelos Proteina Enzima de Restricéo Nome Comum
CYP1A1*1A CYP1Al.1 N&o tem sitio de restricdo tipo selvagem
CYP1A1*2A CYP1Al1 Mspl ml
CYP2E1*1A CYP2E1.1 N&o tem sitio de restricdo cl
CYP2E1*5B CYP2E1.1 Pstl e Rsal c2
CYP2D6*1A CYP2D6.1 BstN1 Al
CYP2D6*4 - N&o tem sitio de restricao A2

FONTE: INGELMAN-SUNDBERG et al. (2006)
1.4.2 Familia Glutationa S-Transferase (GST)

As glutationas S-transferases (GST) constituem um importante sistema
enzimatico do mecanismo celular de detoxificacdo estando envolvidas no
metabolismo de xenobidticos que incluem carcinbgenos ambientais, espécies de
oxigénio reativos e agentes quimioterapéuticos (GATTAS et al., 2004). As GST
formam uma familia multigénica com quatro diferentes classes de isoenzimas da
fase Il: a, p, © e 6; incluindo os locos GSTM1(u), GSTT1(0) e GSTP1(n). Sua funcéo
primaria é detoxificar eletrolitos capazes de se ligar ao DNA; sendo que também tém
um papel importante na protecdo de tecidos do estresse oxidativo (GATTAS e
SOARES VIEIRA, 2000).

Segundo HATAGIMA (2002), todos os genes da classe mu foram mapeados
no braco curto do cromossomo 1, e especificamente o gene GSTM1 esta localizado
em 1pl13. Os genes estdo separados por aproximadamente 20 kb e na seguinte
sequéncia: 5°...GSTM4 — GSTM2 — GSTM1 — GSTM5 — GSTMS...3". O gene GSTM3
localiza-se ap6s o0 GSTM5, porém numa orientagcdo 3">5". Para o gene GSTML,
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existe uma permuta desigual entre duas regides altamente repetitivas idénticas que
o flanqueiam, resultando em uma delecédo de 16 kb que inclui todo o gene (Figura 2).
Diferencas interindividuais para o gene GSTM1 sdo devidas a dele¢cdo do gene
(gendtipo nulo) ou a variagdo alélica que resulta na produgcdo de uma proteina com
atividade catalitica muito similar (GSTM1A e GSTM1B) (AUTRUP, 2000).

FIGURA 2 - LOCALIZACAO DE GENES DA FAMILIA GST CLASSE MU E DELEGAO COMPLETA
DO GENE GSTM1
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FONTE: PARL (2005)

O gene GSTT1 tem 8,1 kb, foi mapeado no cromossomo 22g11.2 e apresenta
dois diferentes alelos funcionais (GATTAS et al., 2004). De maneira semelhante ao
gene GSTM1, existe uma delecdo do GSTT1 aparentemente causada por uma
recombinacdo homodloga envolvendo duas sequéncias altamente repetitivas que
flanqueiam o gene (HA3 e HAS), resultando na perda de 54 kb que contém o gene
inteiro (Figura 3) (PARL, 2005). Individuos com pelo menos um alelo funcional para
GSTM1 e GSTT1 estdo agrupados nos tipos de conjugacdo positiva e sao
chamados GSTM1-positivos e GSTT1-positivos respectivamente. Por outro lado, os
individuos que possuem delecao dos genes e, conseqiientemente a auséncia ou a
forma inativa das enzimas, sdo denominados de portadores do genétipo “GSTM1-
nulo” (GSTM1*0) e “GSTT1-nulo” (GSTT1*0). A variabilidade na distribuicdo de
genotipos nulos para GSTM1 e GSTT1, devido a delegcdo génica total ou parcial, tem
sido descrita em diferentes populacdes, especialmente em grupos étnicos bem
definidos (GATTAS et al., 2004). Aproximadamente 50% da populacéo Européia ou
Euro-descendente apresenta o genétipo GSTM1-nulo e 20% apresenta o genotipo
GSTT1-nulo (RAUNIO et al.,1995; ARRUDA et al., 1998; GEISLER e OLSHAN.,
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2001; LOSI-GUEMBAROVSKI, D’ARCE e COLLUS, 2002; ROSSINI et al., 2002;
GATTAS et al., 2004).

FIGURA 3 — DELECAO COMPLETA DO GENE GSTT1
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FONTE: PARL (2005)

O gene GSTP1 esta localizado no cromossomo 11g13 e codifica uma enzima
expressa primariamente em tecidos da placenta, baco, coracao e pulmao. BOARD et
al. (1990) descreveram trés diferentes alelos GSTP1, sendo estes denominados
GSTPla (ou GSTP1*A), que é o alelo selvagem, GSTP1b (GSTP1*B) e GSTP1c
(GSTP1*C). A variante GSTP1*B apresenta uma transicdo Aszi;3—G no exon 5,
mudando o cédon 105 de ATC (lle) para GTC (Val). O GSTP1*C é caracterizado por
duas transicbes de nucleotideos, sendo a primeira, a mesma observada no
GSTP1*B, e a segunda, uma transicdo Cs4;—T no exon 6, resultando na mudanca
de GCG (Ala) para GTG (Val) no codon 114.

O codon 105 compreende parte do sitio ativo da enzima GSTP1 para a
ligacdo de eletrofilicos reativos, e a substituicao llei;ps—Val nas variantes GSTP1*B e
GSTP1*C afeta a atividade catalitica substrato-especifica e a estabilidade térmica da
proteina codificada (JOHANSSON et al., 1998; PANDYA et al., 2000). Variagbes
estruturais adicionais causadas pela mudanca do aminoécido alanina para valina no
cédon 114 na GSTP1*C sdo de menor magnitude do que aquelas causadas por
mudancas no cdédon 105, ndo possuindo tanto impacto na atividade catalitica.

As enzimas pertencentes a familia GST estdo envolvidas no metabolismo de
varios xenobioticos. NORPPA (2003) enumera algumas substancias como 1,2:3,4-
diepoxibutano, um composto resultante do metabolismo do 1,3-butadieno, que

depende da acdo da enzima GSTT1 para seu processamento, e o 1,2-epoxi-3-
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buteno, outro composto resultante do 1,3-butadieno, que tem seu metabolismo
relacionado com variantes de GSTM1. Estes compostos séo derivados do estireno e
0 metabolismo para sua eliminagcéo esta claramente relacionado com as enzimas da
familia GST em individuos que desenvolvem atividades em contato com este
composto. Ainda neste trabalho, NORPPA (2003) cita a importancia das enzimas da
familia GST para a metabolizagdo dos compostos do cigarro. Alguns estudos
demonstram que fumantes com genotipo nulo para GSTM1 tém risco aumentado de
desenvolver cancer de pulméo e de bexiga, mas esta relacdo ainda ndo est4d bem
esclarecida, uma vez que outros autores também tém descrito um risco maior em
individuos com o gendtipo nulo em ndo fumantes (GEISLER e OLSHAN, 2001).

Com relacdo a enzima especificada pelo gene GSTP1, estudos tém
demonstrado relagbes com compostos do cigarro, como 0 benzo[a]pireno diol-
epoxido e acroleina. A enzima GSTP1 também esta envolvida na detoxificacdo de
produtos reativos da timidina e uracil-propenal (YANG et al., 2005). Outra acao
importante da enzima GSTP1 é a resisténcia a quimioterapicos no tratamento de
alguns tipos de céancer. Através de sua acdo de detoxificacdo, a GSTP1 poderia
estar sendo um obstaculo para o sucesso de agentes quimicos que destroem células
neoplasicas (TEPSIRI et al., 2005).

Como citado anteriormente, as GST sao responsaveis pela segunda etapa do
metabolismo de xenobidticos, a detoxificacdo. Uma falta ou reducdo da atividade
dessas enzimas, observada em individuos com o gendtipo nulo ou com variantes
polimorficas, pode causar o acumulo de componentes metabdlicos provenientes da
primeira etapa. Estes componentes podem formar adutos e provocar mutagbes em
genes criticos como oncogenes e/ou supressores tumorais aumentando a
probabilidade do desenvolvimento de uma neoplasia. Segundo AUTRUP (2000),
individuos classificados como GSTM1*0 devem teoricamente ter um alto nivel de
adutos comparados com individuos que expressam o gene.

Fumantes apresentando o0 gendtipo GSTT1*0 tém mais aberracdes
cromossOmicas detectadas por hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) do que
fumantes que expressam o gene. Estudos epidemiolégicos ndo mostram associacao
clara entre o gendtipo GSTT1*0 e o desenvolvimento de cancer. Ao contrario, um
aumento no risco de cancer de bexiga foi observado em n&do fumantes com
expressao aumentada do GSTT1 (AUTRUP, 2000).
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1.5 ETNICIDADE, EPIDEMIOLOGIA E OS GENES DO BIOMETABOLISMO

A etiologia de grande parte das doencas que afetam as popula¢cées humanas
€ associada a fatores genéticos que sdo amplamente influenciados por
componentes ambientais (doencas complexas). Para compreenséo destas variaveis
€ necessario um conhecimento amplo principalmente dos aspectos genéticos, uma
vez que estes sdo intrinsecos aos individuos e/ou as populagdes.

A classificacdo das racas humanas € arbitraria, existindo, porém, como
construcdo social que foi mudando com o tempo através de contextos sociais e
foram sustentadas pela ideologia racial. Os tracos fisicos de um individuo,
especialmente a pigmentacéo da pele, cor e textura do cabelo, e formas dos labios e
nariz, sdo constantemente utilizados para a categorizacéo racial e desta maneira,
costumam ser usados como fatores de segregacdo social. Entretanto, acredita-se
que estes tracos oligogenéticos se estabeleceram em consequéncia aos fatores
geograficos seletivos, como a radiagéo e o calor, e sua utilizagdo como marcadores
de “raca” pode ser biologicamente errbnea (PARRA et al.,, 2002). Entretanto, a
distribuicdo da variacdo genética difere entre os principais grupos humanos.

ROSENBERG et al. (2002) estudaram 1056 individuos de 52 populacbes
humanas diferentes através de 377 locos de microssatélites e concluiram que a
maior variagdo genética esta presente dentro das populagbes, entre os individuos
classificados como pertencentes ao mesmo grupo étnico (93 a 95% da variacao
genética existente) do que entre os individuos das populacdes de grupos étnicos
diferentes (3 a 5% da variacdo genética existente).

Segundo PEARCE et al. (2005), a etnicidade de uma populacdo € uma
construcdo complexa que inclui biologia, histéria, orientacdo cultural e pratica,
idioma, religido e estilo de vida, ou seja, varios fatores que podem influenciar na
saude dos individuos. A auséncia de amplas diferencas genéticas sisteméaticas entre
grupos étnicos, aliada a presenca de grandes diferencas em estilo de vida (dieta,
alcool, alojamento, tabagismo e etc.), ressalta a importancia de estudos que tém por
objetivo caracterizar marcadores genéticos que possam predispor determinados
grupos as doencas complexas.

ROSENBERG et al. (2002) apontam a importancia da classificacdo genética

de amostras de populacdes utilizadas em estudos caso-controle para melhor
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avaliacdo dos resultados. A classificacdo com base em dados fenotipicos € pouco
consistente. J4 agquela com base na ancestralidade informada pelos individuos fica
préxima a ancestralidade genética, porém em estudos caso-controle, nos quais é
necessdaria uma analise estatistica criteriosa dos resultados, essa classificacao nao é
indicada. Sendo assim, uma avaliacdo genética da ancestralidade das populacdes,
das quais foram retiradas as amostras em estudos caso-controle, pode evitar
resultados de associagao falso-positivos ou falso-negativos.

A variabilidade interindividual no metabolismo de xenobidticos tem sido
associada com a maior ou menor suscetibilidade ao risco de desenvolvimento de
neoplasias ou outras doencas complexas. O conhecimento desta variabilidade na
suscetibilidade e a identificagdo de fatores de risco sao de grande importancia para
o desenvolvimento de medidas de prevencdo. Para uma avaliagdo mais consistente
da participacdo de fatores genéticos em populacdes especiais € de fundamental
importancia o conhecimento da distribuicdo dos mesmos nas populacdes das quais
as amostras foram obtidas (RAUNIO et al.,1995).

1.5.1 Etnicidade e Epidemiologia Relacionada a Familia CYP

Vérios genes da familia CYP que codificam produtos envolvidos em etapas do
biometabolismo tém sido estudados nas diferentes populagbes. Os grupos mais
estudados sdo os Europeus, Africanos, Asiaticos e seus descendentes
miscigenados. A maioria dos trabalhos envolve estudos tipo caso-controle em
doengas complexas, sendo que a mais estudada tem sido o cancer, principalmente o
de pulméo, mama e cabeca e pescoc¢o. Sendo assim, as informacdes de frequéncias
alélicas e genotipicas sédo obtidas principalmente dos individuos controles desses

estudos.

1.5.1.1 CYP1Al

As variantes do gene CYP1Al sdo frequentemente avaliadas em estudos
caso-controle no grupo caucasoide. GARTE et al. (2001) obtiveram as frequéncias
dos polimorfismos dos genes envolvidos no biometabolismo em populagdes controle,

em um estudo colaborativo que envolveu a compilacdo de dados de 73 estudos
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independentes, realizados por 52 laboratorios. Para o polimorfismo Mspl, as
freqiéncias obtidas numa amostra de 4.453 individuos Europeus e Euro-
descendentes foram: 82,4% de portadores do genétipo CYP1A1*1A1A; 16,4% de
heterozigotos CYP1A1*1A2A ; e 1,2% de CYP1A1*2A2A.

Entre as principais neoplasias estudadas encontram-se os canceres de
pulméo (HUNG et al., 2003; TAIOLI et al., 2003; RAIMONDI et al., 2005; WENZLAFF
et al., 2005), de mama (BAILEY et al., 1998; LI et al., 2004; LE MARCHAND et al.,
2005; MASSON et al., 2005), e cabeca e pescoco (OLSHAN et al., 2000; ALI et al.,
2004; GAJECKA et al.,, 2005; LEICHSENRING et al., 2006). Ainda podem ser
encontrados estudos envolvendo outros tipos de neoplasias como carcinoma de
células renais (LONGUEMAUX et al., 1999).

A associacdo das variantes do gene CYP1Al e neoplasias de pulméo
permanece controversa. WENZLAFF et al. (2005) avaliaram 159 pacientes e 179
controles e ndo encontraram diferenca estatisticamente significante entre as
frequéncias das variantes analisadas deste gene nos dois grupos. Outros estudos
também nao encontraram diferencas entre pacientes e controles (CASCORSBI,
BROCKMOLLER e ROOTS, 1996; GSUR, HAIDINGER e HOLLAUS, 2001; YIN et
al., 2001). Entretanto, em uma meta-analise, RAIMONDI et al. (2005) avaliaram 21
estudos caso-controle com um total de 2.764 individuos Europeus e Euro-
descendentes analisados (555 pacientes e 2209 controles) e encontraram
associacdo entre as variantes Mspl e lle***Val e cancer de pulmao, além de um
efeito protetor da combinacdo do genoétipo selvagem para o gene CYP1Al, da
variante GSTM1*0 e a variante selvagem do gene GSTT1. Este ultimo trabalho
reforca a hip6tese que estudos de associacdo necessitam de um numero grande de
pacientes e controles para permitir a obtencao de informac¢des mais consistentes.

Com relacdo a associacdes do gene CYP1Al e neoplasias mamarias, em
Europeus e Euro-descendentes parece ndao haver influéncia isoladamente. Estudos
com as variantes *2A, *2C e *4, em amostras de 207, 1948 e 1873 individuos,
respectivamente (BASHAM et al., 2001; DIALYNA, ARVANITIS e SPANDIDOS,
2001; THIER et al., 2003) ndo encontraram associacdo. Em meta-andlise de 17
estudos caso-controle com variantes do gene CYP1A1l e cancer de mama, MASSON
et al. (2005) também ndo encontraram qualquer associacao.
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A associacao entre pacientes portadores de neoplasias de cabeca e pescoco
e mutacdes para o gene CYP1Al parece ser encontrada somente quando em
combinagdo com variantes de outros genes de suscetibilidade. OLSHAN et al.
(2000) encontrou risco alto para individuos que possuiam a combinacdo das
variantes GSTM1*0 e CYP1A1*2B e eram fumantes, indicando a importancia da
analise de combinacdes de gendtipos de risco em associacdo com as neoplasias
estudadas.

Em relacdo a populacéo Afro-descendente, varios trabalhos foram realizados
para verificar a associacdo entre os polimorfismos do gene CYP1Al e o cancer de
pulméo (KELSEY, WIENCKE e SPITZ, 1994; LONDON et al., 1995; TAIOLI et al.,
1998; WENZLAFF et al., 2005; WRENSCH et al., 2005), porém os resultados ainda
sdo controversos. Ja& em alguns estudos de associacdo com cancer de mama
(TAIOLI et al., 1995; TROCK, 1996; BAILEY et al., 1998; LI et al., 2004, ZHU et al,
2006), foi encontrada uma possivel associacdo, exceto em um trabalho que também
analisou os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 em 59 mulheres Afro-
americanas e nao encontrou associacédo (BAILEY et al., 1998). LE MARCHAND et
al. (2005) avaliaram varios polimorfismos do gene CYP1Al, entre outros genes, e
concluiram que estas variantes sdo importantes no metabolismo do estrogeno
circulante, aumentando o risco de desenvolvimento de cancer de mama em
mulheres de vérias etnias, incluindo as Afro-descendentes.

Outros estudos tém sido realizados a fim de caracterizar o polimorfismo do
gene CYP1Al em amostras de populacao Africana e Afro-descendente (GARTE et
al., 1996). DANDARA et al. (2002) encontraram uma frequéncia de 1,3% da variante
Val*®® em uma amostra de 114 individuos Africanos. No estudo de meta-analise de
GARTE et al. (2001), foi descrita a frequéncia para a variante de CYP1A1*2A de
23,9%.

