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RESUMO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o cancer de mama é a primeira ou
segunda principal causa de morte entre mulheres em 95% dos paises. O estrogénio é
considerado um dos fatores de risco associados ao desenvolvimento da doenca; é formado
principalmente através da acdo da enzima aromatase, e sua acéo no organismo se da, em
especial, a partir da ligacdo do hormodnio ao receptor de estrogénio ERa, codificado pelo
gene ESR1. O gene faz parte da via dos anti-estrogenos, que é alvo dos farmacos
inibidores da aromatase, cujo mecanismo de acdo visa diminuir a concentracdo de
estrogénio no organismo; no entanto, sabe-se que a resposta a tratamentos pode-se alterar
a partir de alguns fatores, dentre eles o perfil genético do paciente. A farmacogenética é
area que estuda a associagdo entre os polimorfismos genéticos e a variabilidade
interindividual na resposta a farmacos. Além disso, a ancestralidade € também
considerada um fator importante neste contexto, isto porque a frequéncia de
polimorfismos nos genes de interesse farmacogenético se alteram ao se comparar
diferentes populagdes. Contudo, populagfes como as Nativo-americanas, africanas e
miscigenadas sdo sub-representadas nos estudos genéticos; isso € de extrema relevancia
ao se considerar que essas diferencas podem levar a implicagdes clinicas distintas para
diferentes populacdes. Com isso, este trabalho tem como objetivo inferir a ancestralidade
gendmica subcontinental e as frequéncias alélicas de variantes do gene ESR1 em 2504
individuos de 26 populacdes ao redor do mundo do Projeto 1000 Genomes e 150 Nativos
do Peru, cujos genomas sé@o dados originais ainda ndo analisados na literatura em relagéo
ao gene. A partir da inferéncia da ancestralidade e as frequéncias, realizar analises de
regressdo e correlagdo entre tais dados. Os resultados demonstram a separacao
subcontinental dos componentes africanos, asiaticos, europeus e nativos (W-AFR, E-
AFR, W-EAS, E-EAS, SAS, N-EUR, S-EUR, NAT e NAT2). No total, foram
encontradas 145 associac6es (p <0,01), sendo que 73,1% eram positivas. As frequéncias
de 73 variantes clinicamente relevantes foram associadas aos 9 componentes, com
destagque aos componentes africanos para os quais foram observadas mais da metade das
associacbes. Em especial, ressalta-se que foi possivel observar associacOes
subcontinentais em relacdo a maioria das variantes associadas aos componentes nativos,
asiaticos e europeus. Além disso, observou-se que cerca de metade das variantes estdo
em regides intronicas, frisando a importancia de se estudar genomas completos ao invés
de exomas. Nossos resultados apontam para a relevancia das diferencas subcontinentais
para o design de painéis farmacogenéticos e reforcam os perigos de se extrapolar dados
genéticos de uma populagdo para outra. No contexto da pratica clinica, os resultados de
associacdo entre variantes clinicamente relevantes do ESR1 e os componentes de
ancestralidade subcontinental podem ser utilizados para guiar as decisdes clinicas sobre
um paciente na auséncia de seus dados genéticos. A inclusdo de populacdes
negligenciadas em estudos genémicos e farmacogendmicos € de suma importancia para
gque O acesso aos avangos cientificos seja democratico, tdo como a implementacao
Farmacogenética futuramente seja mais igualitaria e eficaz, adequada para as
especificidades de cada populacéo.

Palavra-chave: Farmacogenética. Cancer de mama. ESR1. Ancestralidade.



ABSTRACT

According to the World Health Organization, breast cancer is the first or second leading
cause of death among women in 95% of countries. Estrogen is considered to be one of
the risk factors associated with the development of the disease; it is formed mainly
through the action of the aromatase enzyme, and its action in the organism takes place, in
particular, from the hormone's binding to the estrogen receptor ERa, encoded by the ESR1
gene. The gene is part of the anti-estrogen pathway, which is the target of aromatase
inhibitor drugs, whose mechanism of action aims to reduce the concentration of estrogen
in the body; however, it is known that the response to treatments may be affected by
several factors, including the patient's genetic profile. Pharmacogenetics is the field that
investigates the association between genetic polymorphisms and inter-individual
variability in the response to drugs. Ancestry is also considered an important factor in this
context, as the frequency of polymorphisms in genes of pharmacogenetic interest varies
when comparing different populations. Nevertheless, Native American, African, and
mixed populations are under-represented in genetic studies; this is extremely relevant
when considering that these differences can lead to different clinical implications for
different populations. Therefore, this study aims to infer the genomic subcontinental
ancestry and allele frequencies of ESR1 gene variants in 2504 individuals from 26
populations worldwide from the 1000 Genomes Project and 150 Natives from Peru,
whose genomes are original data not yet analyzed in the literature regarding this gene.
Regression and correlation analyses between these data were carried out based on the
inference of ancestry and frequencies. Our findings demonstrate a subcontinental
differentiation of African, Asian, European, and Native components (W-AFR, E-AFR,
W-EAS, E-EAS, SAS, N-EUR, S-EUR, NAT, and NAT2). A total of 145 associations
were found (p <0.01), 73.1% of which were positive. The frequencies of 73 clinically
relevant variants were associated with the nine components, particularly the African
components, for which more than half of the associations were observed. In particular,
subcontinental associations were observed for most of the variants associated with the
native, Asian, and European components. Additionally, it was observed that nearly half
the variants are in intronic regions, highlighting the importance of studying whole
genomes rather than exomes. These results point to the relevance of subcontinental
differences for the design of pharmacogenetic panels and reinforce the dangers of
extrapolating genetic data from one population to another. In clinical practice, association
results between clinically relevant ESR1 variants and subcontinental ancestry components
could be used to guide clinical decisions on a patient in the absence of their own genetic
data. Including neglected populations in genomic and pharmacogenomic studies is
paramount if access to scientific advances is to be democratic and if pharmacogenetic
implementation is to be more egalitarian and effective in the future, tailored to the
specificities of each population.