Com relacédo a populacéo brasileira, trabalhando com uma amostra de 405
individuos da populagdo do Rio de Janeiro, AMORIM et al. (2004) encontraram uma
freqUiéncia genotipica de 83,7% para CYP1A1*1A1A; 15,1% para CYP1A1*1A2B e
de 1,2% CYP1A1*2B2B para CYP1A1*2B. Para o polimorfismo CYP1A1*4A, as
frequéncias genotipicas foram de 93,1% para CYP1A1*1A1A e 6,9% para
CYP1A1*1A4A. Quando foram analisados somente os individuos negros da amostra,
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estes apresentaram uma alta frequéncia do tipo selvagem de ambas variantes
mostrando uma distribuic&o étnica diferencial dos polimorfismos do gene CYP1AL.

Outro trabalho com a populacdo brasileira avaliou quatro amostras para a
variante CYP1A1*2C, trés Afro-descendentes e uma Euro-descendente e encontrou
uma frequéncia de 11% para os Euro-descendentes, que nao foi estatisticamente
diferente das frequéncias encontradas nas populacdes européias; e uma frequéncia
de 12% a 15% dessa variante para as amostras Afro-descendentes. Devido ao fato
desse alelo ndo ser comum nas populacdes Africanas existem duas explicacbes
para sua frequéncia em Afro-brasileiros: miscigenacdo com a populacdo Euro-
brasileira ou amerindia e deriva genética. Entretanto nenhuma dessas hipoteses
pode explicar uma frequéncia tao alta, assim os autores acreditam que ainda néo
foram estudadas populacdes suficientes na Africa para encontrar essa variante na
populacao ancestral dos Afro-brasileiros (GASPAR et al., 2002a).

LEICHSENRING et al. (2006) avaliou a relacdo entre as variantes dos genes
CYP1Al e GSTP1 em uma amostra constituida de 72 pacientes com carcinoma
bucal de células escamosas e 60 controles saudaveis da populacédo do Sul do Brasil.
Este trabalho ndo encontrou associacao entre a presenca das variantes estudadas
CYP1A1*2B e GSTP1*B e risco de desenvolvimento de carcinoma bucal de células
escamosas. As frequéncias descritas nos controles foram: CYP1A1*2B (13%) e
GSTP1*B (29%).

Estudos com outras populagdes, principalmente Asiaticos, tém sido realizados
com as variantes do gene CYP1Al. Uma associacdo significante na populacdo
japonesa entre a suscetibilidade ao cancer de pulmé&o e homozigose para o alelo
*2A foi descrita por KAWAJIRI et al. (1990) e NAKACHI et al. (1991). SONG et al.
(2001) estudaram as variantes *2A e *2B do gene CYP1A1l em pacientes portadores
de cancer de pulméao da populacdo chinesa com relacdo a associacdo com habito
tabagista e encontraram resultados significantes indicando que essas variantes
estdo associadas com maior risco de desenvolvimento de céncer de pulmdo em
individuos fumantes chineses. As frequéncias encontradas das variantes nos
controles foram: 35,0% (*2A) e 25,6% (*2B). KANG (2003) avaliou 335 pacientes
com cancer de mama e 210 controles para duas variantes do gene CYP1Al na
populacdo coreana e nado encontraram associacdo. GARTE et al. (2001)

descreveram as frequéncias alélicas das variantes *1A (62,5%), *2A (14,9%), * 2B
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(21,2%) e *2C (1,52%) para asiaticos; neste trabalho os autores fizeram uma meta-
andlise avaliando 9 estudos com 1.144 individuos.

E por fim, YANG et al. (2005) realizaram uma meta-analise com trabalhos que
avaliaram a associagao de genes envolvidos na fase | e Il do biometabolismo e o
cancer de esofago. Nesta revisdo foram incluidos 16 estudos caso-controles dos
quais 14 incluiram populacdes Asiaticas (3 japonesas e 11 chinesas), sendo
avaliados um total de 754 pacientes e 1.563 individuos controles. As variantes
estudadas do gene CYP1A1l foram *2A e *2B: para a primeira nao foi encontrada
nenhuma associacéo significante e para a segunda foram encontradas associacdes
em dois estudos da populacao chinesa (NIMURA et al., 1997; WANG et al., 2002).
As freqliéncias descritas para as variantes na meta-analise para os controles foram:
*2A (11,7%), *2B (21,1%). MIYOSHI et al. (2002) estudaram variantes do gene
CYP1Al1l em amostra de 195 pacientes com cancer de mama e 272 controles da
populacdo japonesa. Os autores encontraram associagdo entre as variantes
estudadas e o risco aumentado de carcinogénese mamaria.

No Apéndice 1 estéo reunidos os dados presentes na literatura referentes as

freqUéncias da variante CYP1A1*2A nos trés principais grupos estudados.

1.5.1.2 CYP2D6

Polimorfismos genéticos do metabolismo oxidativo da debrisoquina e
espartaneina, no qual a proteina CYP2D6 esta envolvida, tém sido descritos desde a
década de 70. Diferencas étnicas na distribuicdo da atividade da CYP2D6 podem
ser encontradas nos principais grupos étnicos: chineses (Asiaticos), Afro-americanos
(Afro-descendentes), suecos e espanhdis (Europeus). Segundo BOGNI et al. (2005),
mais de 80 variantes alélicas do gene CYP2D6 foram descritas. Os alelos podem ser
classificados com base no nivel de atividade das enzimas que codificam, em grupos
funcionais, nao-funcionais e de funcdo reduzida. Frequéncias variadas sé&o
conhecidas para os alelos de CYP2D6 entre grupos étnicos. Geralmente, para
Europeus e os seus descendentes, o grupo funcional € predominante, com uma
frequéncia de 71%. Alelos n&o funcionais representam cerca de 26% da
variabilidade, principalmente o alelo CYP2D6*4 (BRADFORD et al., 2002)
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O polimorfismo deste gene pode ter um papel importante na inducdo dos
efeitos adversos da administracdo de alguns agentes terapéuticos (INGELMAN —
SUNDBERG, OSCARSON e McLELLAN, 1999), como aqueles aplicados na
oncologia. Muitos medicamentos usados comumente na oncologia sao
metabolizados via CYP2D6, e os polimorfismos no gene podem potencialmente
induzir importantes efeitos clinicos, que vao depender da droga envolvida e do
gendtipo do paciente (BERNARD et al., 2006).

Diversas variantes do gene CYP2D6 tém sido estudadas nas populacdes
Européias e Euro-descendentes com relacdo a suscetibilidade ao céancer
(LONGUEMAUX et al., 1999; LAFOREST et al., 2000; GAJECKA et al., 2005), suas
interacbes com medicamentos envolvidos na terapia das neoplasias (CAPORASO et
al., 2001; BERNARD et al., 2006) e a distribuicdo de suas frequéncias nestes grupos
(GAEDIGK et al.,, 2002; SCORDO et al., 2004; MENOYO, DEL RIO e BAIGET,
2006).

Alguns trabalhos envolvendo as variantes deste gene e malignidades
estudaram pacientes com cancer de pulmao, rim e cabeca e pescoco. LAFOREST et
al. (2000), em estudo caso-controle com pacientes fumantes pertencentes a
populacdo francesa, avaliaram quatro mutacdes de inativacdo génica (CYP2D6*3,
*4, *5 e *16) e a duplicagdo deste gene quanto ao possivel aumento do risco de
desenvolvimento de cancer de pulmédo. Segundo os autores o risco nao diferiu entre
as diferentes classes de metabolizadores (PMs, EMs e UMs), nem a associacéo de
maior risco entre fumantes leves ou pesados foi encontrada.

Com relagdo a associacdo das variantes desse gene e o risco de carcinoma
de células renais (RCC), LONGUEMAUX et al. (1999) estudando 173 pacientes com
RCC e 211 controles, todos franceses, para varios genes do biometabolismo, néo
encontraram associacdo das variantes do CYP2D6. Entretanto encontraram
associagcbes com as variantes dos genes CYP1Al, GSTT1, GSTM1, GSTP1 e NAT2
e seus genotipos combinados. Segundo os autores, essas associagcdes encontradas
sugerem que a variacao interindividual nas vias metabdlicas envolvendo a
detoxificacdo de xenobidticos especificos € um importante fator de suscetibilidade
para RCC em Europeus.

Alguns trabalhos tém avaliado a frequéncia das variantes do gene CYP2D6

em amostras de populacdo controle européia. SCORDO et al. (2004) estudaram
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uma amostra de 360 individuos da populacéo italiana e encontraram as seguintes
distribui¢cdes: 192 individuos (53,3%) sem alelos mutantes (EMs homozigotos), 126
(35,0%) com pelo menos um alelo mutado (EMs heterozigotos), 12 (3,4%) com dois
alelos mutados (PMs) e 30 (8,3%) com copias extras do gene (UMs). MENOYO,
DEL RIO e BAIGET (2006) estudaram uma amostra de 105 individuos da populagéo
espanhola e tiveram os seguintes resultados: a frequéncia da variante CYP2D6*1
(tipo selvagem) foi 31%; as variantes que codificam a enzima de atividade rapida
(CYP2D6*2), moderada (*9 e *10) e reduzida apresentaram as frequéncias 40,47;
2,38 e 1,90%, respectivamente. As frequéncias das variantes *3, *4, *5 e *6 foram
0,95; 13,8; 3,33 e 0,95%, respectivamente. A duplicacdo génica de CYP2D6 foi
detectada com uma frequéncia de 4,27%.

A ocorréncia da duplicacdo do gene CYP2D6 varia entre as populacoes.
Entre 217 espanhois saudaveis brancos, AGUNDEZ et al. (1995) determinaram que
a prevaléncia de copias multiplas de CYP2D6 foi de 7%. AKULLU et al. (1996)
informaram que 29% de etiopes possuem genes extras de CYP2D6, e que em 1 a
2% dos suecos, alemaes, chineses e negros foram descritas cépias multiplas.

Dois trabalhos avaliaram as frequéncias das variantes deste gene nha
populacdo hispanica. MENDOZA et al. (2001), em uma amostra de 380 individuos
hispanicos residentes em Los Angeles, Califérnia, encontraram as seguintes
freqUéncias: 22,8% para CYP2D6*2; 10,3% para *4; 7,4% para *10; 2,3% para *5;
1% para a duplicacdo génica e aproximadamente 1% para *3 e *17. LOPEZ et al.
(2005) estudando 243 mesticos mexicanos encontraram as seguintes frequéncias
para a as variantes CYP2D6*2, *3, *4, *5, *10, *17: 19,34%; 1,44%; 11,21%;, 2,67%;
12,45% e 1,65%, respectivamente. Segundo os autores as frequéncias para estas
variantes sao Unicas e estdo de acordo com o alto indice de miscigenacdo de
Europeus, Asiaticos e Africanos nessa populacao.

A frequiéncia de alelos funcionais em Africanos e Afro-americanos tém sido de
aproximadamente 50%. A freqiéncia média de alelos ndo funcionais em Afro-
americanos é duas vezes maior quando comparada a frequéncia média dos
Africanos (14,5% em Afro-americanos e 6,3% em Africanos). Alelos ndo funcionais e
de funcdo reduzida representam aproximadamente 35%, em geral, da frequéncia
alélica em popula¢bes Afro-descendentes (BRADFORD, 2002).
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Segundo EVANS et al. (1993) que compararam duas amostras da populacéo
norte-americana de Afro-descendentes (127 individuos) e de Euro-descendentes
(126 individuos), existe uma reducéo na funcéo da proteina CYP2D6 nestes grupos,
porém a frequéncia das variantes que conferem essa reducdo é maior em Euro-
americanos do que em Afro-americanos. Para a variante CYP2D6*B as frequéncias
foram 8,5% em Afro-americanos e 23% em Euro-americanos. OZAWA et al. (2004)
descreveram que a frequéncia de metabolizadores fracos (PM) entre Afro-
americanos é de 1,8%. Esses dados indicam a importancia de conhecer a dindmica
deste polimorfismo nos diferentes grupos étnicos, e principalmente em grupos
miscigenados, a fim de entender a acdo metabdlica das enzimas variantes com
relacdo a diferentes compostos farmacoldgicos que sdo metabolizados por elas
(BERNARD et al., 2006).

OSCARSON et al. (1997) verificaram que o alelo CYP2D6*17 € comumente
distribuido entre a populacdo do Zimbabue (34,0%), da Etiépia (9,0%) e outras
populacdes Africanas. Assim, acima de 10% da populagdo do Zimbabue é
homozigota para este alelo, e isto tem implicacdes importantes para tratamento
farmacoldgico com os substratos da CYP2D6, uma vez que este polimorfismo
confere uma capacidade reduzida de metabolizacdo desses substratos.

Segundo KIM, JOHNSON e DERENDORF (2004), existem diferengas étnicas
nas fases farmacocinéticas e metabodlicas entre individuos Europeus e Asiéticos,
principalmente com relacdo as proteinas codificadas pelo gene CYP2D6 e pela
subfamilia CYP2C participantes desses processos. Com relacdo ao gene CYP2D6
os autores descrevem diferencgas significantes quanto as frequiéncias dos PMs entre
os dois grupos citados (aproximadamente 1% em Asiaticos e de 5 a 10% em
Europeus).

Entretanto, os dados entre Asiaticos sdo bastante heterogéneos, enquanto
em alguns grupos os alelos funcionais representam 50% dos alelos de CYP2D6, os
Asiaticos habitantes das ilhas do Pacifico tém uma freqiéncia alta (41%) de um alelo
de funcéo reduzida, CYP2D6*10 (BRADFORD, 2002). Outro trabalho que evidencia
essa heterogeneidade avaliou as variantes deste gene em uma amostra de chineses
da Malasia. Entre os 236 individuos estudados, nenhum apresentou combinac¢des de
gendtipos que indicam fenotipo metabolizador pobre (PM), porém 40% apresentaram

variantes que identificam o fendtipo metabolizador intermediario (IM)
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(CYP2D6*10/*10, *17, *4 e *9). Esses dados estdo de acordo com os dados
descritos para outras populacdes orientais que também apresentam-se
heterogéneas em relacdo as variantes do gene CYP2D6 (ISMAIL et al., 2003).

Por fim, THEOPHILUS et al. (2006) estudaram as variantes CYP2D6 *2, *3,
*4*5 *10, *14 e *17 em uma amostra de 447 individuos do Sul da india. As
freqiéncias encontradas foram significantemente diferentes das encontradas nas
populacdes Européias, Africanas e Asiaticas, principalmente chineses e japoneses.
A variante mais frequente encontrada foi CYP2D6 *2 (34,8%) e a variante CYP2D6
*4 teve frequéncia de 7,3%.

No Apéndice 2 estdo reunidos os dados presentes na literatura referentes as

frequéncias da variante CYP2D6*4 nos trés principais grupos estudados.

1.5.1.3 CYP2E1

As frequiéncias das variantes do gene CYP2E1 sédo dependentes da etnia do
grupo estudado. Alguns alelos séo aproximadamente dez vezes mais freqientes em
Asiaticos do que em Europeus. Entretanto, existe pouca informacdo sobre este
polimorfismo em populacdes miscigenadas (ROSSINI et al., 2006).

Estudos envolvendo as variantes do gene CYP2E1 e neoplasias,
principalmente céancer de pulmao e laringe tém sido desenvolvidos (KATO et al.,
1992; HIRVONEN et al., 1993; PERSSON et al., 1993; GAJECKA et al., 2005),
porém os resultados ainda sdo controversos, possivelmente devido as dificuldades
na interpretacdo sobre o mecanismo biologico de acdo das mutacdes pois estas
estdo presentes nas regides nao codificantes do gene (RAUNIO et al., 1995).

GAJECKA et al. (2005) estudaram a variante CYP2E1*5B em 289 pacientes
com carcinoma de células escamosas de laringe e 316 controles, todos homens
Europeus com habito tabagista. N&o foi encontrada diferenca significativa entre as
freqiéncias da variante entre os pacientes e controles que foram 2% e 3%
respectivamente. Entretanto, no mesmo trabalho os autores avaliaram o0s genes
CYP1Al, CYP2D6, NAT2, GSTM1 e GSTT1 e encontraram diferencas significantes
entre pacientes e controles para as frequéncias dos gendétipos (isolados ou
combinados) dos genes citados acima, exceto GSTT1. Estes dados indicam que o
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polimorfismo desses genes pode ter um papel importante na etiologia do cancer de
laringe.

Os polimorfismos do gene CYP2E1 sdo pouco estudados em amostras de
populacdes Africanas e Afro-descendentes. Trabalhos com amostras de populacdes
Afro-descendentes nos EUA verificaram que existe uma possivel associacdo entre
polimorfismos do gene CYP2EL e pacientes fumantes que desenvolveram cancer de
pulméo (KATO et al., 1994; LONDON et al., 1996; WU et al., 1997, 1998).

STEPHENS et al. (1994) analisaram as frequiéncias dos polimorfismos Rsal
(CYP2E1*5B) e Dral (CYPE1*6) do gene CYP2E1 através de PCR-RFLP de 695
individuos pertencentes a amostras de populacbes Afro-americanas, Euro-
americanas e tailandesas. Para os individuos Afro-americanos encontraram as
frequéncias de 0,01 e 0,08; para os Euro-americanos as frequéncias foram 0,04 e
0,11; e para os tailandeses as frequéncias foram 0,28 e 0,24 para os alelos
mutantes dos polimorfismos descritos acima, respectivamente . As frequéncias
foram significativamente distintas entre os trés grupos étnicos analisados. Em meta-
andlise GARTE et al. (2001) avaliaram 16 estudos envolvendo Europeus e Euro-
descendentes totalizando 1.966 individuos e 5 estudos envolvendo Asiaticos
totalizando 719 individuos. As variantes analisadas apresentaram as seguintes
frequéncias: para Europeus e Euro-descendentes, *5A (2,52%), *5B (0,52%) e *6
(5,33%) e para Asiaticos, *5A (24,3%), *5B (1,05%) e *6 (6,3%).