Keywords: Pharmacogenetics. Breast cancer. ESR1. Ancestry.
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1. Introducéo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o cancer de mama é a primeira ou
segunda principal causa de morte entre mulheres em 95% dos paises mundiais. Até 2040,
estimam-se 3 milhGes de novos casos e 1 milhdo de mortes por ano ao redor do mundo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023). Multiplos fatores estdo associados ao
desenvolvimento da doenca: genéticos, como devido a mutacBes nos genes BRCAL e
BRCA2, que sdo importantes na codificacdo de proteinas supressoras de tumor;
ambientais/comportamentais, como a partir do consumo de alcool, uma dieta rica em
gorduras e sedentarismo; e hormonais, como a exposicdo ao estrogénio, seja ela
enddgena, ou seja, quando o hormonio € produzido pelos ovarios, ou exdgena — a partir
do uso de contraceptivos orais e terapias de reposicdo hormonal CHAN et al., 2020; SUN
et al., 2017). O hormdnio atua principalmente através da sua ligagdo com ERa ¢ ERp,
receptores intracelulares especificos codificados por ESR1 e ESR2, respectivamente. ERa.
é o principal meio pelo qual a acdo oncogénica do estrogénio ocorre, isto devido a
ativacdo de genes promotores de proliferacdo celular e de diminui¢do de apoptose
promovida pelo receptor (LIANG; SHANG, 2013; SCUDELER et al., 2023). O gene
ESR1, assim como HSD17B1, CYP19A1 e ESR2, fazem parte da via dos inibidores da
aromatase (Figura 1), uma classe de farmacos que visa diminuir a producao endégena de
estrogénio a partir da inibicdo da principal enzima catalisadora da biossintese do
hormbnio. A terceira geracdo de tais farmacos é representada pelo letrozol, anastrozol e
exemestano. Além disso, a via é também alvo de farmacos moduladores seletivos de
receptores do estrogénio (SERMSs), como o tamoxifeno, raloxifeno e toremifeno, que
atuam como agonistas ou antagonistas dos receptores de estrogénio (LIANG; SHANG,
2013; SUN et al., 2017; WHIRL-CARRILLO et al., 2012).
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Figura 1: Diagrama representando a via dos inibidores de aromatase em célula mamaria. Fonte: (WHIRL-
CARRILLO etal., 2012).

A resposta a farmacos, no entanto, ndo se da exatamente da mesma forma para
todos os pacientes, mesmo que sejam farmacos comprovadamente eficazes; para um
pequeno subgrupo destes pacientes podem nédo funcionar ou causar efeitos adversos, até
mesmo a morte. Isto porque existem diversos fatores especificos que podem levar a
variabilidade interindividual de resposta, sendo eles ambientais e fisioldgicos —
geralmente transitorios, ou genéticos, por sua vez permanentes (MA; LU, 2011).
Polimorfismos genéticos, que sdo variacGes na sequéncia de DNA presentes com uma
frequéncia maior ou igual a 1%, quando levam a alteracbes em enzimas, receptores e
transportadores envolvidos na farmacocinética e farmacodinamica de farmacos sdo
considerados possivelmente os principais causadores de variabilidade interindividual
(BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013; MA; LU, 2011). A farmacogenética (FGX) ¢ a
area que surge para buscar entender a associagdo entre tais polimorfismos presentes nos
farmacogenes, que sdo 0s genes de interesse farmacogenético, e a variacdo de resposta a
tratamentos farmacoldgicos (SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020). O
polimorfismo rs9322336 do gene ESR1, por exemplo, foi associado a sindrome