YANG et al. (2005) em meta-analise, avaliaram cinco estudos de associacao
entre o polimorfismo do gene CYP2E1 e cancer de esbéfago na populacdo Asiatica
(trés estudos com chineses e dois com japoneses) e encontraram uma freqtiéncia de
22% da variante *5B entre os controles e a associacdo com risco aumentado de
cancer de eso6fago foi encontrada em dois trabalhos (LIN, TANG e PENG, 1998; TAN
et al., 2000).

Dois trabalhos estudaram variantes do gene CYP2E1 em amostras da
populacdo brasileira. O primeiro deles foi realizado com uma amostra de 206
individuos de populacéo caucasoide e 86 individuos de populacao afro-descendente.
GATTAS e SOARES-VIEIRA (2000) encontraram uma freqiiéncia de 11,6% do
polimorfismo Pstl entre a amostra da populacdo Afro-descendente miscigenada,
valor préximo da freqUéncia encontrada entre os caucasoides que foi de 10,2%.
ROSSINI et al. (2006) avaliaram variantes dos genes CYP2A6 e CYP2E1 em uma
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amostra de 289 voluntarios recrutados no Laboratério Central de Hospital
Universitario Pedro Ernesto (Rio de Janeiro) e foram divididos em dois grupos de
acordo com a cor da pele (branco e ndo branco). Com relacdo a variante
CYP2E1*5B, encontrou-se uma frequéncia de 0,07 em individuos brancos, a qual foi
estatisticamente diferente (p<0,05) da presente em individuos nao brancos (0,03). A
freqiéncia do alelo CYP2E1*6 foi o mesmo (0,08) em ambos 0s grupos. As
frequéncias dos alelos CYP2A6*1B, CYP2A6*2 e CYP2E1*6 em brasileiros s&o
semelhantes as encontradas em Euro-americanos e Afro-americanos, mas a
freqUéncia do alelo CYP2E1*5B foi mais alta em brasileiros.

Com relacéo a outras populacdes, o gene CYP2E1 foi estudado, juntamente
com os genes CYP1Al, GSTM1, GSTT1 e TP53, em varios grupos Amerindios
(Xavante, Guarani, Aché, Wai Wai, Zor6, Surui e Gavido) por GASPAR et al.
(2002b). Este trabalho encontrou diferentes freqiéncias das variantes estudadas
entre os grupos Amerindios. A frequéncia variou de 1,9% a 42,5% para a variante
CYP2E1*5B. Com relagcdo aos demais genes, encontrou-se uma frequéncia de 72 a
100% para a variante CYP1A1*2A e de 54 a 100% para a variante CYP1A1*2C. A
freqiéncia de GSTM1*0 e GSTT1*0 variou de 3,9 a 43% e 0 a 30,3%,
respectivamente. Os autores indicaram que esses dados podem ser interpretados
como efeito de deriva génica ou selecdo a favor dessas variantes mais frequentes no
inicio da colonizacdo das Américas por esses grupos. Os dados desse trabalho
estdo resumidos e apresentados no Apéndice 8.

No Apéndice 3 estdo reunidos os dados presentes na literatura referentes as

frequéncias da variante CYP2E1*5B nos trés principais grupos estudados.

1.5.2 Etnicidade e Epidemiologia Relacionada a Familia GST

As enzimas da familia glutationa S-transferase participam da segunda fase do
biometabolismo de xenobidticos, a detoxificacdo. O gene GSTM1 pertence a classe
mu, gene GSTT1 a classe theta e 0 gene GSTP1 a classe pi dos genes que
codificam as GSTs (AUTRUP, 2000).

As glutationa-S transferases desempenham um papel predominante no
metabolismo celular, bem como na modificacdo de compostos eletrofilicos reativos,

tanto pela conjugacdo com as glutationas, como também por ligacdo ndo covalente
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com varios agentes xenobidticos, incluindo carcindgenos e drogas citotoxicas, como
0s PAHSs presentes na dieta alimentar e na fumaca dos cigarros, impedindo a ligacao
destes ao DNA (VAN POPPEL et al., 1992; BROCKMOLLER et al., 1993; STRANGE
e FRYER, 1999).

1521 GSTM1 e GSTT1

Considerando os genes que codificam enzimas que atuam na segunda fase
do biometabolismo, os genes GSTM1 e GSTTl1l sdo o0s mais estudados,
principalmente em relacdo a suscetibilidade a diversos tipos de cancer na populagéo
Européia e Euro-descendente.

Diversos trabalhos tém avaliado a associacédo da delecédo desses genes com
cancer de pulméo. TAIOLI et al. (2003) e HUNG et al. (2003) avaliaram amostras de
individuos Euro-descendentes e ndo encontraram associagdo com a variante
GSTM1*0, um pequeno risco foi encontrado no primeiro trabalho com a variante
GSTT1*0. RAIMONDI et al. (2005) em meta-andlise também encontraram
associacdo desta variante com céancer de pulmdo em grande parte dos estudos
avaliados.

GUDMUNDSDOTTIR, TRYGGVADOTTIR e EYFJORD, (2001) avaliaram uma
amostra de 500 pacientes com cancer de mama e 395 controles europeus e nao
encontraram associacdo de suscetibilidade a esta malignidade e as variantes
GSTM1*0 e GSTT1*0. Entretanto no mesmo trabalho foi encontrada associacdo com
a variante G do gene GSTP1l e, na andlise de combinacbes de gendtipos,
encontraram uma associacao estatisticamente significante entre a ocorréncia do
genotipo GSTT1*0 e mutacdes no gene TP53. Os autores sugerem que as variantes
dos genes GSTP1 e GSTT1 podem ter um importante papel na carcinogénese
mamaria, possivelmente por influéncia no aumento de mutagdes no gene supressor
tumoral TP53. MITRUNEN et al. (2001) também sugerem associacdo dessas
variantes e a suscetibilidade ao cancer de mama, entretanto BAILEY et al. (1998) e
MILLIKAN et al. (2000) ndo encontraram associacfes. Sendo assim, a influéncia das
variantes dos genes da familia Glutationa S-tranferase no céncer de mama

permanece controversa.
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Estudos de associacdo entre essas variantes e a suscetibilidade ao cancer de
cabeca e pescoco também tém sido realizados em populacdes Euro-descendentes
(TRINZA et al., 1995; JOURENKOVA et al.,, 1998; CHENG et al.,, 1999; NAZAR-
STEWART et al., 1999; OLSHAN et al.,, 2000; PARK, et al., 2000; GEISLER e
OLSHAN, 2001; GAJECKA et al., 2005). A associa¢cao das variantes GSTM1*0 e
GSTT1*0 com carcinoma de células escamosas de laringe ndo foi encontrada no
trabalho de GAJECKA et al. (2005) que avaliou uma amostra da populagéo
Polonesa. Os autores sugerem que os dados referentes a essas variantes e 0
cancer de cabeca e pesco¢co ainda sao inconsistentes, pois varios trabalhos
encontraram associac¢des positivas (TRIZNA et al., 1995; JOURENKOVA et al.,
1998; CHENG et al.,, 1999; NAZAR-STEWART et al., 1999), enquanto outros
trabalhos nédo encontraram associacdo (OLSHAN et al., 2000; TAN et al., 2000).

Outras neoplasias foram avaliadas para associagcdo com essas variantes e o
aumento da suscetibilidade, como cancer de bexiga (THIER et al., 2003), carcinoma
de células renais (LONGUEMAUX et al., 1999), além de doencas como a anemia
aplastica (DUFOUR et al., 2005). Dentre esses trabalhos somente a associacdo
entre a variante GSTM1*0 e o cancer de bexiga parece estar bem estabelecida.
Também foram encontradas associacfes com canceres de estbmago e pele. Uma
alta frequéncia de individuos com homozigose de alelos nulos para GSTT1, foi
encontrada entre pacientes com sindromes mielodisplésicas e uma influéncia, ainda
pouco clara, tem sido descrita em cancer de colon de desenvolvimento precoce
(ARRUDA et al., 1998).

Com relacdo as populacdes Africanas e Afro-descendentes, varios autores
descreveram forte associacdo entre individuos fumantes portadores de GSTM1*0 e
GSTT1*0 e cancer de pulmdo (KELSEY., 1997; FORD et al.,, 2000; MOHR,
RODGERS e SILVESTRI, 2003; COTE et al., 2005).

Estes polimorfismos também tém sido avaliados com relagdo a associacao
com cancer de cabeca e pesco¢co (OLSHAN et al.,2000; PARK et al., 2000;
GEISLER e OLSHAN, 2001). PARK et al. (2000) estudaram 63 pacientes com
cancer de cavidade bucal e 133 controles Afro-americanos e encontraram uma
associacdo entre esse tipo de neoplasia e o gendétipo GSTM1*0. Também foi
estudada a variante do intron 6 do gene GSTM3 que, quando combinado com

GSTM1*0, mostrou associacado com cancer de cavidade bucal.
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A associacao de variantes dos genes GSTM1 e GSTT1 nao foi observada em
estudos caso-controle realizados em pacientes Afro-descendentes com cancer de
mama, entretanto, os autores sugerem que mais estudos sdo necessarios com
amostras maiores para resultados mais consistentes (BAILEY et al.,1998; MILLIKAN
et al., 2000).

HUANG et al. (2006) avaliaram a associacdo das variantes GSTM1*0 e
GSTT1*0 em individuos fumantes com cancer de coélon e individuos controles,
separados em Euro-descendentes e Afro-descendentes, pertencentes a populacéo
da Carolina do Norte (EUA). Os autores encontraram um pegueno aumento no risco
de cancer de célon em individuos GSTM1*0 (Afro-descendentes, OR=1,43, IC, 0,98-
2,09; e Euro-descendentes, OR=1,19, IC, 0,90-1,58) e uma redugdo no risco de
cancer de célon em individuos GSTT1*0 (Afro-descendentes, OR=0,59, IC: 0,40-
0,86; e Euro-descendentes, OR=0,72, IC: 0,53-1,00). Os pesquisadores concluiram
haver uma fraca interacdo entre a presenca das variantes nulas para estes genes e
a predisposicdo ao cancer de colon, aumentada pelo habito tabagista e variavel
entre diferentes etnias.

DANDARA et al. (2002) estudaram trés amostras de populagdes Africanas e
encontraram uma frequéncia de GSTM1*0 de aproximadamente 33% e de GSTT1*0
de aproximadamente 25%. Segundo GEISLER e OLSHAN (2001), trabalhos
realizados em amostras de populacbes de hospitais e caso-controle nos EUA,
mostraram uma frequéncia de 23 a 41% de GSTM1*0 em populacdo Afro-
descendente, 32 a 53% em populacdo descendente de asiaticos, 40 a 53% em
populacao latino-americana e 35 a 62% em populacdo Euro-descendente. Para o
gendtipo GSTT1*0 os trabalhos nos EUA mostraram uma freqiéncia de 22 a 29%
entre Afro-descendentes e 10 a 12 % entre os Hispano-descendentes. Estudos
europeus mostraram a presenca do genoétipo nulo do gene GSTT1 em 21% dos
italianos e 28% dos eslovacos.

As frequéncias das variantes GSTM1*0 e GSTT1*0 também foram estudadas
em diversas populacdes saudaveis a fim de obter dados mais consistentes para a
comparagcdo com grupos especiais como pacientes em estudos caso-controles.
GARTE et al. (2001), em meta-analise, avaliaram 50 estudos, totalizando 10.514
individuos Europeus e Euro-descendentes, para a variante GSTM1*0 e encontraram

freqiéncia média de 53,1% em 29 estudos, totalizando 5.577 individuos Europeus e
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Euro-descendentes, para a variante GSTT1*0 e encontraram frequéncia média de
19,7%. Outras populacdes também foram avaliadas: a frequéncia média de
GSTM1*0 encontrada entre Africanos foi 26,7% (n=479) e entre Asiaticos foi 52,9%
(n=1.511); e para a variante GSTT1*0 entre Asiaticos foi 47% (n=575).

Varios estudos foram realizados em amostras de populacdes Brasileiras para
as variantes desses genes. ARRUDA et al. (1998) analisaram 79 individuos
Amerindios da Amazdénia de uma tribo Tupi, 117 individuos Afro-descendentes da
Bahia com idade entre 42 e 60 anos e 130 individuos Euro-descendentes. Os
autores encontraram as frequéncias de GSTM1*0 de 20% (Amerindios), 33% (Afro-
descendentes) e 55% (Euro-descendentes); e as frequéncias GSTT1*0 de 11%
(Amerindios), 19% (Afro-descendentes) e 18,5% (Euro-descendentes).

GATTAS e SOARES VIEIRA (2000) avaliaram uma amostra de 206 Euro-
brasileiros e 86 Afro-brasileiros saudaveis e encontraram a frequéncia de 60,2% da
variante GSTM1*0 entre os Euro-brasileiros e de 41,9% entre os Afro-brasileiros. Em
outro trabalho, os mesmos autores analisaram amostras coletadas na cidade de S&o
Paulo e coletadas na é&rea rural do estado da Bahia. Os autores classificaram os
individuos como brancos, mulatos claros, mulatos escuros e negros. As frequéncias
de GSTM1*0 foram 55,6%, 40,4%, 32% e 28,6%, respectivamente. Para o gendtipo
GSTT1*0 as freqUéncias entre individuos classificados como brancos e individuos
nao brancos ndo mostraram uma diferenga estatisticamente significante: 26,3% para
negros de Sao Paulo, 23,8% para negros da Bahia, 23,8% para brancos e 17,2%
para mulatos. Os autores também chamaram atencdo para o fato de que qualquer
informagao sobre raga, cor de pele ou etnicidade deve ser considerada com
precaucdo no Brasil e que os dados coletados, assim como a interpretacdo destas
informacdes, devem ser avaliados dentro de um quadro sécio-cultural apropriado
(GATTAS et al., 2004).

Um quarto estudo realizado com uma amostra de 658 individuos Afro-
descendentes e Euro-descendentes saudaveis da cidade do Rio de Janeiro
encontrou uma diferenca estatistica significante entre os grupos para as variantes
GSTM1*0 e GSTT1*0. Com relacdo a genotipagem de GSTM1, nenhum dos dois
grupos apresentou-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg, principalmente pelo
excesso de individuos heterozigotos (GSTM1*AB) (HATAGIMA et al., 2004).
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Com relacédo a outras populacdes, YANG et al. (2005) avaliaram 12 estudos
de GSTM1*0 e 6 estudos de GSTT1*0 de associacdo com cancer de esdfago na
populacdo Asidtica (japoneses e chineses). A meta-analise ndo encontrou
associacdo da malignidade com nenhuma das variantes e as frequiéncias alélicas
médias encontradas entre os controles foram 49,6% de GSTM1*0 e 37,7% de
GSTT1*0.

Ainda com relacdo a populacdo Asiatica, outros estudos também tém descrito
altas frequiéncias das delecbes desses genes, com uma variacao de 62 a 100% para
GSTM1*0 em grupos das llhas do Pacifico e da Malasia, de 51% para chineses e
56% para coreanos. A frequéncia de GSTT1*0 também é alta entre os asiaticos:
58% para chineses e 46% para coreanos (GEISLER e OLSHAN, 2001).

GASPAR et al. (2002b) estudaram essas variantes em sete populagdes de
Amerindios e encontraram frequéncias bastante diferentes. Os dados desse trabalho
estdo resumidos e apresentados no Apéndice 8.

No Apéndice 4 estdo reunidos os dados presentes na literatura referentes as
freqiéncias das variantes GSTM1*0 e GSTT1*0 nos trés principais grupos

estudados.

1.5.2.2 GSTP1

Devido ao envolvimento do gene GSTP1 em vias metabodlicas que envolvem
xenobidticos ambientais e também hormdénios importantes para a regulacdo da
proliferacé@o celular como o estrégeno, varios estudos tém avaliado a associacdo de
variantes deste gene com diversos tipos de neoplasias.

Entretanto, a associacao de variantes do gene GSTP1 com doencas malignas
ainda € controversa. Estudos do tipo caso-controle mostram resultados
contraditorios. Segundo HELZLSOUER et al. (1998) e GUDMUNDSDOTTIR,
TRYGGVADOTTIR e EYFJORD (2001) existe associacdo entre a variacdo deste
gene e neoplasias mamarias, mas segundo estudo feito por MILLIKAN et al. (2000),
com mulheres Afro-descendentes da Carolina do Norte, ndo ha associacao entre o
polimorfismo e o processo carcinogénico. MITRUNEN et al. (2001) avaliaram uma
amostra de 485 pacientes com neoplasia mamaria e 482 controles da populacao
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Finlandesa e encontraram associac¢ao entre a malignidade e a presenca de variantes
dos genes GSTP1, GSTM1, GSTM3 e GSTT1, principalmente quando combinadas.

O polimorfismo do gene GSTP1 também tem sido avaliado quanto a sua acéo
em pacientes que foram submetidos a tratamento quimioterapico. SWEENEY et al.
(2000) estudaram mulheres homozigotas para a variante génica GSTP1 Val (com
baixa atividade especifica de detoxificacdo de agentes alquilantes) e verificaram
maior sobrevida dessas pacientes depois da quimioterapia para cancer de mama.

A hipermetilacdo do gene GSTP1 tem sido associada ao cancer de préstata
em pacientes Afro-descendentes dos EUA. Dois estudos encontraram um grau de
associacdo duas vezes maior entre individuos Afro-descendentes do que entre
individuos Euro-descendentes (WOODSON et al.,, 2003; ENOKIDA et al., 2005).
Variantes do gene GSTP1 também foram associadas ao cancer de pulmdo em um
estudo com pacientes Afro-descendentes. COTE et al. (2005) avaliaram a influéncia
dos gendtipos mutantes dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em pacientes com
cancer de pulmao, mostrando uma freqtiéncia duas vezes maior do alelo mutante G
do gene GSTP1 em pacientes do que nos controles. Com relagdo aos outros genes
foi encontrado um aumento na suscetibilidade em pacientes com combinacfes dos
possiveis genotipos de risco em Afro-descendentes, porém nenhuma associacao foi
encontrada com os genotipos isolados e nenhuma associacao foi encontrada para o
grupo Euro-descendente avaliado. Os autores também ressaltam que uma
associacdo de genotipos de risco desses genes pode estar conferindo um risco
maior para a carcinogénese de neoplasias de pulmao.