musculoesquelética e descontinuacdo do tratamento em pacientes tratados com
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exemestano (HENRY et al., 2013); as reacdes adversas muscoesqueléticas foram também
associadas a rs2234693 e rs9340799 em resposta ao uso de letrozol e anastrazol em um
grupo de pacientes leste-asiaticos (WANG et al., 2013). Relata-se, além disso, o
desenvolvimento de artralgia associada as 3 variantes citadas a partir da prescricdo de
letrozol e anastrazol (BORRIE et al., 2020). A etnia é outro fator influenciador no que diz
respeito a variabilidade interindividual na resposta a farmacos, visto que a frequéncia de
polimorfismos nos farmacogenes € heterogénea ao se comparar diferentes populagdes,
podendo levar a implicacdes clinicas especificas (RAMOS et al., 2014; SCUDELER,;
RODRIGUES-SOARES, 2020; SOSA-MACIAS et al., 2016; TAN-KOI et al., 2019). No
entanto, é importante ressaltar que ndo necessariamente a etnia autodeclarada de um
individuo correspondera a sua ancestralidade genémica — ou seja, suas origens genéticas
populacionais (PADHUKASAHASRAM, 2014; SUAREZ-KURTZ et al., 2007). Isto
especialmente tratando-se de populacGes miscigenadas como a brasileira (SUAREZ-
KURTZ et al., 2007), que semelhante as da América Latina em geral, possui raizes étnicas
oriundas de 3 populagdes parentais: Africanos, Europeus e Nativo-americanos
(SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020; SUAREZ-KURTZ; PARRA, 2018). No
que diz respeito as implicacdes clinicas especificas, tem-se a varfarina, um anticoagulante
amplamente utilizado na prética clinica, como um dos principais exemplos: sabe-se que
a dose necesséria para efeito terapéutico é diferente para afro-americanos, brancos e
asiaticos, isto devido a diferencas de frequéncia de variantes dos principais genes
envolvidos no seu metabolismo e transporte entre estas populacdes — CYP2C9, CYP2C19
e VKORC1 (SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020; URBAN, 2010).
Recentemente, Moreira et al. (2022) discutiram que um ciclo extra de quimioterapia pode
ser necessario para pacientes de ancestralidade nativo-americana com leucemia
linfoblastica aguda para se obter a eficacia esperada (MOREIRA et al., 2022). Apesar
disso, sabe-se que populacdes n&o-europeias, como as Nativo-americanas, S&o
negligenciadas na representacdo em estudos geneticos e gendmicos; o que se observa, na
maioria das vezes, € uma super-representacdo europeia (MCGUIRE et al., 2020;
MOREIRA et al., 2022; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020; WOJCIK et al.,
2019). A inclusédo de populacGes sub-representadas nos estudos mostra-se bastante
importante para o design de paineis pode abranger as particularidades de cada populacéo,
visto que visto que a selecdo de uma variante extremamente rara em determinada
populagéo seria uma alocagéo ineficaz e injustificada de recursos. Com isso, dadas as

diferengas interpopulacionais na frequéncia de polimorfismos em farmacogenes e o
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potencial da genotipagem do ESR1 no que diz respeito a eficacia e seguranca do
tratamento hormonal para pacientes do céncer de mama, tem-se como objetivo
correlacionar a frequéncia de variantes do gene ESR1 e a ancestralidade subcontinental
de popula¢des mundiais, incluindo dados originais de populagdes indigenas ainda nédo
avaliadas na literatura neste contexto. Desse modo € possivel que futuramente a
implementacéo clinica da farmacogenética seja mais eficaz, assertiva e verdadeiramente
democrética para diferentes populagdes ao redor do mundo.

2. Revisdo da Literatura
2.1 Farmacogenética e farmacogenémica

Alguns autores remontam o surgimento da Farmacogenética no ano de 510 a.C.,
quando Pitagoras descreveu que a ingestdo de feijao-fava poderia levar a sérias reacdes
em alguns individuos — mas nédo todos. Durante a Segunda Guerra Mundial, soldados
afro-americanos desenvolveram anemia hemolitica aguda secundaria ao uso de
primaquina, um farmaco antimalarico. Na década de 50 do século XX, pdde-se
estabelecer que tais reacdes, tanto a observada por Pitdgoras quanto a hemolise induzida
por primaquina dos soldados, estdo relacionadas a deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), uma condicdo causada por mutacdes no gene G6PD do
cromossomo X (BELFIELD; TICHY, 2018; BROCKMOLLER; TZVETKOV, 2008;
ENGEN et al., 2006; HAMAD; FELDMAN, 2010; OZDEMIR; SHEAR; KALOW,
2001). A érea inicia, entdo, seu crescimento a partir de 1950 com a constatacdo de
componentes genéticos envolvidos no metabolismo de farmacos e, portanto, na variagdo
de resposta aos tratamentos (HAMAD; FELDMAN, 2010; MA; LU, 2011; URBAN,
2010). Ao se falar das descobertas desta época, o relaxante muscular succinilcolina e o
antibidtico antituberculose isoniazida sdo dois grandes exemplos devido a sua ligacéo
com as enzimas N-acetiltransferases (HAMAD; FELDMAN, 2010; URBAN, 2010).
Desde entdo a FGx se tornou promessa cada vez mais importante dentro da medicina de
precisdo, visto que os componentes genéticos sdo parte importante da variabilidade
interindividual na resposta aos farmacos (MA; LU, 2011; ZHANG; FINKELSTEIN,
2019). Isto especialmente com os progressos das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo e iniciativas como o Projeto Genoma Humano e o Projeto 1000 Genomes, a partir
dos quais foi possivel aprofundar exponencialmente 0s conhecimentos existentes sobre
variacdo genética e a interagdo entre genoma, doenca e a metabolizacdo de farmacos
(CAULFIELD et al., 2009; MA; LU, 2011; SUAREZ-KURTZ; PARRA, 2018). Com
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iSO nasce um novo termo, a farmacogendmica, que alguns autores diferenciam da
farmacogenética ao defini-la como o estudo da variabilidade interindividual a partir do
genoma e ndo de um gene ou genétipo candidato (HAMAD; FELDMAN, 2010;
KOZYRA; INGELMAN-SUNDBERG; LAUSCHKE, 2017; MA; LU, 2011;
OZDEMIR; SHEAR; KALOW, 2001). Outros autores utilizam os termos como
sinbnimos (DALY, 2017; LAM, 2019), e assim serd feito neste trabalho.

O genoma humano é composto por cerca de 25.000 genes (HAMAD; FELDMAN,
2010) e os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo as variantes mais comuns,
com mais de 20 milhdes descritas. Além dos SNPs outros tipos de variantes também
podem afetar o metabolismo de farmacos, como insercbes-delecdes (INDELS), repeticdes
em tandem, varia¢do no nimero de copias (CNVs), dentre outros (LAM, 2019; MA; LU,
2011). As variacdes genéticas comumente ocorrem em genes codificadores de proteinas-
alvo (como receptores e enzimas) ou proteinas envolvidas no transporte e metabolismo
de farmacos (i.e. transportadores e enzimas), afetando, portanto, a farmacodinamica e
farmacocinética e, deste modo, alterando a eficécia e seguranca do farmaco (LAM, 2019;
MA,; LU, 2011). As enzimas da superfamilia citocromo P450 (CYPs) sdo codificadas por
genes homodnimos, e estes sdo 0s mais estudados no contexto farmacogenético visto que
participam do metabolismo de grande parte dos farmacos e xenobidticos, além de serem
altamente polimdrficos, apresentando SNPs responsaveis pela maior parte da
variabilidade nas atividades enzimaticas. Além disso, também estdo descritas delecdes,
variacdo no numero de coOpias e outras alteracbes (KOZYRA; INGELMAN-
SUNDBERG; LAUSCHKE, 2017; LAM, 2019; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES,
2020). No entanto, além das alteracdes de farmacocinética que por muito tempo foram o
maior foco dos estudos, variantes que afetam a farmacodinamica sdo também bastante
importantes, o que tem sido cada vez mais demonstrado (LAM, 2019; MA; LU, 2011,
URBAN, 2010). Atualmente na literatura sdo diversos os achados que associam variantes
do gene ESR1 com alteragbes na resposta a tratamentos. Segundo Oesterreich e
colaboradores, os genotipos CT + TT do rs4870061 foram associados a uma diminuicao
da densidade mineral 6ssea em pacientes com cancer de mama tratados com exemestano
ou letrozol, assim como o gen6tipo TT do rs9322335 (OESTERREICH et al., 2015). O
alelo C do rs2234693, por sua vez, foi associado a um aumento do risco de dor
muscoesquelética em pacientes tratadas com anastrozol e letrozol (WANG et al., 2013).
Além disso, os genodtipos AG+GG do rs9340799 foi associado a trombose venosa

profunda e embolia pulmonar devido ao uso de tamoxifeno (ONITILO et al., 2009). O
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objetivo da farmacogenética é justamente evitar reacbes como estas ao guiar a prescrigdo
farmacoldgica preventivamente em acordo com o perfil genético do paciente
(SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020; URBAN, 2010).

Visando abrir caminho para a implementacdo da FGx e atuando como ferramentas
para que 0s objetivos da area sejam alcancados, algumas iniciativas foram criadas ao
decorrer dos anos. O PharmGKB (https://www.pharmgkb.org/) € um banco de dados que
realiza a andlise, curadoria e disseminacdo das evidéncias farmacogenéticas disponiveis
na literatura (WHIRL-CARRILLO et al., 2012). Além disso, o Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) é um consoércio internacional que
atua especificamente na criagdo de guidelines revisadas por pares acerca de variantes
genéticas, suas consequéncias na metabolizacdo de farmacos e a tomada de decisdo na
pratica clinica baseada em evidéncias (https://cpicpgx.org). Os dados que se referem
especificamente ao ESR1, objeto de estudo deste trabalho, serdo discutidos e