A associagdo de variantes do gene GSTP1 n&o foi encontrada em estudo
caso-controle com amostra Euro-descendente com relagdo ao cancer de cabeca e
pescoco (OLSHAN et al., 2000). Outro estudo caso-controle avaliou a populacao do
Sul do Brasil com cancer de cavidade bucal e também nédo encontrou associacao
com essas variantes (LEICHSENRING et al., 2006), entretanto um estudo constatou
uma forte associacdo destas variantes em pacientes com cancer de cavidade bucal
em uma amostra de pacientes Afro-descendentes norte-americanos (PARK et al.,
2000).

DANDARA et al. (2002) avaliaram trés amostras de populagdes africanas e
encontraram uma freqiéncia de aproximadamente 15% do alelo mutante Vall05
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para 0 gene GSTP1l. Neste estudo, os autores ndo encontraram diferencas
estatisticamente significantes entre as freqiéncias das trés populacdes analisadas.

As frequéncias das variantes do gene GSTP1 também foram avaliadas na
populacado brasileira. ROSSINI et al. (2002) avaliaram os gendtipos nulos dos genes
GSTM1 e GSTT1 e a variante GSTP1*B(Val) em 591 individuos residentes da
cidade do Rio de Janeiro. A amostra foi dividida em 319 individuos brancos e 272
individuos denominados ndo-brancos que foram classificados como negros (n=132)
e mulatos (n=140). As frequéncias descritas para o grupo de brancos foram: 48,9%
de GSTM1*0, 25,1% de GSTT1*0 e 31,5% de GSTP1*B(Val). E as frequéncias
descritas para o grupo de ndo-brancos foram: 34,2% de GSTM1*0, 27,5% de
GSTT1*0 e 30,9% de GSTP1*B(Val). Segundo os autores as freqiéncias do
polimorfismo para os genes GSTs estudados foram diferentes das encontradas em
outras populacdes, particularmente de outros paises ocidentais.

Outro estudo que avaliou as frequéncias das variantes de GSTP1 na
populacdo brasileira também estudou as variantes dos genes CYP1Al, GSTM1 e
GSTT1. KVITKO et al. (2006) compararam uma amostra Afro-descendente da
populacdo da cidade de Porto Alegre (RS) com uma amostra Euro-descendente
previamente estudada para esses genes e descreveram 0s seguintes resultados:
para a amostra Afro-descendente a frequéncia de CYP1A1*2A foi 30%, de GSTP1*B
foi 42% e, quanto aos gendtipos nulos, as frequéncias foram 34% de GSTM1*0 e
28% de GSTT1*0. As distribuicbes alélicas e genotipicas tiveram diferencas
significantes entre as duas amostras avaliadas para as variantes CYP1A1*2A
(p=0,003), GSTP1*B (p=0,002) e GSTM1*0 (p=0,001), mas ndo para a variante
GSTT1*0.

Com relacdo a outras populagdes, o gene GSTP1 foi pouco estudado. YANG
et al. (2005), em meta-analise, encontrou a frequéncia média de 15,5% da variante
GSTP1*B entre amostras de controles de estudos de associacdo com cancer de
es6fago na populacdo asiatica (japoneses e chineses). KIM, JOHNSON e
DERENDORF (2004), em estudo caso-controle com 171 pacientes coreanas com
cancer de mama e 171 controles, encontraram associacdo entre a variante
GSTP1*B e o aumento da suscetibilidade a esta malignidade. A frequéncia

encontrada entre os controles foi 18,7%.
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No Apéndice 5 estdo reunidos os dados presentes na literatura referentes as
freqUéncias da variante GSTP1*B nos trés principais grupos estudados. Os dados
referentes as freqléncias alélicas e genotipicas das variantes dos genes do
biometabolismo estudados na populagéo brasileira estédo reunidos nos Apéndices 6
e’.

GARTE et al. (2001) destacam a importancia dos estudos com genes do
biometabolismo em amostras cada vez mais representativas dos Vvarios grupos
étnicos das populacbes humanas, pois desta maneira sera possivel o melhor
entendimento do envolvimento desses genes nas diversas doencas induzidas

ambientalmente como o cancer.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo de amostras de dois diferentes grupos (Euro-descendentes e Afro-
descendentes) nos dara informacdes relevantes sobre a dindmica génica na
populacdo do Sul do Brasil e estrutura genética da populacdo brasileira,
caracterizada por significativa miscigenacdo étnica, comparada com outras
populacdes mundiais estudadas para esses marcadores.

Os genes do biometabolismo tém sido associados a diversas doencas
induzidas ambientalmente. O conhecimento das frequéncias de seus polimorfismos
em populacdes de diferentes grupos étnicos € de grande interesse por servir de
base para estudos epidemiolégicos populacionais e futuras acdes de prevencdo em

nivel sécio-populacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros populacionais em duas amostras compostas por

individuos Euro-descendentes e Afro-descendentes do Sul do Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar as frequéncias de variantes dos genes do biometabolismo
CYP1Al1, CYP2E1l, CYP2D6, GSTM1, GSTT1 e GSTP1 nas amostras

descritas acima.

2) Comparar as frequéncias das variantes encontradas com as descritas na

literatura.

3) Estimar parametros populacionais, como: equilibrio de Hardy-Weinberg,
diferenciacdo genética e diversidade génica entre os genes avaliados nas

amostras descritas acima.

4) Estimar as contribuicbes de Europeus, Africanos e Amerindios na

formacgao das amostras descritas acima para cada marcador avaliado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A amostra da populacédo Euro-descendente do Sul do Brasil € constituida por
115 individuos saudaveis, 49 do sexo masculino e 66 do sexo feminino, com idade
média de 42,64 + 7,32 anos.

A amostra da populagdo Afro-descendente do Sul do Brasil é constituida por
196 individuos saudaveis, 123 do sexo masculino e 73 do sexo feminino, com idade
média de 33,45 + 8,62 anos.

A diferenciagéo étnica foi feita através de questionario com identificacdo pelos
proprios individuos. Anexo ao questionario incluiu-se o Consentimento Informado
(Anexo).

As coletas das amostras foram feitas nas unidades do HEMEPAR pela equipe
do LIGH, no periodo de 1995 a 2005 para a amostra de Afro-descendentes e no
primeiro semestre de 2001 para a amostra de Euro-descendentes; e entre
professores e alunos da UFPR no Laboratério de Citogenética Humana e

Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR.

4.2 PROCEDIMENTOS

4.2.1 Coleta de Sangue Periférico e Extracdo de DNA Gendmico

A coleta de sangue foi realizada pela equipe do LIGH nas dependéncias do
HEMEPAR e o0 preparo para a extracdo seguiu 0S seguintes procedimentos:
Centrifugou-se 5 ml de sangue de cada individuo a 2.000 rpm por 20 minuntos, o
que resultou na separacdao do sangue em trés fases: a fase superior contendo o
plasma, a fase intermediaria contendo os leucdcitos e a fase inferior contendo os
eritrocitos. A fase intermediaria foi retirada e colocada em um tubo de
microcentrifuga no qual foram adicionados 700 uL de RCLB 1X concentrado (diluido
1:10, v:v da solucédo estoque 10X concentrada: 12,1 g de TRIS, 10,2 g de MgCl,, 5,8
g de NaCl e agua ultra-pura para completar o volume de 1.000 ml) e centrifugado a

13.000 rpm por 2 minutos. Este procedimento foi repetido de 3 a 4 vezes
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descartando-se o sobrenadante e utilizando-se 1 ml de Tampéao de Lise RCLB. Apés
o ultimo descarte do sobrenadante adicionou-se 1 ml de agua ultra-pura e misturou-
se o0 material utilizando-se uma micropipeta. Centrifugou-se a 13.000 rpm por 2
minutos e descartou-se o sobrenadante. Adicionou-se 80 ul de tampéao proteinase K
5X, 40 pl de proteinase K, 20 ul de SDS 20% e 240 ul de agua ultra-pura. O DNA
gendmico foi extraido utilizando-se o método salting out segundo BIGNON e
FERNANDEZ-VINA (1997), com modificacbes. Ao final do procedimento, a amostra

foi ressuspendida em 50 ul de agua ultra-pura e armazenada a —20° C.

4.2.2 Amplificacdo por PCR Alelo-especifico e PCR-RFLP

A PCR € uma técnica que possibilita a sintese enzimatica “in vitro” de vérias
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase.
Esta reacdo se baseia no pareamento e extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos (moléculas de DNA fita simples), usados como iniciadores que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacéo. Estes iniciadores
sao sintetizados artificialmente, de maneira que suas sequéncias de nucleotideos
sdo complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo. Um
ciclo de PCR envolve trés etapas: desnaturacdo, pareamento e extensdo. A
desnaturacao consiste na separacao das fitas duplas de DNA, através de elevacao
da temperatura para 92° a 95° C. Na etapa de pareamento, a temperatura é
rapidamente reduzida para cerca de 55° C, dependendo do tamanho e da sequéncia
do iniciador utilizado, o que ira permitir a hibridacdo DNA-DNA de cada iniciador com
as sequéncias complementares que flanqueiam a regido alvo. Em seguida, a
temperatura é elevada para 72° C para que a enzima DNA polimerase atue na
extensao, adicionando nucleotideos, utilizando como molde a sequéncia - alvo, de
maneira que se realize uma copia dessa sequéncia (FERREIRA e GATTAPAGLIA,
1998).

4.2.2.1 Analise do Gene CYP1Al para Variante *2A por PCR-RFLP
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Esta variante resulta da presenca (CCGG) ou auséncia (CTGG) do sitio de
estricdo Mspl na posicdo 6235 da molécula de DNA pela transicdo de timina para
citosina (GOTO et al., 1996; FONTANA et al., 1998).

Os iniciadores C44 e C47 originam um produto de amplificacado de 340 pb que
caracterizam o homozigoto selvagem CYP1A1*2A/2A, o qual ndo sofre acdo da
enzima de restricdo Mspl, resultando numa banda ndo clivada. O gendtipo
homozigoto mutante CYP1A1*2B/2B possui sitio para a enzima de restricdo Mspl,
que cliva o produto de amplificacédo, gerando duas bandas de 200 pb e 140 pb e o
genotipo CYP1A1*2A/2B corresponde as trés bandas de 340, 200 e 140 pb (Figura
4) (CARSTENSEN et al., 1993).

A PCR foi realizada utilizando os iniciadores e a programag¢ao dos ciclos da
reacao apresentados na Tabela 3, e baseada no protocolo de CARSTENSEN et al.
(1993) modificado:

5,0 ul de tampédo de PCR 10X: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCI
10X concentrado;

2,0 pl (50 mM) de MgCly;

0,3 ul (25 mM) de dNTP’s;

0,3 ul (20 pmol) de cada iniciador;

5 U de Tag DNA polimerase;

2,0 ul de DNA gendmico total;

Agua ultra-pura estéril para completar o volume final de 50 pl.

Reacdao de clivagem com a enzima Mspl:

16 ul da reacéo de PCR,;

0,2 ul (2 U) de enzima de restricdo Mspl;

1,4 ul de tampéo da enzima: 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM de MgCI2,
10X concentrado;

2,3 ul de agua ultra-pura esteéril;

A reacao permaneceu a 37° C por cerca de 14 horas.

Os fragmentos amplificados e clivados foram visualizados apoés eletroforese
em gel de agarose 3,0% (3,0 g de Agarose diluida em tampdo TBE 1X concentrado,
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diluido 1:10, v:v da solucdo estoque 10X concentrada) e corado com brometo de
etideo (concentracdo de 10mg/ml) e 4 ul de tampéo (15 ml de ficol, 20 ml de H,O e
0,0125 g de azul de bromofenol).

Para identificagdo do peso molecular de cada banda foi utilizado um marcador
de 50 pb diluido (10 ul de marcador de DNA, 10 ul de ficol e 80 ul de agua ultra-
pura). Os geéis foram observados em transiluminador de luz ultra-violeta e
documentados em sistema de captacao de imagens pelo software “Digi Doc It”.

FIGURA 4 — PADRAO DE BANDAS PARA O GENE CYP1Al1 EM GEL DE AGAROSE CORADO
COM BROMETO DE ETIDEO

M 1 2 3 4

Coluna M: marcador de peso molecular de 50pb; Coluna 1: Homozigoto selvagem (CYP1A1*2A/2A);
Coluna 2: Homozigoto mutante (CYP1A1*2B/2B); Colunas 3 e 4: Heterozigoto (CYP1A1*2A/2B)

4.2.2.2 Analise do Gene CYP2D6 para Variante *4 por PCR-RFLP

A variante foi identificada pela técnica da PCR-RFLP, através da perda do
sitio de restricdo BstN1 pela mudanca de base G — A na posi¢do 1934 da molécula
de DNA.

O genodtipo homozigoto selvagem (A1/Al) possui sitio para a enzima de
restricdo BstN1 que cliva o produto de amplificagdo, gerando duas bandas de 230 e
104pb. O gendtipo homozigoto mutante (A2/A2) ndo sofre acdo da enzima de
restricdo originando uma banda néo clivada de 334pb, e o gendtipo heterozigoto
(A1/A2) corresponde as trés bandas de 230, 104 e 334pb (Figura 5).
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Os iniciadores utilizados para a PCR, assim como os ciclos da reacdo estao
ilustrados na Tabela 3. A PCR foi realizada baseada no protocolo de SOBTIA et al.
(2005) modificado:

5,0 pl de tampé&o de PCR 10X: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCI
10X concentrado;

1,5 pl (1,5 mM) MgCI2;

2,0 pl (20 pM) de dNTPs;

2,0 ul (20 pmol) de cada iniciador;

2,5 U de Taqg polimerase;

Agua ultra-pura para completar o volume de 50 pl.

Reacao de clivagem com a enzima BstN1.:

10 pl de produto de PCR,;

2,0 ul de tampao da enzima: 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM de MgCiI2,
10X concentrado;

0,2 ul de BSA da enzima;

2 U da enzima BstN1.

A reacdao foi incubada a 60° C por 3 horas.

Os fragmentos amplificados e clivados foram visualizados apos eletroforese
em gel de agarose 2,5 % (2,5 g de Agarose diluida em tampéo TBE 1X concentrado,
diluido 1:10, v:v da solucdo estoque 10X concentrada) e corado com brometo de
etideo (concentracdo de 10mg/ml) e 4 ul de tampéo (15 ml de ficol, 20 ml de H,O e
0,0125 g de azul de bromofenol). A identificacdo seguiu 0 mesmo procedimento do
item 4.2.2.1.
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FIGURA 5 - PADRAO DE BANDAS PARA O GENE CYP2D6 EM GEL DE AGAROSE CORADO COM
BROMETO DE ETIDEO

Y || |,

134 pb
230 pb

104 ph

Coluna M: marcador de peso molecular de 50pb; Coluna 1: controle negativo; Colunas 2 e 3:

Homozigoto mutante (CYP2D6*4/4); Colunas 4 e 5: Homozigoto selvagem (CYP2D6*1A/1A); Coluna
6: Heterozigoto (CYP2D6*1A/4)

4.2.2.3 Analise do Gene CYP2EL para Variante *5B por PCR-RFLP

Esta variante ocorre devido a uma substituicdo de base na regido regulatoria
do gene CYP2ELI, que gera um sitio de restricdo para a enzima Pstl. A amplificacao
por PCR gera um fragmento de 410 pb. Apos a reagéo de restricdo, individuos que
possuem a mutacao apresentam esse fragmento clivado em dois de 290 e 120 pb,
respectivamente (Figura 6) (GATTAS e SOARES-VIEIRA, 2000).0s iniciadores e a
programacao dos ciclos da reacéo estdo apresentados na Tabela 3.

A reacdo foi baseada no protocolo de KATO et al. (1992) modificado, nas

seguintes condic¢oes:

5,0 ul de tampéo de PCR 10X: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCI
10X concentrado;

1,5 ul (1,5 mM) de MgCly;

0,5 ul (20 mM) de dNTPs;

1,0 ul (25 pmol) de cada iniciador;

2,5 U de Taqg polimerase;

4 ul de DNA gendmico total;
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Agua ultra-pura para completar o volume de 50 pl;

Reacdao de clivagem pela enzima Pstl:

10 pl do produto de PCR;

0,3 ul (3 U) de Pstl;

2,0 yl de tampéo: 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM de MgCI2, 10X
concentrado.

7,7 ul de agua ultra-pura esteéril.

A reacao permaneceu a 37° C por cerca de 14 horas.

Os fragmentos amplificados e clivados foram visualizados apos eletroforese
em gel de agarose 2,5 % (2,5 g de Agarose diluida em tampao TBE 1X concentrado,
diluido 1:10, v:v da solucédo estoque 10X concentrada) e corado com brometo de
etideo (concentracdo de 10mg/ml) e 4 ul de tampao (15 ml de ficol, 20 ml de H,O e
0,0125 g de azul de bromofenol). A identificacdo seguiu 0 mesmo procedimento do
item 4.2.2.1.