aprofundados posteriormente no capitulo subsequente.
2.2 ESR1

O gene Receptor de Estrogénio 1 — ESR1 —, também conhecido como ER, ESR, Era,
ESRA, ESTRR e NR3A1, esta localizado no cromossomo 6 (GRINSHPUN et al., 2023;
NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2023). Pertence a uma superfamilia de
receptores hormonais nucleares e, portanto, como seu proprio nome diz, é responsavel
por codificar o receptor de estrogénio alfa (ERa), um fator de transcrigdo ativado pelo
ligante formado por uma estrutura de 595 aminoacidos (GRINSHPUN et al., 2023,;
GRINSHPUN; SANDUSKY; JESELSOHN, 2023; LIANG; SHANG, 2013). O receptor
¢ amplamente expresso em multiplos tecidos como a glandula maméria, os ovarios, 0
utero e, além disso, também no cérebro e nos pulmdes (LIANG; SHANG, 2013). Em
acordo com Grinshpun e colaboradores (2023), possui um papel importante em
mecanismos de progressao tumoral e tumorigénese, especialmente no que diz respeito ao
cancer de mama (GRINSHPUN et al., 2023; GRINSHPUN; SANDUSKY;
JESELSOHN, 2023).

Dentre os critérios de classificacdo do cancer de mama citam-se 0s subtipos
moleculares, em que se observa a expressdo (proteica ou génica, o padrdo ouro) de
receptores de estrogénio (ER), progesterona (PR) e HER2. A partir desta analise,

classifica-se o caso dentre os grupos: Luminal A e B, que possuem expressao de ER e/ou
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PR, HER2+, que como denuncia 0 nome é caracterizado por uma alta expressao de HER2
e, por fim, o triplo-negativo, que por sua vez ndo expressa nenhum dos receptores
(SCUDELER et al., 2023; SUN et al., 2017). Sabe-se que os tumores ER+ sdo 0s mais
prevalentes, representando cerca de 70-80% dos casos, independente do estagio da
doenga (GRINSHPUN et al., 2023; LIANG; SHANG, 2013; SUN et al., 2017; WILL et
al., 2023). Com isso e dado seu importante papel na patogénese do cancer de mama, séo
considerados fatores informativos de prognostico e biomarcadores preditivos de resposta
a terapia endocrina da qual é alvo, sendo este o tratamento padrdo empregado para estes
casos (SCUDELER et al., 2023). Utiliza-se, por exemplo, moduladores seletivos de ER
(SERMs), como o tamoxifeno, e inibidores da aromatase (GRINSHPUN et al., 2023;
SCUDELER et al., 2023).

Segundo o PharmGKB, sdo duas as vias em que o gene participa. Na Via da
Lamotrigina descreve-se que a ativagdo do ERa pela alta de 17B-estradiol na gravidez
leva a regulacéo positiva da expressdo do UGT1A4 e aumento do clearance do farmaco
(MITRA-GHOSH et al., 2020). A segunda — e a que nos é de maior interesse — é a Via
dos Inibidores da Aromatase. O estrogénio é biossintetizado a partir dos androégenos com
a acdo da enzima aromatase; a partir da sua ligacdo com os receptores de estrogénio (ERa
e ERP), recruta proteinas coativadoras ou correpressoras e juntos se dimerizam, mudam
sua conformagéo e se ligam nos Elementos de Resposta a Estrogénio (ERES), levando a
um aumento da expressao de genes associados a proliferacdo celular do tecido mamario.
Moduladores seletivos de receptores de estrogénio atuam regulando este processo de
modo a diminuir os efeitos do estrogénio nos processos de proliferacéo celular (WHIRL-
CARRILLO et al., 2012). Na aba “Variant Annotations” estdo reportadas associa¢oes
entre uma variante genética e um fendtipo relacionado a farmacos (toxicidade, eficacia,
dosagem ou outros). Até entdo existem descritas 30 anota¢des, dentre as quais estdo as
referentes a polimorfismos do ESR1 e os farmacos inibidores da aromatase e SERMs em
relacdo ao cancer de mama. O gendtipo TT do rs9322335 foi associado a diminuicéo de
densidade 6ssea de mulheres com cancer de mama fazendo uso de letrozol e de
exemestano ou letrozol. O mesmo foi observado neste mesmo artigo para o genétipo TT
do rs4870061 em relacdo ao uso de letrozol e CT + TT para 0 uso de exemestano ou
letrozol, além do gendtipo AA do rs2813543 em relacdo ao exemestano (OESTERREICH
et al., 2015). Por sua vez, rs9322336 (CC) foi associado ao aumento das chances de
ocorréncia de toxicidade muscoesquelética em resposta ao exemestano (HENRY et al.,
2013). Wang e colaboradores (2013) observaram que os alelos A do rs9340799 e C do
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rs2234693 estdo associados a um risco aumentado de dor muscoesquelética devido a
exposicdo a anastrozol ou letrozol (WANG et al., 2013). Além disso, 0s genoétipos
AG+GG do rs9340799 foram associados ao risco de embolia e trombose em pacientes
fazendo uso de tamoxifeno; outro estudo associou o gendétipo GG a alteracdes lipidicas
em resposta a0 mesmo farmaco (NTUKIDEM et al., 2008; ONITILO et al., 2009). Em
“Clinical Annotations” estao listadas 12 anotacfes, que consistem em pares variante-
farmaco, sendo possivel consultar uma tabela que relaciona os gendtipos e seus
respectivos impactos fenotipicos em acordo com niveis de evidéncia. Considerando 0s
pares entre variantes do ESR1 e inibidores da aromatase ou SERMSs no contexto do cancer
de mama, até entdo estdo descritas 6 anotac6es, todos relacionados a categoria fenotipica
de toxicidade, com nivel 3 de evidéncia (WHIRL-CARRILLO et al., 2021). Em uma
recente revisdo sistematica abordando a farmacogenética do cancer de mama, observou-
se que duas variantes do ESR1 (Xbal e Pvull) fazem parte das principais variantes para
as quais foram encontradas associagbes com variagdo na resposta a tratamento; no
entanto, a maioria dos individuos estudados em relacdo ao gene ndo teve sua etnia
informada. Considerando os que tiveram, destacam-se 0s brancos e leste-asiaticos. Nao
foram estudadas pacientes Nativo-americanas, médio-orientais, sul-asiaticas e africanas,
e dentre as hispanicas somente 74 individuos foram estudados (SCUDELER et al., 2023).
Nota-se que variantes do gene estdo bem estabelecidas na literatura como fatores
relevantes para o acesso a tratamentos de maior eficacia e seguranca, mas junto a isso

ressalta-se uma lacuna étnica e populacional a ser preenchida.

2.3 Variabilidade interétnica e Ancestralidade Gendmica

A ideia de que etnia e ancestralidade s&o fatores relevantes no contexto
farmacogenético ja é levantada ha algum tempo. Segundo Urban (2010), ja desde 1982
evidéncias indicam diferencas interétnicas na resposta a anti-hipertensivos, com
individuos considerados brancos exibindo uma melhor resposta a beta-blogueadores em
comparagéo a pretos (URBAN, 2010). Com o desenvolvimento cientifico no decorrer dos
anos, foram descobertas variantes em genes envolvidos no metabolismo de tais farmacos
associados a alteracdo na resposta; observou-se também que individuos de ancestralidade
europeia eram mais propensos a ser carreadores de tais variantes em comparagdo a
individuos de ancestralidade africana, o que pode explicar tal variacdo, tdo como ou

juntamente a fatores ambientais. Outro exemplo muito é conhecido é o da varfarina, ja
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aqui mencionado dada as diferentes doses necessarias para a eficacia esperada a depender
da etnia do paciente devido a diferencas de frequéncia nos genes envolvidos no
metabolismo do farmaco (SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020; URBAN, 2010).
Atualmente j& se tem muito bem estabelecido que a frequéncia de variantes genéticas
difere em diferentes populacGes (SCUDELER et al., 2023; SUAREZ-KURTZ; PARRA,
2018; TAN-KOI et al., 2019); processos de selecdo natural, deriva genética e pressdo
ambiental sdo responsaveis pelo estabelecimento dessas diferencas (PENA et al., 2011;
SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019; SUAREZ-KURTZ et al., 2007; URBAN,
2010). Mais especificamente no contexto farmacogenético, Ramos e colaboradores
(2014) estudaram 1478 individuos de 19 popula¢fes ao redor do mundo em relacdo a
1156 variantes genéticas (dentre elas 42 aciondveis clinicamente em acordo com o
PharmGKB e FDA) de 212 genes envolvidos na absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo de farmacos (i.e. farmacocinética) (RAMOS et al., 2014; SUAREZ-KURTZ,
2018). Os autores realizaram analises referentes a frequéncia do alelo menor (MAF),
diversidade genética (Fst) e estrutura populacional e a partir de todas as analises p6de-se
observar clara diferenciacdo populacional. Especificamente em relacdo as variantes
clinicamente acionaveis, observou-se ampla variacédo nas frequéncias alélicas: rs9923231
do gene VKORC1 (SAYERS et al., 2022), por exemplo, que é associado a necessidade de
alteracdes na dosagem de varfarina, apresentou frequéncia que variou de 0,02 a 0,95;
outros exemplos associados a antineoplasicos, antibidticos, anticoagulantes e outros estdo
disponiveis na Figura 2 (RAMOS et al., 2014).

Actionable Ancestral/continental group

SNP GENE Examples of clinical importance AFR+AA EUR EAS AMR
15776746 CYP3AS D-cyclosporine; T-paclitaxel ....._ T i — N —
rs2740574  CYP3A4  D-tacrolimus, docetaxel [ ) L e