FIGURA 6 — PADRAO DE BANDAS PARA O GENE CYP2E1 EM GEL DE AGAROSE CORADO
COM BROMETO DE ETIDEO

410 ph
280 ph

120 pb

Coluna M — Marcador de Peso Molecular 50pb; Coluna 1 e 2 — Homozigoto selvagem
(CYP2E1*1A/1A); Coluna 3 e 4 — Heterozigoto (CYP2E1*1A/5B); Coluna 5 — Homozigoto selvagem
(CYP2E1*5B/5B).
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4.2.2.4 Analise dos Genes GSTM1 e GSTT1 para Variantes *0 por PCR Multiplex

A sequéncia de cada iniciador e as condi¢bes de amplificacdo estdo descritas
na Tabela 3. Os iniciadores para o gene CYP1Al amplificam um fragmento
constante de 312 pb, o qual foi utilizado como controle interno da reacédo, excluindo
a possibilidade de uma falsa interpretacdo dos resultados devido a auséncia de
amplificacdo. O fragmento de 215 pb foi visualizado somente nos individuos que
possuiam o genotipo GSTM1 positivo. O fragmento de 480 pb foi visualizado apenas
nos individuos que possuiam o genotipo GSTT1 positivo. A auséncia da amplificacao
GSTM1 (215 pb) ou GSTT1 (480 pb), na presenca de controle interno, indicou os
respectivos genotipos nulos para cada gene (GSTM1*0 e GSTT1*0) (Figura 7).

A reacgdo de co-amplificacdo em cadeia foi realizada baseada no protocolo
para PCR Multiplex de ABDEL-RAHMAN et al. (1996) com modificacdes, nas
seguintes condicoes:

2,5 ul de tampédo de PCR 10X: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCI
10X concentrado;

2,0 ul (2 mM) de MgCilz;

0,5 ul (2 mM) de dNTPs;

0,8 ul (20 pmol) de cada iniciador: GSTM11, GSTM12, GSTT11, GSTT12,
CYP1A11, CYP1A12;

1,25 U de Taq DNA Polimerase;

8 ul de DNA gendmico;

Agua ultra-pura para completar o volume de 25 pl;

Os fragmentos amplificados foram visualizados apds eletroforese em gel de
agarose 2,5 % (2,5 g de Agarose diluida em tampdo TBE 1X concentrado, diluido
1:10, v:v da solucdo estoque 10X concentrada) e corado com brometo de etideo
(concentracédo de 10mg/ml) e 4 ul de tampéo (15 ml de ficol, 20 ml de H,O e 0,0125
g de azul de bromofenol). O resultado foi visualizado e documentado conforme item
4.2.2.1.
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FIGURA 7 — PADRAO DE BANDAS PARA OS GENES GSTM1 E GSTT1 EM GEL DE AGAROSE
CORADO COM BROMETO DE ETIDEO

ol 1 2 3 4 ]

430 ph

312 ph
215 ph

Coluna M: Controle negativo; Coluna 1: marcador de peso molecular 50 pb; Coluna 2; GSTT1 positivo
e GSTM1 nulo; Coluna 3: GSTT1 e GSTM1 positivos; Coluna 4: GSTT1 e GSTM1 nulos; Coluna 5:
GSTT1 nulo e GSTM1 positivo

4.2.2.5 Andlise do Gene GSTP1 para Variante *B por PCR-RFLP

A sequéncia de cada iniciador e as condicfes de amplificacdo estdo descritas
na Tabela 3. O par de iniciadores P105F e P105R permite a amplificacdo de um
segmento de 176 pb do gene GSTP1 que pode ou nao conter o sitio de restricdo
para a enzima Bsmal. Os resultados apés a reacdo de clivagem sdo: um produto de
176 pb, correspondente ao gendtipo homozigoto para o alelo selvagem
(GSTP1*A/A), o qual ndo sofre agdo da enzima Bsmal, originando uma banda n&o-
clivada; um produto com uma banda de 91 pb e outra de 85 pb no caso de o
genotipo ser homozigoto para o alelo mutante (GSTP1*B/B). Este alelo possui um
sitio para a enzima de restricdo Bsmal, que cliva o produto inicial; um produto com
trés bandas - uma de 176 pb, uma de 91 pb e uma de 85 pb — caso o genétipo seja
heterozigoto (GSTP1*A/B) (Figura 8).

A reacado de amplificacdo por PCR e o polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP) Bsmal no gene GSTP1 foram obtidos de acordo com

HARRIES et al. (1997), nas seguintes condicdes:
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2,5 ul de tampé&o de PCR 10X: 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM de HCI
10X concentrado;

0,5 ul (1,5 mM) de MgCly;

1,0 ul (2 mM) de dNTPs;

0,75 ul (100 ng/ul) de cada iniciador;

1,25 U de Taq DNA polimerase;

2,0 ul (100 ng/ul) de DNA gendmico;

Agua ultra-pura para completar o volume de 50 pl;

Reacao de clivagem com a enzima Bsmal:

20 pl do produto da PCR,;

3,0 ul de tampéo da enzima: 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM de MgCiI2,
10X concentrado;

3U da enzima Bsmal;

A reacéo foi incubada a 55° C por 2 horas.

Os fragmentos amplificados e clivados foram visualizados apds eletroforese
em gel de agarose 3,0 % (3,0 g de Agarose diluida em tampao TBE 1X concentrado,
diluido 1:10, v:v da solucdo estoque 10X concentrada) e corado com brometo de
etideo (concentracdo de 10mg/ml) e 4 ul de tampao (15 ml de ficol, 20 ml de H,O e
0,0125 g de azul de bromofenol). A identificacdo seguiu 0 mesmo procedimento do
item 4.2.2.1.
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FIGURA 8 — PADRAO DE BANDAS PARA O GENE GSTP1 EM GEL DE AGAROSE CORADO COM
BROMETO DE ETIDEO

176 ph

91 ph
24 ph

Coluna M: Marcador de peso molecular 50 pb; Colunas 1 e 3: Homozigoto selvagem
(GSTP1*A/A); Coluna 2: Homozigoto mutante (GSTP1*B/B); Colunas 4 e 5: Heterozigotos
(GSTP1*A/B)
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Gene e Tamanho

dos Fragmentos

Iniciadores

Condicdes de

Reacéo

CYP1A1 (Mspl)
340, 200 e 140 pb

CYP2E1 (Pstl)
410, 290 e 120 pb

CYP2D6 (BstN1)
334,230 e 104 pb

GSTML1 (215 pb)
GSTT1 (480 pb)

GSTP1(Bsmal)
176,91 e 85 pb

C44 (5-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3)
C47 (5'-CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT-3)

D1 (5"-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3")
D2 (5"-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3)

D1 (5'-GCCTTCGCCAACCACTCCG-3")
D2 (5-AAATCCTGCTCTTCCGAGGC-3)

GSTM1:

M1 (5"-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3")
M2 (5"-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3")
GSTT1:

T1 (5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3")
T2 (5"-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3")
CYP1A1
(controle interno):

C1 (5-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3")
C2 (5-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3")

P105F (5'-ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA-3))

P105R (5-TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT-3)

94°C/5 min; 30
ciclos (94°C/20 s,
56°C/30 s, 72°C/40
S) 72°C/2 min

95°C/1 min; 25
ciclos (95°C/20 s,
55°C/30 s, 72°C/40
S) 72°C/4 min

94°C/5 min; 30
ciclos (94°C/20 s,
56°C/30 s, 72°C/40
s) 72°C/6 min

95°C/5 min; 35 ciclos
(94°C/2 min, 59°C/1
min, 72°C/1 min);
72°C/4 min

95°C/5 min; 30 ciclos

(94°C/20 s, 57°C/30

s, 72°C/40 S); 72°C/5
min
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

4.3.1 Frequéncias Alélicas e Genotipicas

As freqUéncias alélicas e genotipicas para as variantes dos genes CYP1A1,
CYP2E1l, CYP2D6 e GSTP1 foram calculadas através da opcao 05 do programa
GENEPOP ON THE WEB (RAYMOND e ROUSSET, 1995) com o emprego da
correcdo de LEVENE (1949), seguindo férmulas apresentadas por WEIR e
COCKERHAM (1984). Para as variantes dos genes GSTM1 e GSTT1 somente as
freqUéncias alélicas foram calculadas como descrito acima.

Os dados obtidos das variantes dos genes GSTM1 e GSTT1 foram
dominantes, ou seja, a metodologia utilizada somente permitiu que os individuos
fossem classificados como positivos ou nulos (delecédo destes genes). Desta forma,
freqiéncias genotipicas foram obtidas através da estimativa da freqliéncia de
heterozigotos para genes autossdmicos dominantes, seguindo férmulas
apresentadas por BEIGUELMAN (1994). Para a estimativa de heterozigotos foi
considerado como pressuposto basico que as variantes sob estudo estivessem em
equilibrio de Hardy-Weinberg nas populacdes analisadas.

As freqliéncias obtidas no presente estudo foram comparadas as frequéncias
de outras amostras populacionais descritas na literatura através de testes do Qui-
Quadrado de homogeneidade. As amostras também foram testadas quanto a
distribuicdo das frequéncias observadas em cada sexo. Ambos os testes seguiram
férmulas apresentadas por BEIGUELMAN (1988).

4.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as propor¢des teoricas
de Hardy-Weinberg (HW) foi verificada com o emprego do programa GENEPOP ON
THE WEB (RAYMOND e ROUSSET, 1995). Os testes foram realizados para cada
gene em cada amostra através de dois métodos: Enumeracdo Completa e Cadeia
de Markov. Através destes métodos obtem-se um valor p que sera considerado
estatisticamente significante quando estiver abaixo de 0,05. O programa também

avalia a aderéncia ao equilibrio HW para as amostras reunidas para cada gene, para
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todos os genes reunidos para cada amostra e reunindo todos 0s genes e amostras
em um mesmo teste. Estes célculos geram valores do Qui-Quadrado através do
Método de Fisher.

Para os testes, considerou-se a hip6tese nula (Ho) que admite a unido de
gametas aleatoriamente (HALDANE, 1954).

4.3.3 Diferenciagdo Genética

O teste do Qui-Quadrado de homogeneidade (BEIGUELMAN, 1988) foi
utiizado para comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de cada gene

estudado e também para comparar os dados reunidos de todos os genes avaliados.

4.3.4 Diversidade Genética

As estimativas da diversidade genética (Hs) para cada gene, por amostra e
média, foram calculadas utilizando o programa FSTAT versdo 2.9.3.2 (GOUDET,
1995).

4.3.5 Contribuicdo Genética

As proporcbes de miscigenacdo para as duas amostras estudadas foram
estimadas utilizando o programa ADMIX95 desenvolvido por CHAKRABORTY
(1985) modificado e adaptado para o Windows por B. BERTONI (2006) (disponivel
em http://www.genetica.fmed.edu.uy/software.htm) que utiiza o método de
identificacdo génica desenvolvido por CHAKRABORTY (1985). As frequéncias
alélicas utilizadas para as populacdes parentais, Européias e Africanas, foram
obtidas do trabalho de GARTE et al. (2001) para os genes CYP1Al e GSTM1. Para
0os genes CYP2E1 e GSTT1, as frequéncias deste trabalho foram usadas somente
de Europeus e Euro-descendentes. Para os demais genes dos outros grupos
étnicos, as frequéncias das populacfes parentais foram obtidas através da média
das frequiéncias descritas em trabalhos da literatura, apresentadas nos Apéndices 2,
3 e 5. Para a populacdo Amerindia foi utilizada a frequiéncia da tribo Guarani descrita
no trabalho de GASPAR et al. (2002b) que estda resumido no Apéndice 8.
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5 RESULTADOS
5.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS

Duas amostras da populacdo do Sul do Brasil foram analisadas para seis
genes envolvidos no biometabolismo de xenobidticos, trés pertencentes a Familia
Citocromo P450 (CYP1Al1l, CYP2D6 e CYP2E1l) e trés pertencentes a Familia
Glutationa S-transferase (GSTM1, GSTT1 e GSTP1).

A amostra de Euro-descendentes foi constituida por 115 individuos (49
homens e 66 mulheres) com idade média de 42,64+ 7,32 anos. A diferenca entre a
proporcao sexual dos individuos desta amostra ndo foi estatisticamente significante
(x*1= 2,51; p>0,10). A distribuicdo das freqiiéncias genotipicas entre os sexos foi
testada para cada gene e para todos 0s genes. Ambos 0s testes ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes (para todos os genes: y*17= 5,93; p>0,95. O
valor do Qui-Quadrado para cada gene esta apresentado na Tabela 4).

A amostra de Afro-descendentes foi constituida por 196 individuos (123
homens e 73 mulheres) com idade média de 33,45 + 8,62 anos. A diferenca entre a
proporcéo sexual nos individuos desta amostra foi estatisticamente significante (%=
12,76; p<0,001). As frequéncias genotipicas mostraram-se homogeneamente
distribuidas entre os sexos (para todos os genes: y%7= 9,75; p>0,90. O valor do Qui-
Quadrado para cada gene esta apresentado na Tabela 4).

As frequiéncias genotipicas e alélicas das variantes estudadas nos seis
genes das duas amostras analisadas sédo apresentadas na Tabela 5. Os Graficos 1

e 2 apresentam a distribuicdo destas frequéncias.
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TABELA 4 — RESULTADOS DO TESTE DO y° DA DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS

GENOTIPICAS ENTRE OS SEXOS

Genes Qui-Quadrado (x?) G.L. p
Euro-brasileiros
CYP1Al1 0,01 2 >0,95
CYP2D6 2,79 2 >0,20
CYP2E1 0,32 1 >0,50
GSTM1 0,29 1 >0,50
GSTT1 1,46 1 >0,20
GSTP1 0,38 2 >0,80
Afro-brasileiros
CYP1Al 4,94 2 > 0,05
CYP2D6 0,83 2 >0,50
CYP2E1 1,31 2 >0,50
GSTM1 1,61 1 >0,20
GSTT1 0,14 1 >0,70
GSTP1 0,63 2 >0,30
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TABELA 5 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DAS VARIANTES ESTUDADAS PARA
OS GENES DO BIOMETABOLISMO

Genobtipos Euro-brasileiros Afro-brasileiros
CYP1A1*1A/1A 0,713 (82) 0,469 (92)
CYP1A1*1A/2A 0,270 (31) 0,459 (90)
CYP1A1*2A/2A 0,017 (2) 0,072 (14)
Fregliéncia de *2A 0,152 (115) 0,301 (196)
CYP2D6*1A/1A 0,597 (68) 0,745 (146)
CYP2D6*1A/4 0,377 (43) 0,219 (43)
CYP2D6*4/4 0,026 (3) 0,036 (7)
Frequiéncia de *4 0,215 (114) 0,145 (196)
CYP2E1*1A/1A 0,899 (98) 0,852 (167)
CYP2E1*1A/5B 0,101 (11) 0,138 (27)
CYP2E1*5B/5B 0 (0) 0,010 (2)
Freqgliéncia de *5B 0,050 (109) 0,079 (196)
GSTM1*+/+ 0,291 (33) 0,399 (76)
GSTM1*+/0 0,248 (29) 0,233 (44)
GSTM1*0/0 (nulo) 0,461 (53) 0,368 (70)
Freqiiéncia de GSTM1*0 0,679 (115) 0,607 (190)
GSTT1*+/+ 0,682 (78) 0,575 (109)
GSTT1*+/0 0,144 (17) 0,183 (35)
GSTT1*0/0 (nulo) 0,174 (20) 0,242 (46)
Frequéncia de GSTT1*0 0,417 (115) 0,491 (190)
GSTP1*A/A 0,539 (62) 0,363 (71)
GSTP1*A/B 0,357 (41) 0,520 (102)
GSTP1*B/B 0,104 (12) 0,117 (23)
Freqiiéncia de *B 0,283 (115) 0,378 (196)

(n) — Namero de individuos;
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GRAFICO 1 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS DAS VARIANTES ESTUDADAS NAS
AMOSTRAS DE EURO E AFRO-BRASILEIROS
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GRAFICO 2 - DISTRIBUIGAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DAS AMOSTRAS DE EURO E AFRO-DESCENDENTES
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5.2 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

As freqléncias alélicas e genotipicas foram testadas para aderéncia ao
equilibrio de Hardy-Weinberg e apresentaram-se em equilibrio para todos os genes
analisados. Para os genes GSTM1 e GSTT1 a metodologia utilizada ndo permitiu a
identificacdo das frequéncias genotipicas dos heterozigotos e estas entdo foram
estimadas assumindo o equilibrio de HW como descrito anteriormente (item 4.3.1).

As frequéncias dos demais genes foram avaliadas em conjunto através do
Método de Fisher e também estdo de acordo com equilibrio de HW. As tabelas 6 e 7
apresentam os valores de p para cada gene, os valores do Qui-Quadrado, graus de

liberdade e valores de p para cada gene com as amostras reunidas.

TABELA 6 — RESULTADO DO TESTE DO y* PARA ADERENCIA AO EQUILIBRIO DE HW POR
AMOSTRA

Genes p Desvio Padréo

Euro-Brasileiros

CYP1Al 1 -
CYP2D6 0,2727 0,0034
CYP2E1 1 -
GSTP1 0,2489 0,0042

Afro-brasileiros

CYP1A1 0,2374 0,0048
CYP2D6 0,1400 0,0025
CYP2E1 0,3405 0,0033

GSTP1 0,1727 0,0050
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TABELA 7 — RESULTADO DO TESTE DO y° PARA ADERENCIA AO EQUILIBRIO DE HW

ATRAVES DO METODO DE FISHER

Genes — Combinacdes X G.L. p

CYP1A1 em Euro e Afro-brasileiros reunidos 2,88 4 >0,70
CYP2D6 em Euro e Afro-brasileiros reunidos 6,53 4 >0,20
CYP2E1 em Euro e Afro-brasileiros reunidos 2,15 4 >0,80
GSTP1 em Euro e Afro-brasileiros reunidos 6,29 4 >0,20
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5.3 DIFERENCIACAO GENETICA

Os valores do Qui-Quadrado, graus de liberdade e valores de p calculados
para a diferenciacdo genética entre as frequéncias encontradas nas amostras
estudadas (Tabela 5) estdo reunidos na Tabela 8, os valores em vermelho foram
estatisticamente significantes.