rs12248560  CYP2C19  D,E,T-clopidogrel

rs1801280 NAT2 D-antituberculosis drugs o e e === Py S S N —
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Figura 2: Variantes genéticas clinicamente acionaveis e suas frequéncias em diferentes populagfes. Fonte:
(RAMOS et al., 2014).
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Além disso, um estudo recente analisou 60.706 exomas humanos (Exome Aggregation
Comsortium (ExAC)) a fim de avaliar a prevaléncia de variantes funcionais em 806 genes
associados a farmacos, o risco interpopulacional de que tais variantes afetem o
metabolismo de 1236 farmacos aprovados pela FDA e os 100 farmacos mais prescritos
nos Estados Unidos e a probabilidade de um individuo ser carreador de uma variante
funcional (SCHARFE et al., 2017). Os achados descritos pelos autores apontam que 80%
dos individuos tém chance de ter ao menos uma variante funcional que afete farmacos
comumente prescritos e que a frequéncia de tais variantes varia entre diferentes
ancestralidades. Os resultados estdo em consonancia com 0s encontrados por Kozyra e
colaboradores (2016). Os autores analisaram 1.092 genomas (Projeto 1000 Genomes) e
6.503 exomas (Exome Sequencing Project (ESP)) para avaliar a variabilidade genética de
146 genes envolvidos na farmacocinética de farmacos em populacdes europeias e
africanas. O impacto funcional das variantes foi previsto por analises in silico; dentre as
12.152 variantes exoOnicas encontradas, 6.750 foram consideradas funcionais. No
contexto populacional os autores observaram que 72% das variantes nos farmacogenes
eram especificas a uma populacdo — 5.100 a europeus e 3.977 a africanos. Em conjunto,
os dados mostram consideravel variacao interpopulacional da variabilidade genética dos
farmacogenes estudados (KOZYRA; INGELMAN-SUNDBERG; LAUSCHKE, 2017).
Adicionalmente, ressalta-se a importancia de se estudar genomas completos neste
contexto, visto que a analise de exomas ndo abrange potenciais variantes regulatorias
localizadas em regides intrénicas (SUAREZ-KURTZ; PARRA, 2018). Dada a variacao
de frequéncias de variantes fica explicita a necessidade de se incluir a maior diversidade
possivel de populacdes nos estudos genéticos e farmacogenéticos, evitando o
extrapolamento de dados entre populaces, visto que isso pode levar a resultados errdneos
(BERGSTROM et al., 2020; BUSTAMANTE; DE LA VEGA; BURCHARD, 2011;
ENGEN et al., 2006; KOZYRA; INGELMAN-SUNDBERG; LAUSCHKE, 2017;
SCHAREFE et al., 2017; SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019; SUAREZ-KURTZ;
PARRA, 2018; WOJCIK et al., 2019). Tal necessidade é especialmente importante
quando se trata de populagdes miscigenadas como as da América Latina, que s&o
originarias de trés raizes ancestrais comuns: Amerindios, Africanos e Europeus
(HOMBURGER et al., 2015; MARIANA R. BOTTON et al., 2019; SUAREZ-KURTZ
et al., 2007).

Sabe-se que diversos estudos utilizam informacdes de etnia autodeclarada como
proxy para ancestralidade (SUAREZ-KURTZ et al., 2007); no entanto, é de extrema



19

importancia que se saiba que ndo sdo conceitos equivalentes (ENGEN et al., 2006;
PADHUKASAHASRAM, 2014). O conceito de etnia € complexo e dinamico,
abrangendo concepc¢des bioldgicas, sociais, culturais, historicas, de linguagem e
nacionalidade (ENGEN et al., 2006; TAN-KOI et al., 2019). Ancestralidade, por sua vez,
consiste na inferéncia das proporc¢des de ancestralidade oriundas de diferentes populacdes
em relagdo a todo o genoma a partir de marcadores genéticos (ENGEN et al., 2006;
PADHUKASAHASRAM, 2014). Desse modo, ndo € o ideal extrapolar dados de etnia
autodeclarada para definir ancestralidade (TAN-KOI et al., 2019), que atualmente pode
ser estimada a partir dados genéticos analisados por softwares como Structure e
Admixture, que utilizam modelos estatisticos, ou a partir de técnicas como analises de
clusters ou de componentes principais (PCA) (PADHUKASAHASRAM, 2014). Estudos
genéticos comumente consideram popula¢bes miscigenadas como originarias de
populacgdes parentais de diferentes continentes; no entanto, é possivel que a ancestralidade
continental se diferencie em subcontinental, em que ha especificidade a sub-regides do
continente (GOUVEIA et al., 2020, 2023; HOMBURGER et al., 2015).

Também é um fato muito bem estabelecido na literatura que os estudos genémicos
e farmacogenéticos sdo principalmente realizados com populacBes europeias e
eurodescendentes (BUSTAMANTE; DE LA VEGA; BURCHARD, 2011; MOREIRA et
al., 2022; SCUDELER; RODRIGUES-SOARES, 2020; SIRUGO; WILLIAMS;
TISHKOFF, 2019; SUAREZ-KURTZ; PARRA, 2018; URBAN, 2010; WOJCIK et al.,
2019). O GWAS Catalog € uma iniciativa que surgiu em 2008 para facilitar o acesso aos
estudos e novos dados gerados a partir do rapido crescimento da gendmica (SOLLIS et
al., 2023); dentre individuos estudados nos genome-wide association studies (GWAS)
listados na plataforma até janeiro de 2019, 78,39% sdo europeus. Africanos representam
2%, latino-americanos 1,13% e o grupo que soma médio-orientais, amerindios e nativos
da Oceania ndo chega a atingir 1% (Figura 3; (SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF,
2019). Populagdes miscigenadas, africanas, sul-asiaticas e nativas sdo comumente
negligenciadas, inclusive no contexto farmacogenético de estudos de cancer de mama
avaliando o gene ESR1, de modo que os avancos tidos com o desenvolvimento cientifico
recente ndo beneficiam a todos igualmente (BUSTAMANTE; DE LA VEGA,;
BURCHARD, 2011; ENGEN et al., 2006; MOREIRA et al., 2022; SCUDELER et al.,
2023; SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019; WOJCIK et al., 2019). Através de tais
avancos, o papel da genética na eficcia e seguranca dos mais diversos tratamentos foi