Dos seis genes analisados, somente o gene CYP2E1l n&o apresentou
diferenciac@o genética, tanto para a comparacdo das frequéncias alélicas como das
freqUéncias genotipicas. As frequéncias genotipicas para os genes GSTM1 e GSTT1
ndo foram avaliadas pois as mesmas foram estimadas e por isso poderiam nao
apresentar resultados consistentes se submetidas a este teste.

As freqléncias alélicas e genotipicas apresentadas na Tabela 5 ndo se
apresentaram homogeneamente distribuidas entre as amostras quando estas foram
avaliadas em conjunto pelo teste do Qui-Quadrado, apresentando diferencas

estatisticamente significantes tanto para as freqiiéncias alélicas (x11= 111,49;

p<0,01) como as freqiiéncias genotipicas (y*17=52,07; p<0,01).
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TABELA 8 — RESULTADOS DO TESTE DO 3> DE HOMOGENEIDADE PARA A DIFERENCIAGAO

GENETICA DAS AMOSTRAS DE EURO E AFRO-BRASILEIROS

2

Genes X G.L. p
Freqiéncias Alélicas
CYP1Al 17,35 1 <0,01
CYP2D6 4,99 1 <0,05
CYP2E1 1,84 1 >0,20
GSTM1 6,40 1 <0,05
GSTT1 6,31 1 <0,05
GSTP1 5,81 1 <0,02
Freqiéncias Genotipicas
CYP1Al 18,50 2 <0,01
CYP2D6 8,97 2 <0,02
CYP2E1 2,05 2 >0,50
GSTP1 9,64 2 <0,01
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5.4 DIVERSIDADE GENETICA

Os valores calculados para diversidade genética (Hs) para cada gene em
cada amostra e para cada gene de todas as amostras (Hs médio) séo apresentados
na Tabela 9.

Os genes GSTM1 e GSTT1 nédo tiveram a diversidade genética (Hs) avaliada
pois os dados obtidos no presente estudo ndo permitiram a identificagdo direta de
heretozigotos que € obrigatéria para a referida estimativa.

Dentre os quatro genes analisados, o gene GSTP1 teve a maior diversidade
genética, tanto na amostra de Euro-brasileiros (Hs = 0,407) como na amostra de
Afro-brasileiros (Hs = 0,471), com uma diversidade média de 0,439. O gene CYP2E1
teve os menores valores de Hs: 0,096 e 0,146 para as amostras de Euro e Afro-
brasileiros, respectivamente. A diversidade genética média para CYP2E1 foi de
0,121.

TABELA 9 — DISTRIBUICAO DA DIVERSIDADE GENETICA (Hs) ENTRE AS AMOSTRAS DE EURO
E AFRO-BRASILEIROS

Genes Euro-brasileiros Afro-brasileiros Hs média
CYP1Al 0,259 0,422 0,341
CYP2D6 0,339 0,249 0,294
CYP2E1 0,096 0,146 0,121

GSTP1 0,407 0,471 0,439
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5.5 COMPARACOES COM OS DADOS DA LITERATURA

As frequéncias genotipicas e das variantes estudadas nos seis genes das
duas amostras analisadas (Tabela 5 e Gréaficos 1 e 2) foram comparadas com as
descritas na literatura, apresentadas nos Apéndices 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, através do
Teste do Qui-Quadrado de homogeneidade. Os Apéndices 1 a 5 apresentam as
frequéncias encontradas na literatura para os trés principais grupos estudados:
Europeus e Euro-descendentes, Africanos e Afro-descendentes e Asiaticos. Nos
Apéndices 6 e 7 sdo apresentados os dados referentes a estudos na populacéo
brasileira.

As andlises foram feitas para cada gene utilizando as frequéncias
encontradas no presente estudo com o0s seguintes grupos: Africanos e Afro-
descendentes, Europeus e Euro-descendentes, Afro-brasileiros e Euro-brasileiros.
Para os genes GSTM1 e GSTT1 somente foram comparadas as frequéncias alélicas
pois 0os marcadores eram dominantes. Para os demais genes, além das frequéncias
alélicas, foram comparadas as freqiéncias genotipicas. Os valores do Qui-
Quadrado, graus de liberdade e valores de p de todos os testes estdo nas Tabelas
10 e 11, onde os valores em vermelho foram estatisticamente significantes. Observa-
se, nestas tabelas, que catorze diferencas estatisticamente significantes resultaram
de comparacdes entre dados de amostras de populagdes néo-brasileiras e trés de
populacdes brasileiras.

As comparacdes entre as frequéncias génicas e genotipicas do gene GSTP1
foram as que apresentaram o maior numero de diferengas significantes (seis das
catorze comparacdes) indicando que as mesmas nao se distribuiam
homogeneamente nas amostras analisadas.

As frequéncias do gene CYP2E1 foram as que apresentaram menor himero
de diferencas estatisticamente significantes. Somente as frequéncias génicas
observadas na amostra de Afro-brasileiros ndo se apresentaram homogeneamente

distribuidas.
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TABELA 10 — RESULTADOS DO TESTE DO x° DE HOMOGENEIDADE DA DISTRIBUJQAO DAS
FREQUENCIAS DESCRITAS NA LITERATURA PARA POPULAGCOES NAO
BRASILEIRAS E DAS DO PRESENTE ESTUDO

Gene Estudado e Populacéo

Comparada Genotipico | G.L. p Génico | G.L. p
CYP1A1 Africanos e Afro- 13,97 6 <0,05 11,99 3 <0,05
descendentes

CYP1A1 Europeus e Euro- 43,88 16 <0,001 25,09 8 <0,01
descendentes

CYP2D6 Africanos e Afro- 60,86 14 <0,001 64,07 5 <0,00
descendentes 1
CYP2D6 Europeus e Euro- 20,10 12 >0,05 14,91 6 <0,05
descendentes

CYP2EL1 Africanos e Afro- 0,16 2 >0,90 0,26 1 >0,50
descendentes

CYP2E1 Europeus e Euro- 3,06 4 >0,50 2,72 2 >0,20
descendentes

GSTM1 Africanos e Afro- 12,57 4 <0,05 - - -
descendentes

GSTM1 Europeus e Euro- 103,88 9 <0,001 - - -
descendentes

GSTT1 Africanos e Afro- 4,75 2 >0,05 - - -
descendentes

GSTT1 Europeus e Euro- 176,72 9 <0,001 - - -
descendentes

GSTP1 Africanos e Afro- 16,38 2 <0,001 14,92 1 <0,00
descendentes 1
GSTP1 Europeus e Euro- 79,84 16 <0,001 71,67 8 <0,00
descendentes 1

(-) — Dados néao disponiveis;
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TABELA 11 — RESULTADOS DO TESTE DO 3* DE HOMOGENEIDADE DA DISTRIBUICAO DAS

FREQUENCIAS DESCRITAS NA LITERATURA PARA POPULACOES

BRASILEIRAS E DAS DO PRESENTE ESTUDO
Gene Estudado e Populagdo Genotipico | G.L. p Génico | G.L. p
Comparada
CYP1A1 Afro-brasileiros 0,08 2 >0,07 0,01 1 >0,90
CYP1A1l Euro-brasileiros 5,76 4 >0,20 3,32 2 >0,10
CYP2D6 Euro-brasileiros 3,66 2 >0,10 0,42 1 >0,50
CYP2EL1 Afro-brasileiros 8,97 4 >0,05 7,37 2 <0,05
CYP2EL1 Euro-brasileiros 3,02 6 >0,80 1,32 3 >0,70
GSTM1 Afro-brasileiros 0,76 4 >0,90 - - -
GSTM1 Euro-brasileiros 3,14 5 >0,90 - - -
GSTT1 Afro-brasileiros 2,98 4 >0,05 - - -
GSTT1 Euro-brasileiros 7,21 5 >0,20 - - -
GSTP1 Afro-brasileiros 12.98 4 <0,05 9,62 2 <0,01
GSTP1 Euro-brasileiros 4,15 6 >0,50 1,94 3 >0,50

(-) — Dados nédo disponiveis;
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5.6 CONTRIBUICAO GENETICA

Através da utilizacdo do programa ADMIX95 foi estimada a contribuicdo
genética de cada grupo formador do perfil genético da populacdo brasileira nas
amostras avaliadas. A Tabela 12 apresenta os dados referentes a esta analise. O
gene GSTP1 nédo foi incluido nesta analise porque ndo ha dados disponiveis na

literatura sobre as freqUiéncias das variantes deste gene na populacdo Amerindia.

TABELA 12 — CONTRIBUICAO GENETICA AVALIADA NAS AMOSTRAS ESTUDADAS

Populacao Contribuicdo Genética Desvio Padréao

Euro-brasileiros

Europeus 0,747 0,21
Africanos 0,166 0,29
Amerindios 0,087 0,08

Afro-brasileiros

Europeus 0,397 0,28
Africanos 0,394 0,42

Amerindios 0,209 0,17
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6 DISCUSSAO

O estudo da ancestralidade do individuo através de marcadores genéticos
pode ser util por fornecer informacgdes, por exemplo, sobre mapeamento por mistura,
predicdo de riscos médicos, estudos de dispersdo de populagdes, fluxo génico e
histéria evolutiva. Além disso, a farmacogenética tem tido recentemente um
importante desenvolvimento e as pesquisas nesta area tém demonstrado diferencas
significativas, inter e intrapopulacionais, no metabolismo, eficacia e toxicidade de
medicamentos (KITTLES e WEISS, 2003).

A populacdo brasileira oferece um grande potencial de investigacdo, pois
devido a miscigenacao, a diversidade de combinacdes de variantes em diferentes
locos possibilita o estudo de interagées génicas, que em populacdes homogéneas
nao seria possivel (ZEMBRZUSKI, CALLEGARI-JAQUES e HUTZ, 2006). Os
brasileiros formam uma das mais heterogéneas populacées do mundo e é relevante
analisar como os trés grupos (Europeus, Africanos e Amerindios) contribuiram para
a formacao do perfil genético da populacéo brasileira atual (CARVALHO-SILVA et
al., 2001).

Os genes do biometabolismo formam um grupo de marcadores genéticos
gue tem sido constantemente avaliado, principalmente em estudos do tipo caso-
controle em doengas complexas como o cancer. O aumento do conhecimento sobre
os fatores genéticos, que determinam a suscetibilidade humana a efeitos
carcinogénicos de agentes ambientais, tem intensificado a pesquisa na area da
epidemiologia molecular. A identificacdo de variantes genéticas com altas
freqiéncias (maiores que 1%), em genes associados ao metabolismo de
carcinogénicos, tem permitido o desenvolvimento de hipdteses para explicar o alto
grau de variabilidade individual na suscetibilidade ao cancer (GARTE et al., 2001).

Diferentes freqiéncias de variantes para os genes do biometabolismo foram
observadas em populagcbes de diversos grupos étnicos como Europeus (RAUNIO et
al., 1995; LONGUEMAUX et al., 1999; AUTRUP, 2000; LAFOREST et al., 2000;
GARTE et al., 2001; GEISLER e OLSHAN, 2001; GUDMUNDSDOTTIR et al., 2001;
MITRUNEN et al., 2001; HAHN et al., 2002; HUNG et al., 2003; TAIOLI et al., 2003;
SCORDO et al., 2004; DUFOUR et al., 2005; GAJECKA et al., 2005; RAIMONDI et
al., 2005; MENOYO, DEL RIO e BAIGET, 2006), Africanos (OSCARSON et al.,1997;
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HUANG, SHEN e CHANG, 1999; GARTE et al., 2001; WENNERHOLM et al., 2001;
DANDARA et al., 2002) e Asiaticos (GARTE et al., 2001; KANG, 2003; MIYOSHI et
al.,2002; ISMAIL et al., 2003; KIM, JOHNSON e DERENDORF, 2004); YANG et al.,
2005) (ver Apéndices 1 a 5). Em populacbes miscigenadas também se observou
diferencas nas frequéncias em populacdes como Norte-americanos (LE
MARCHAND et al., 1998; FORD et al., 2000; MILLIKAN et al., 2000; OLSHAN et al.,
2000; GEISLER e OLSHAN et al., 2001; WENZLAFF et al., 2005, WRENSCH et al.,
2005), Hispanicos (MENDOZA et al., 2001; LOPEZ et al., 2005) e Brasileiros
(ARRUDA et al., 1998; GATTAS e SOARES VIEIRA, 2000; GASPAR et al., 2002a;
ROSSINI et al., 2002; GATTAS et al., 2004; ROSSINI et al., 2006; KVITKO et al.,
2006) (ver Apéndices 6 e 7).

Com o objetivo de avaliar as frequéncias de seis genes do biometabolismo
(CYP1Al, CYP2D6, CYP2E1, GSTM1, GSTT1 e GSTP1) na populacdo do Sul do
Brasil, foram estudadas neste trabalho duas amostras: uma de Euro-descendentes e
outra de Afro-descendentes, constituidas por 115 e 196 individuos, respectivamente.
A distribuicdo da proporcdo sexual para a amostra de Afro-descendentes néo foi
homogénea como indicou o teste do Qui-Quadrado, entretanto a distribuicdo
genotipica das variantes estudadas foi homogénea nesta amostra assim como na
amostra de Euro-descendentes que apresentou distribuicdo sexual dentro da
proporcao esperada.

Esses resultados corroboram dados de outros estudos que também néo
encontraram diferencas estatisticamente significantes quando compararam as
freqUiéncias encontradas para esses genes com a distribuicdo sexual das amostras
(GARTE et al., 2001). Estes autores avaliaram diversos genes do biometabolismo
em meta-analise e encontraram diferencas estatisticamente significantes para a
distribuicdo da variante GSTM1*0 entre homens e mulheres africanos e para a
variante GSTT1*0 entre homens e mulheres europeus. Segundo GARTE et al.
(2001), essas diferencas, quando ocorrem, podem ser devido a caracteristicas
proprias dessas populacdes, como no caso acima descrito do gene GSTT1, em que
alguns estudos foram realizados na populacdo escandinava onde existe uma
propor¢cdo dez vezes maior de homens do que de mulheres. Ja o caso do gene
GSTML1 na populacédo africana € dificil de explicar biologicamente. Um dos motivos

dessa significancia pode ser o tamanho amostral relativamente pequeno avaliado
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nesse estudo (n=479). Os autores sugerem um aumento da amostra antes de
afirmar que este fator esteja influenciando numa distribuicdo diferencial das
frequéncias.

A idade dos individuos também € um fator que ndo tem influéncia sobre as
freqUéncias dos genes do biometabolismo nas diferentes populacdes. A auséncia de
associacdo significante entre as frequéncias alélicas e a idade, permite aos
epidemiologistas excluir a possibilidade dessas variantes serem determinantes para
a sobrevivéncia global dos individuos (GARTE et al., 2001).

As frequéncias alélicas e genotipicas das variantes estudadas nas amostras
de Euro-descendentes e Afro-descendentes estdo apresentadas na Tabela 5 e nos
Gréficos 1 e 2. As frequéncias foram testadas com relacdo a aderéncia ao equilibrio
de Hardy-Weinberg e ndo apresentaram desvios estatisticamente significantes dos
dos valores esperados, sendo que os valores de p e do Qui-Quadrado estdo
apresentados nas Tabelas 6 e 7. Estas frequéncias também foram comparadas com
as encontradas em diversos trabalhos da literatura (Apéndices 1, 2, 3, 4 e 5) através
do teste do Qui-Quadrado de homogeneidade cujos valores estdo apresentados nas
Tabelas 10 e 11.

De maneira geral, os testes que compararam os dados das amostras
brasileiras de Euro-descendentes e Afro-descendentes do presente estudo com os
de amostras de trabalhos com Europeus e Africanos e Euro-descendentes e Afro-
descendentes de outras populacbes, nao apresentaram uma distribuicdo
homogénea de suas frequéncias. Os mesmos demonstram que a distribuicdo das
frequéncias descritas para esses genes nas diversas populacées de mesma etnia €
significativamente diferente, provavelmente devido a varios fatores como o tamanho
amostral dos diversos trabalhos e classificacdo desses grupos, ou seja, amostras
que foram classificadas como n&do miscigenadas podem ter um grau de
miscigenacdo que desvie as frequéncias observadas das esperadas. Além disso, as
frequéncias encontradas nas amostras de Euro e Afro-descendentes estudadas
foram estatiscamente diferentes das encontradas nos demais grupos considerados
nos testes, indicando que a populacdo brasileira tem frequéncias Unicas
provavelmente resultado do grau elevado de miscigenacao.

Segundo GARTE et al. (2001), muitos estudos tém demonstrado que as

frequéncias alélicas dos genes do biometabolismo n&o estdo distribuidas
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aleatoriamente entre as populacdes, mas seguem padrdes étnicos e/ou geograficos.
Entretanto, os estudos publicados para as variantes desses genes nao tém sido
suficientes para determinar precisamente as reais frequéncias populagao-
especificas. Além disso, ainda néo foi possivel determinar se outras variaveis estao
associadas com essas frequiéncias alélicas especificas.

Os testes que compararam as amostras de Euro-descendentes e Afro-
descendentes do presente estudo com dados apresentados em outros estudos com
a populacao brasileira, apresentaram-se nao significantes, exceto para dois genes —
CYP2E1 e GSTPL1.

A distribuicdo alélica para a variante CYP2E1*5B na amostra de Afro-
descendentes do presente estudo e nas amostras de outros estudos brasileiros nao
se apresentou homogeneamente distribuida (y%=7,37; p<0,05). O trabalho que
apresentou o maior desvio no teste foi ROSSINI et al. (2006), cuja amostra néo
estava de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, o que pode ter ocasionado a
significancia.

Com relacdo aos testes que compararam as amostras do presente estudo
com trabalhos de populacbes né&o-brasileiras e brasileiras, o gene CYP2E1l
apresentou somente um resultado estatisticamente significante. Estes dados
demonstram que a distribuicdo da variante CYP2E1*5B € menos variavel nas
diversas populacdes comparadas do que as variantes dos demais genes estudados,
permitindo que em estudos epidemiolégicos que avaliem esta variante em
associacdo com doencas complexas possam ser feitas comparacdes mais precisas,
como por exemplo, em estudos do tipo caso-controle. CYP2EL foi 0 marcador que
apresentou menor diversidade genética em comparac¢do aos demais avaliados nas
duas amostras deste trabalho. Para os Euro-descendentes a diversidade genética
(Hs) apresentada foi 0,096, e para a amostra de Afro-descendentes foi 0,146, com
uma diversidade média (Hs meédio) de 0,121. Isto indica que entre 0s genes
avaliados, CYP2E1 se apresenta em maior homozigose tanto na populacdo Euro-
brasileira como Afro-brasileira do Sul do Brasil. Segundo ROSSINI et al. (2006), a
variante CYP2E1*5B é mais freqlente na populacdo brasileria do que em outras
populacdes ocidentais, mas é menos freqiiente do que em Asiaticos (ver Apéndice

3) e Amerindios (ver Apéndice 8).
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O segundo gene que nao apresentou uma distribuicio homogénea das
variantes nos trabalhos com amostras da populacéo brasileira foi o GSTP1 (Tabela
11). Os desvios encontrados foram elevados, em relagcdo aos dados do presente
estudo, para os dois trabalhos incluidos na analise das amostras de Afro-brasileiros
(ROSSINI et al., 2002; KVITKO et al., 2006; ver Apéndice 7). Entre os motivos para
esta diferenca deve-se considerar o tamanho amostral e a origem geografica das
amostras utilizadas nestes trabalhos.

Com relacdo ao tamanho amostral, como as frequéncias para este gene séo
altas nas populacdes (maiores que 1%), os trabalhos de ROSSINI et al. (2002)
utilizando uma amostra de voluntarios residentes na cidade do Rio de Janeiro da
regido Sudeste brasileira, composta por 591 individuos e de KVITKO et al. (2006)
onde analisou-se 190 individuos da cidade de Porto Alegre da regido Sul do Brasil,
avalisam que o tamanho amostral ndo deve ser um fator relevante para justificar os
desvios observados. Com relacdo a origem das amostras, segundo PARRA et al.
(2002), devido a extensdo do territorio brasileiro e por diferentes grupos se
movimentarem entre as diversas regibes do pais, existe uma consideravel
heterogeneidade filogeografica. Ao analisar o mtDNA em quatro regides do Brasil,
esses autores encontraram predominancia de linhagens Amerindias na regido Norte
(Amazénia), uma predominancia de linhagens Africanas no Nordeste, um equilibrio
no Sudeste e uma predominancia Européia na regido Sul. Assim, devido a este perfil
de diferentes frequéncias que provavelmente existe entre as diferentes regifes
brasileiras para um nimero grande de genes, alguns podem apresentar frequéncias
ndo homogeneamente distribuidas. Desse modo, ressaltamos a importancia de
estudos que tenham objetivo de descrever essas diferengas para uma melhor
compreensao da dinamica génica na populacéo brasileira.

O gene GSTP1 apresentou a maior diversidade genética encontrada no
presente estudo, na amostra de Euro-descendentes o valor de Hs foi 0,407 e na
amostra Afro-descendente foi de 0,471, com um valor de Hs médio de 0,439. Nos
outros estudos com populacdo brasileira incluidos nas analises deste trabalho, a
freqUéncia de heterozigotos para o gene GSTP1, que € uma medida de diversidade
genética, apresentou-de elevada demonstrando uma possivel tendéncia evolutiva a
heterozigose para a variante GSTP1*B na populacdo brasileira, ao contrario do gene
CYP2EL, discutido acima.
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As freqUéncias alélicas e genotipicas encontradas para 0s seis genes
estudados nas amostras de Euro-descendentes e Afro-descendentes do presente
estudo apresentaram-se estatisticamente diferentes. Os dados referentes as estas
freqUuéncias, apresentados na Tabela 5, foram comparados pelo teste do Qui-
Quadrado e nao tiveram uma distribuicdo homogénea (ver item 5.3).

Com relacao a diferenciacdo genética por gene, testada entre as amostras
avaliadas, somente o gene CYP2E1l apresentou-se homogeneamente distribuido
entre as amostras (Tabela 8). GATTAS e SOARES VIEIRA (2000) avaliaram o0s
genes CYP2E1 e GSTM1 em 206 Euro-brasileiros e 86 Afro-brasileiros e também
encontraram uma distribuicdo homogénea para as frequéncias do gene CYP2E1
(x?1=0,13; p>0,05).

Estes dados estdo de acordo com resultados encontrados para Europeus,
Africanos e seus descendentes miscigenados para os genes CYP2E1 e GSTT1 em
diversos trabalhos da literatura (ver Apéndices 3 e 4). Alguns trabalhos descreveram
freqiéncias menores em relacdo aos demais genes do biometabolismo, e
semelhantes entre grupos étnicos para as variantes CYP2E1*5B e GSTT1*0 (WU et
al., 1997; MILLIKAN et al., 2000; OLSHAN et al., 2000). Entretanto, as frequéncias
encontradas em Asiaticos sdo mais elevadas e semelhantes as frequéncias
encontradas em Amerindios para os dois genes (RAUNIO et al., 1995; GARTE et al.,
2001; GASPAR et al., 2002b; THIER et al., 2003; YANG et al., 2005) (ver Apéndice
8).

O estudo de populagbes miscigenadas é importante para um melhor
conhecimento da genética de doencas complexas. Os pré-requisitos para sua
aplicacdo sdo uma compreensdo das propor¢cdes de miscigenacdo e da dinamica
deste processo (ZEMBRZUSKI, CALLEGARI-JAQUES e HUTZ, 2006). As
diferencas existentes entre 0s grupos étnicos humanos, considerando-se as
frequéncias alélicas dos marcadores genéticos polimorficos, permitiram o
desenvolvimento de métodos para avaliar o grau de miscigenacao das populacdes.
Os primeiros trabalhos foram realizados por BERSTEIN (1931) e OTTENSOOSER
(1944) apud CULPI (1981; p.3) para populacdes di-hibridas. Em populactes
brasileiras, a partir de BIOCCA e OTTENSOOSER (1944) apud CULPI (1981; p. 3)
e, outros trabalhos foram realizados utilizando-se principalmente marcadores

genéticos como o0s grupos sangiineos ABO, MN, Rh, secrecdo salivar de ABH,
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haptoglobinas, hemoglobinas, transferrina, adenosina desaminase, adenilato
quinase, fosfoglicomutase e glicose-6-fosfato desidrogenase (SILVA, 1948; 1949;
SALDANHA, 1957; 1962a,b; OTTENSOOSER, 1962; SALZANO, 1963; TONDO et
al.,, 1963; SALZANO et al.,, 1968; HUTZ, 1976; SILVA, 1979; WEIMER, 1979;
FRANCO, 1980; apud CULPI, 1981; p. 3).

Os primeiros estudos sobre populacdes paranaenses estimando valores de
mistura racial foram realizados por CHAUTARD-FREIRE-MAIA et al. (1984) e CULPI
e SALZANO (1984), que encontraram cerca de 50% de genes Europeus em
individuos classificados como Afro-descendentes (n=1.000). As estimativas do
componente amerindio ndo foram realizadas, provavelmente pela incapacidade
informativa dos marcadores utilizados, mas CULPI e SALZANO (1984) afirmaram
que a contribuicdo dos amerindios para a populagédo paranaense seria pequena.

PROBST et al. (2000) avaliaram a contribuicdo relativa de Europeus,
Africanos e Amerindios para Euro e Afro-descendentes paranaenses, com base em
dados sorolégicos de HLA-A, -B e —C e encontraram uma contribuicdo de 79% de
Europeus, 14% de Africanos e 7% de Amerindios nos Euro-descendentes (n=492), e
49% de Europeus, 42% de Africanos e 9% de Amerindios nos Afro-descendentes
(n=103). Esse estudo demonstrou claramente a importancia dos Amerindios na
formagcdo da populacdo paranaense. BRAUN-PRADO et al. (2000) estudaram a
diversidade dos genes HLA de classe | em individuos Euro-descendentes (n=150) e
Afro-descendentes (n=198) do Parana e encontraram 94% de Europeus, 3% de
Africanos e 3% de Amerindios nos Euro-descendentes e 51% de Europeus, 46% de
Africanos e 3% de Amerindios nos Afro-descendentes. PROBST (2000) avaliou a
diversidade dos genes HLA classe Il em uma amostra de individuos Euro-
descendentes (n=107) e numa amostra de Afro-descendentes que foi dividida em
dois grupos, mulatos claros e mulatos médios denominado grupo A (n=169) e
mulatos escuros e negros denominado grupo B (n=157). As amostras eram
pertencentes a populacédo paranaense. A contribuicdo encontrada neste trabalho foi
de aproximadamente 85% de Europeus, 10% de Africanos e 5% de origem
Amerindia para a amostra de Euro-descendentes. Para a amostra de Afro-
descendentes, grupos A e B, a contribuicdo de origem Européia foi de 44% e 15%,
respectivamente; a de origem Africana foi de 42% e 72%, respectivamente; e a de
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origem Amerindia foi de 14% e 6%, respectivamente. Os dados destes trabalhos
estdo resumidos no Apéndice 9.

No presente estudo, as contribuicbes das principais populagdes parentais
foram estimadas com base nas frequéncias dos genes do biometabolismo avaliados
utilizando o programa ADMIX95 e tiveram a seguinte distribuicdo: para a amostra de
Euro-descendentes a contribuicdo Européia foi 75%, a Africana foi 17% e a
Amerindia 8%. Para a amostra de Afro-descendentes a contribuicdo Européia foi
40%, a Africana foi 39% e a Amerindia foi 21% (Tabela 12).

A contribuicdo encontrada no presente estudo apresentou-se semelhante a
encontrada nos demais estudos que avaliaram a populacdo paranaense para a
amostra de Euro-descendentes, porém a contribuicAo Amerindia na amostra de Afro-
descendentes foi elevada em relagéo aos demais trabalhos.

Alguns fatores podem explicar essa disparidade. Entre eles o baixo numero
de estudos sobre as frequiéncias das variantes dos genes do biometabolismo em
Amerindios, principalmente nos grupos que entraram na formacdo das populacdes
do Sul do Brasil como Guaranis e Kaingangs, ndo permite uma estimativa
consistente das frequéncias desses genes na populacdo Amerindia parental. Para o
presente estudo foram utilizados dados de somente um trabalho (GASPAR et al.,
2002b) do qual foram retiradas as frequéncias utilizadas no calculo de estimativa das
contribuigdes.

Outro fator seria a dificuldade de encontrar marcadores que sejam realmente
informativos para estimativas de frequéncias alélicas das populacdes parentais
Amerindias, principalmente devido a eventos de deriva genética que esses grupos
sofreram durante a chegada as Américas que possivelmente alteraram de maneira
significativa essas frequéncias (PARRA et al., 2002). Segundo GASPAR et al.
(2002b), a deriva genética pode ser uma explicacdo para as elevadas frequéncias
das variantes CYP1A1*2A e *2C entre os Amerindios, assim como selec¢do natural
em resposta a mudancas ambientais, uma vez que estes genes codificam enzimas
gue sao responsaveis por metabolizar um grande namero de xenobioticos.

Por fim, a classificacdo das amostras para estudos como este precisa ser
criteriosa para que as frequéncias avaliadas correspondam realmente ao grupo
étnico que se pretende estudar. Segundo GATTAS et al. (2004), a proporcdo de

miscigenacédo difere de acordo com a regido brasileira e a terminologia usada para
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nomear 0s grupos étnicos pode ser altamente variavel. ROSENBERG et al. (2002)
apontam a auto-classificacdo de ancestralidade como uma alternativa menos
invasiva do que a classificacdo de ancestralidade genética, apresentando resultados
proximos desta. Entretanto, deve-se ter cuidado em considerar a auto-classificacao,
principalmente no Brasil, que possui uma populacdo altamente miscigenada e onde
existe uma tendéncia social ao branqueamento (ZEMBRZUSKI, CALLEGARI-
JAQUES e HUTZ, 2006).

No presente trabalho as amostras foram divididas em Euro-descendentes e
Afro-descendentes através de auto-classificacdo dos individuos feita com base em
qguestionario (Anexo). Assim, uma hipotese que poderia explicar também a grande
contribuicdo Amerindia presente na amostra de Afro-descendentes, seria uma auto-
classificacdo incorreta da ancestralidade. Segundo PROBST et al. (2000), o
componente Amerindio na populacdo paranaense foi subestimado, portanto a
contribuicdo encontrada neste trabalho pode indicar resultados mais consistentes,
porém necessita de mais estudos para ser corroborada.

Mesmo com valores de contribuicdo proximos aos demais estudos com a
populacdo paranaense, 0s genes do biometabolismo aparentemente ndo sao bons
marcadores para este tipo de estimativa. Segundo ZEMBRZUSKI, CALLEGARI-
JAQUES e HUTZ (2006), marcadores de ancestralidade genética devem apresentar
freqUéncias que caracterizem as populagdes parentais, o que ainda nao ocorre com
esses genes.

As frequéncias das variantes de alguns genes do biometabolismo ndo se
apresentam homogéneas dentro de grupos étnicos estabelecidos como discutido
anteriormente e, além disso, algumas dessas frequéncias nao apresentam
diferencas significativas entre os diversos grupos étnicos. Estudos utilizando
marcadores de ancestralidade genética bem definidos para as trés populacdes
parentais da populagdo brasileira e um aumento do numero de individuos das
amostras, principalmente a de Euro-descendentes, sdo necessérios para aumentar a
consisténcia dos resultados obtidos no presente estudo para a contribuicdo genética.

Como discutido no item 1.5, os genes do biometabolismo tém sido
amplamente utilizados em estudos de associacdo, especialmente para auxiliar na
compreensdo das bases genéticas de caracteristicas quantitativas, como a

suscetibilidade a doencas complexas, como o cancer. Entretanto, esse tipo de
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estudo deve considerar em seu delineamento, o impacto da estratificacdo
populacional e o grau de miscigenacdo da populacéo controle (ARDLIE, LUNETTA e
SEIELSTAD, 2002; FREEDMAN et al., 2004).

Quando ha diferencas entre grupos de individuos em uma populacao, diz-se
que ela é estratificada ou subdividida. Entretanto, essas diferencas podem muitas
vezes nao ser detectadas, levando a associacdes espurias (ZEMBRZUSKI,
CALLEGARI-JAQUES e HUTZ, 2006). Ao avaliar genes cujas frequéncias sejam
dependentes de etnia em estudos de associacdo para doencas complexas com
multiplos fatores de risco ambientais e genéticos, é possivel que em alguns casos o
grupo de alto risco tenha uma baixa prevaléncia do alelo de alto risco, se outras
variantes genéticas e fatores de risco ambientais forem mais altos naquele grupo
(ZIV e BURCHARD, 2003).

Desse modo, com base nos resultados deste trabalho, podemos ressaltar
duas informacfes que devem ser observadas para o planejamento de estudos tipo
caso-controle nas populagcbes brasileiras para genes cujas frequéncias sao
dependentes da etnia, como os genes do biometabolismo.

Primeiro, o pareamento das amostras deve ser bastante criterioso quanto a
ancestralidade dos pacientes e controles para excluir possiveis associacfes falso-
positivas ou falso-negativas que frequéncias resultantes de componentes
miscigenados nestas amostras possam gerar. As amostras avaliadas neste trabalho
apresentaram frequéncias distintas e também um possivel componente Amerindio
bastante elevado. Este componente pode alterar de maneira significante a
freqiéncia dos genes avaliados em um estudo de associagcdo podendo gerar
associacdes espurias.

Segundo, as frequéncias dos genes que serdo estudados devem ser
previamente avaliadas para um melhor dimensionamento do nimero amostral, uma
vez que variantes como CYP2E1*5B podem apresentar freqiéncias menores que
outros genes do biometabolismo analisados nas diferentes populagdes,
necessitando um numero amostral maior para encontrar associacées consistentes.
Este trabalho contribui com um perfil geral dessas frequéncias na populacédo do Sul
do Brasil e pode ser uma fonte de consulta para o planejamento de futuros estudos

de associacdo em doengas complexas como o cancer.
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7 CONCLUSOES

- As frequéncias para as variantes dos genes avaliados no nosso estudo,
nas amostras de Euro-descendentes e de Afro-descendentes
apresentaram diferencas estatisticamente significantes quando
comparadas com as descritas em diferentes amostras de populacdes
nao-brasileiras, demonstrando, uma vez mais, o0 alto grau de

miscigenacdo da populacao brasileira.

- Na comparacdo com frequéncias de estudos em populacdes
brasileiras, somente as dos genes CYP2El e GSTPl1l ndo se
apresentaram homogeneamente distribuidas, provavelmente devido a
heterogeneidade da miscigenacdo presente nas diversas regides

brasileiras.

- A distribuicdo das frequéncias das variantes dos genes CYP1Al,
CYP2D6, CYP2E1 e GSTP1, apresentaram-se de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg.

- As amostras apresentaram uma  diferenciacdo  genética
estatisticamente significante, tanto entre as frequéncias alélicas como
genotipicas, refletindo as diferencas de contribuicdo das provaveis
populacdes ancestrais.

- A andlise da diversidade genética, demonstrou que, entre 0s genes
analisados nesta amostra da populacdo do Sul do Brasil, o GSTP1
apresentou a maior diversidade alélica, indicando uma possivel
tendéncia evolutiva a heterozigose da variante GSTP1*B, enquanto

CYP2EL1 apresentou menor, indicando uma tendéncia a homozigose.

- A contribuicdo genética das populacdes européia, africana e amerindia
parentais foi estimada para a amostra de Euro-descendentes
apresentando 75% de Europeus, 17% de Africanos e 8% de

Amerindios; e para a amostra de Afro-descendentes a contribuicdo de
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Europeus foi 40%, de Africanos 39% e de Amerindios 21%. Essa
contribuicdo foi semelhante as descritas para a populacdo paranaense
em outros trabalhos com outros marcadores, exceto para a
contribuicio Amerindia na amostra de Afro-descendentes que foi

elevada, necessitanto corroboracao.

Finalmente, concluimos que as informagBes obtidas neste estudo
contribuem para auxiliar no melhor delineamento de estudos do tipo caso-controle

gue incluam estes genes na populacao brasileira.
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APENDICE 1 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENQTiPICAS DA VARIANTE
CYP1A1*2A DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

continua
Freqgiéncias
Genotipicas
x N° Total de | Freqiiéncias o o N
Populacédo individuos Alélicas (N=de Individuos) Referéncias
*1A1A | *1A2A | *2A2A
Europeus e Euro-descendentes
Europeus e 4.453 0,094 0,824 0,164 0,012 GARTE et al.
Euro-descendentes (3.670)  (729) (54) (2001)
Europeus e 520 0,104 0,803 0,186 0,011 RAIMONDI et
Euro-descendentes (417) (97) ©6) al. (2005)
Europeus e 453 0,104 0,804 0,185 0,011 HUNG et al.
Eurodescendentes (364) (84) ) (2003)
Europeus e 419 0,098 0,810 0,180 0,002 TAIOLI et al.
Euro-descendentes (343) (75) (1) (2003)
Poloneses 249 0,071 0,923 0,072 0,005 GAJECKA et
(230) (18) Q) al. (2005)
Franceses 210 0,138 0,743 0,238 0,019 LONGUEMAUX
(156) (50) (4) etal. (1990)
Euro-americanos 199 0,110 0,792 0,196 0,012 LE
(158) (39) (2) MARCHAND
et al. (1998)
Euro-americanos 146 0,127 0,770 0,200 0,003 WENZLAFF et
(116) (29) Q) al. (2005)
Total e Média 6.657 0,106+0,02
Africanos e Afro-descendentes
Afro-americanos 550 0,235 0,590 0,350 0,060 WRENSCH et
(325) (192) (33) al. (2005)
Africanos e Afro- 461 0,239 0,581 0,360 0,059 GARTE et al.
descendentes (268) (166) (27) (2001)
Afro-americanos 389 0,210 0,624 0,332 0,044 LE
(243) (129) a7) MARCHAND
et al. (1998)

Total e Média 1.400 0,228+0,014
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APENDICE 1 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENQTiPICAS DA VARIANTE
CYP1A1*2A DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

conclusao

Freqgiéncias
Genotipicas

x N° Total de | Freqiiéncias o o N
Populacéo individuos Alélicas (N=de Individuos) Referéncias
*1A1A | *1A2A | *2A2A
Asiaticos
Asiaticos 638 0,360 0,420 0,440 0,140 GARTEetal.
(268) (281) (89) (2001)
Chineses (Taiwan) 324 0,355 0,420 0,451 0,129 WU et al.
(136) (146) (42) (2002)
Japoneses 272 0,425 0,316 0,511 0,173 MIYOSHI et
(86) (139) 47) al. (2002)
Japoneses 242 0,362 0,438 0,401 0,161 HORI et al.
(106) (97) (39) (1997)
Japoneses 220 0,391 0,373 0,473 0,154 INOUE et al.,
(82) (104) (34) (2000)
Chineses (Taiwan) 145 0,393 0,365 0,483 0,152 HUANG etal.
(53) (70) (22) (1999)
Japoneses 142 0,335 0,437 0,451 0,112 SATO et al.
(62) (64) (16) (1999)
Total e Média 1.983 0,374+0,03
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APENDICE 2 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GEl\lOTiPICAS DA VARIANTE
CYP2D6*4 DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

Frequéncias

Genotipicas
x N® Total de | Frequéncias o - A
Populacéo Individuos Alélicas (N=de Individuos) Referéncias
*1A/1A *1A/4 *4/4
Europeus e Euro-descendentes
Euro-americanos 408 0,180 0,672 0,296 0,032 GAEDIGK et
(274) (121) (13) al. (2002)
Italianos 360 0,153 0,717 0,261 0,022 SCORDO et
(258) (94) (8) al. (2004)
Poloneses 305 0,194 0,626 0,344 0,030 GAJECKA et
(191) (105) 9) al. (2005)
Franceses 211 0,197 0,644 0,318 0,038 LONGUEMAUX
(136) (67) (8) etal. (1999)
Franceses 171 0,132 0,766 0,205 0,029 LAFOREST et
(131) (35) (5) al. (2000)
Espanhdis 105 0,138 0,743 0,238 0,019 MENOYO et
(78) (25) (2) al. (2006)
Total e Média 1.560 0,166+0,029
Africanos e Afro-descendentes
Afro-americanos 502 0,054 0,894 0,102 0,004 GAEDIGK et
(449) (51) (2) al. (2002)
Africanos (Gana) 386 0,070 0,865 0,130 0,005 HUANG etal.
(334) (50) (2) (1999)
Afro-americanos 308 0,078 0,851 0,143 0,006 WAN et al.
(262) (44) (2) (2001)
Afro-americanos 246 0,073 0,862 0,134 0,004 LEATHART et
(212) (33) Q) al. (1998)
Africanos (Tanzéania) 212 0,009 0,972 0,018 0,000 WENNERHOLM
(206) (6) 0) et al. (2001)
Total e Média 1.654 0,057+0,027
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APENDICE 3 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENO]’iPICAS DA VARIANTE
CYP2E1*5B DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

Freqguéncias
Genotipicas

x N® Total de | Frequéncias o - A
Populacéo Individuos Alélicas (N=de Individuos) Referéncias
*1A/1A | *1A/5B | *5B/5B
Europeus e Euro-descendentes
Europeus e Euro- 1.454 0,039 0,924 0,075 0,001 GARTEetal.
descendentes (1.344) (109) Q) (2001)
Poloneses 323 0,028 0,944 0,056 - GAJECKA et
(305) (18) al. (2005)
Total e Média 1.777 0,034+0,01
Africanos e Afro-descendentes
Afro-americanos 114 0,068 0,868 0,127 0,005 WU et al.
(99) (14) @ (1997)
Asiaticos
Asiaticos 719 0,226 0,595 0,359 0,046 GARTEetal.
(428) (258) (33) (2001)
Japoneses 633 0,189 0,651 0,319 0,030 HORI et al.
(412) (202) (19) (1997)
Chineses 196 0,225 0,617 0,316 0,067 GAO et al.
(121) (62) (13) (2002)
Chineses 150 0,304 0,440 0,513 0,047 TAN et al.
(66) (77) @) (2000)
Japoneses 132 0,197 0,644 0,318 0,038 MORITA etal.
(85) (42) (5) (1997)
Total e Média 1.830 0,228+0,047

(-) — Dados nao disponiveis;
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APENDICE 4 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DAS VARIANTES
GSTM1*0 E GSTT1*0 DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

continua
. N® Total de | Frequéncias | N2 Total de Freguéncias N
Populacdo Individuos | de GSTM1*0 | Individuos | de GSTT1*0 Referéncias
Europeus e Euro-descendentes
Europeus e Euro- 10.514 0,531 (5.583) 5.577 0,104 (580) GARTE et al. (2001)
descendentes
Europeus e Euro- 1.981 0,513 (1.016) 1.026 0,186 (191) RAIMONDI et al.
descendentes (2005)
Euro-americanos 1.282 0,498 (639) 839 0,168 (141) TAIOLI et al. (2003)
Finlandeses 478 0,418 (200) 478 0,132 (63) MITRUNEN et al.
(2001)
Islandeses 395 0,542 (214) 395 0,205 (81) GUDMUNDSDOTTIR
et al. (2001)
Euro-americanos 369 0,520 (192) 373 0,164 (61) MILLIKAN et al.
(2000)
Poloneses 321 0,511 (164) 316 0,193 (61) GAJECKA et al.
(2005)
Franceses 211 0,555 (117) 211 0,190 (40) LONGUEMAUX et al.
(1999)
Euro-americanos 168 0,452 (76) 168 0,125 (21) OLSHAN et al. (2000)
Total e Média 15.719 0,504+0,044 9.383 0,163+0,036
Africanos e Afro-descendentes
Africanos e Afro- 479 0,265 (127) - - GARTE et al. (2001)
descendentes
Afro-americanos 259 0,278 (72) 259 0,166 (43) MILLIKAN et al.
(2000)
Afro-americanos 120 0,200 (24) - - FORD et al. (2000)
Africanos (Tanzéania) 114 0,333 (38) 114 0,254 (29) DANDARA et al.
(2002)
Total e Média 972 0,269+0,055 373 0,210+0,063
Asiéticos
Asiaticos 1511 0,529 (799) 575 0,470 (270) GARTE et al. (2001)
Japoneses 634 0,506 (321) - - YOKOYAMA et al.

(2002)
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APENDICE 4 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DAS VARIANTES
GSTM1*0 E GSTT1*0 DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

conclusédo

popuacao | ¥ Totnte | Beinee | Mmer | Gedtrvis | Reteencis
Japoneses 428 0,458 (196) - - HORI et al. (1997)
Coreanos 181 0,525 (95) 181 0,420 (76) KANG (2003)
Chineses 150 0,507 (76) 150 0,393 (59) TAN et al. (2000)
Japoneses 146 0,315 (46) 146 0,349 (51) KATOH et al. (1999)
Tailandeses 123 0,471 (58) 123 0,431 (53) HUNG et al. (1997)
Total - Média 3.173 0,473+0,064 1.175 0,413+0,039

(n) — nimero de individuos; (-) — Dados ndo disponiveis;
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APENDICE 5 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GE~NOTiPICAS DA VARIANTE
GSTP1*B DE AMOSTRAS DE DIFERENTES POPULACOES

Freqguéncias
Genotipicas
N° Total de | Freqiiéncias

0 . a
individuos Alélicas (N=de Individuos) Referéncias

Populacédo

*AIA *A/B *B/B

Europeus e Euro-descendentes

Europeus e Euro- 1.138 0,288 0,490 0,442 0,068 GARTE et al.
descendentes (558) (503) (77) (2001)
Finlandeses 481 0,259 0,553 0,376 0,071 MITRUNEN et
(266) (181) (34) al. (2001)
Euro-americanos 408 0,180 0,672 0,296 0,032 GAEDIGK et
(274) (121) (13) al. (2002)
Islandeses 395 0,334 0,448 0,435 0,117 GUDMUNDSD
a77) 172) (46) OTTIR et al.
(2001)
Euro-americanos 368 0,306 0,484 0,421 0,095 MILLIKAN et
(178) (155) (35) al. (2000)
Franceses 189 0,310 0,492 0,397 0,111 LONGUEMAUX
(93) (75) (22) et al. (1999)
Euro-americanos 168 0,357 0,405 0,476 0,119 OLSHAN et al.
(68) (80) (20) (2000)
Italianos 153 0,291 0,503 0,412 0,085 DUFOUR et
(77) (63) (13) al.(2005)
Total e Média 3.300 0,291+0,049

Africanos e Afro-descendentes

Afro-americanos 247 0,508 0,219 0,546 0,235 MILLIKAN et

(54) (135) (58) al. (2000)
Asiaticos

Chineses (Taiwan) 254 0,207 0,630 0,327 0,043 LEE et al.
(160) (83) (11) (2000)

Coreanos 171 0,187 0,661 0,304 0,035 KIM et al.
(113) (52) (6) (2004)

Japoneses 164 0,165 0,689 0,293 0,018 MORITA et al.
(113) (48) 3) (1998)

Chineses 150 0,217 0,607 0,353 0,040 TAN et al.
(91) (53) (6) (2000)

Total - Média 739 0,194+0,018




APENDICE 6 — DISTRIBUIQAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DE VARIANTES DOS GENES CYP1A1, CYP2D6 E CYP2EL1 NA
POPULACAO BRASILEIRA

o Freg. de Freq. Genotipica de Freq. de Freq. Genotipica de Freq. de | Freq. Genotipica de CYP2E1
Regido 'I\'n dT\‘/’I,tdaL'nge CYPIAL* CYP1A1 CYP2D6* CYP2D6 CYP2E1 Referéncia
2A *1A/1A ‘ *1A2A | *2AI2A 4 YALA | *1A/4 | *4/4 B | x1anA | *1A/5B | *5B/5B
Euro-brasileiros
Sul (Rio 90 0,173 0,711 0,233 0,056 - - - - - - - - KVITKO et
Grande do (64) (22) (5) al. (2006)
Sul)
Sul (Parana) 85 0,106 0,800 0,188 0,012 0,188 0,694 0,235 0,071 - - - - OLIVEIRA
(68) (16) 1) (59) (20) (6) (2006)
Sul (Parand) 66 - - - - - - - - 0,061 0,879 0,121 - TORREZAN
(58) (8) (2006)
Sudeste (Rio 151 - - - - - - - - 0,069 0,874 0,113 0,013 ROSSINI et
de Janeiro) (132) (17) 2) al (2006)
GATTAS e
Sudeste (Sao 0,464 0,434 0,102 SOARES
Paulo) 206 - - - - - - - - 0,319 (96) (89) 1) VIEIRA
(2000)
Afro-brasileiros
Sul (Rio 100 0,305 0,470 0,450 0,080 - - - - - - - - KVITKO et
Grande do 47) (45) (8) al. (2006)
Sul)
Sudeste (Rio 138 - - - - - - - - 0,029 0,949 0,044 0,007 ROSSINI et
de Janeiro) (131) (6) Q) al (2006)
GATTAS e
Sudeste (Sao 0,887 0,113 SOARES
Paulo) 86 - - - - - - - - 0,056 (76) (10) - VIEIRA
(2000)

(n) — nimero de individuos; (-) — Dados nédo disponiveis;



APENDICE 7 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DAS VARIANTES DOS GENES GSTM1, GSTT1 E GSTP1 NA

POPULACAO BRASILEIRA

Freq. Genotipica de Freq. Genotipica de "
Rediio N Total de GSTM1 GSTT1 Freq. de Freg. Genotipica de GSTP1 Referancia
9 Individuos GSTP1*B
GSTM1+ GSTM1*0 GSTT1+ GSTT1*0 *AIA *A/B *B/B
Euro-brasileiros
Sudeste (Séo 130 0,450 (58) 0,550 (72) 0,815 (106) 0,185 (24) - - - - ARRUDA et
Paulo) al. (1998)
Sudeste (S&o 233 0,446(104) 0,554 (129) 0,777 (181) 0,223 (52) - - - - GATTAS et
Paulo) al. (2004)
Sul (Parana) 95 0,463 (44) 0,537 (51) 0,705 (67) 0,295 (28) - - - - TORREZAN
(2006)
Sul (Parana) 85 - - - - 0,330 0,482 (41) 0,376 (32) 0,142 (12) OLIVEIRA
(2006)
Sudeste (Rio de 319 0,511 (163) 0,489 (156) 0,749 (239) 0,251 (80) 0,315 0,514 (164) 0,342 (109) 0,144 (46) ROSSINI et
Janeiro) al. (2002)
Sul (Rio Grande 90 0,500 (45) 0,500 (45) 0,789 (71) 0,211 (19) 0,278 0,522 (47) 0,400 (36) 0,078 (7) KVITKO et
do Sul) al. (2006)
Afro-brasileiros
Nordeste (Bahia) 117 0,670 (78) 0,330 (39) 0,810 (95) 0,190 (22) - - - - ARRUDA et
al. (1998)
Sudeste (Séo 137 0,672 (92) 0,328 (45) 0,737 (101) 0,263 (36) - - - - GATTAS et
Paulo) al. (2004)
Sudeste (Rio de 272 0,658 (179) 0,342 (93) 0,743 (202) 0,257 (70) 0,309 0,478 (130) 0,426 (116) 0,096 (26) ROSSINI et
Janeiro) al. (2002)
Sul (Rio Grande 100 0,660 (66) 0.340 (34) 0,720 (72) 0,280 (28) 0,420 0,290 (29) 0,580 (58) 0,130 (13) KVITKO et
do Sul) al. (2006)

(n) — nimero de individuos; (-) — Dados nédo disponiveis;



APENDICE 8 — DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS DE VARIANTES DOS GENES DO BIOMETABOLISMO EM AMERINDIOS

o
Tribo (Pais - Regido) Indl?lvigﬁos CYP1A1*2A CYP2D6*4 CYP2E1*5B GSTM1*0 GSTT1*0 Referéncia

Mapuche (Chile) 84 0,821 0,036 - - - MUNOZ et al.
(1998)

Parakana (Brasil - Norte) 79 - - - 0,200 0,110 ARRUDA et al.
(1998)

Aché (Paraguai) 67 1,000 - 0,425 0,358 0,179

Guarani (Brasil - Centroeste) 51 0,961 - 0,186 0,039 0,118

Xavante (Brasil - Centroeste) 33 0,950 - 0,030 0,182 0,303 GASPAR et al.

Gavido (Brasil - Norte) 31 0,720 - 0,290 0,129 0,065 (2002b)

Zoré (Brasil - Norte) 28 0,870 - 0,321 0,143 0,143

Wai Wai (Brasil - Norte) 26 0,810 - 0,019 0,269 -

Surui (Brasil - Norte) 21 0,960 - 0,333 0,430 0,430

(-) — Dados nédo disponiveis;
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APENDICE 9 — CONTRIBUICOES RELATIVAS DE MISTURA PARA AMOSTRAS DE EURO E

AFRO-DESCENDENTES PARANAENSES

Trabalhos Europeu (%)

Africano (%)

Amerindio (%)

Euro-descendentes

PROBST et al. (2000) 79 14 7
BRAUN-PRADO et al. (2000) 94 3 3
PROBST (2000) 85 10 5
Presente Estudo 75 17 8
Afro-descendentes
CULPI e SALZANO (1984) 49 51 0
PROBST et al. (2000) 49 42 9
BRAUN-PRADO et al. (2000) 51 46 3
PROBST (2000) 29 61 10
Presente Estudo 40 39 21
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