progressivamente estabelecido, mas assim como se evidenciou a sua importancia,
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evidenciou-se e exacerbou-se a desigualdade no acesso a saude (SIRUGO; WILLIAMS;
TISHKOFF, 2019; URBAN, 2010; WOJCIK et al., 2019).

Ancestry category distribution
of individuals in GWAS catalog

Multiple
2.48%

European
78.39%

Non-
European
Not Non-Asian
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Multiple, Other Asian
non-European 2.01%
0.01%

African Hispanic or
2.08% Latin American
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Other and Greater Middle Eastern/
other admixed Native American/Oceanian

Figura 3: Ancestralidade dos individuos estudados nos GWAS listados do GWAS Catalog até o ano de
2018. Fonte: Adaptado de (SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019).

Iniciativas como a Rede Iberoamericana de Farmacogenética e Farmacogenémica
(RIBEF) surgiram para tentar mudar este cenario. A RIBEF foi criada em 2006 pelo Dr.
Adrian Llerena com o objetivo de incluir populacfes latinas nos estudos
farmacogenéticos com a participacdo de dezenas de grupos de pesquisa em diferentes
paises Ibero-Americanos (RODEIRO et al., 2012; SCUDELER; RODRIGUES-
SOARES, 2020; SOSA-MACIAS et al., 2016). Além disso, foi criada no ano de 2004 no
Brasil a Rede Nacional de Farmacogenética (REFARGEN), liderada pelo Dr. Guilherme
Suarez-Kurtz. A rede é composta por diversos grupos de pesquisa de diferentes regides
do pais buscando manter arquivos de dados farmacogenéticos na populacdo brasileira,
guiar a implementacdo clinica da Farmacogenética assim como promover iniciativas
educacionais acerca da area (https://www.refargen.org.br) (SCUDELER; RODRIGUES-

SOARES, 2020). O crescimento da FGx trouxe uma grande expectativa no que diz
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respeito a implementacdo da medicina personalizada (ENGEN et al., 2006), mas para que
isso ocorra de maneira democratica, igualitaria e de fato efetiva, é absolutamente

essencial que se inclua populagdes sub-representadas e negligenciadas nos estudos.

3. Hipotese

Considerando o fato de que a frequéncia de variantes farmacogenéticas se diferencia
em diferentes populacGes, através dos dados do banco 1000 Genomes e dados originais
de Nativos peruanos, hipotetiza-se que serdo observadas associagdes entre a frequéncia
de alelos do gene ESR1 e ancestralidade subcontinental, em especial a populacéo nativo-
americana, ainda subrepresentada nos estudos genéticos e por isso ndo igualitariamente

beneficiada pelos avangos cientificos atuais.

4. Justificativa

Até o presente momento, considerando o que temos conhecimento, a sequéncia do
gene ESR1, tido como relevante na resposta ao tratamento para cancer de mama com
inibidores da aromatase, ainda ndo foi analisada em populacdes nativas. Além disso,
estudos de associacdo entre ancestralidade gendmica e alelos de interesse
farmacogenético sdo de grande importancia para guiar o desenvolvimento de painéis
farmacogenéticos assertivos e funcionais para cada populacdo, englobando suas
particularidades, e assim permitindo resultados mais confiaveis e certeiros para uma

aplicacdo farmacogenética democratica na préatica clinica.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo Geral

Caracterizar o gene ESR1 em populagdes nativas e miscigenadas da América do
Sul e testar a associagéo entre ancestralidade gendmica subcontinental com e frequéncias
alélicas do ESRL1.

5.2 Objetivos Especificos

e Baixar dados do Projeto 1000 Genomes referente a variantes do gene ESR1;

e Realizar o controle de qualidade bioinformatico da sequéncia do gene ESR1 em
150 individuos Nativo-americanos do Peru;

e Anotar as variantes encontradas em acordo com o dbSNP;

e Inferir a ancestralidade gendmica de 2504 individuos das 26 populagdes do
Projeto 1000 Genomes;

e Calcular a frequéncia dos alelos do gene ESR1 nas 26 populagdes do Projeto 1000
Genomes e nas populagdes nativas e miscigenadas do Peru;

e Efetuar anotacdo das variantes das populagdes de estudo em relagcdo a bancos de
dados publicos;

e Testar a associacdo entre os componentes de ancestralidade subcontinental e a

frequéncia de variantes do gene ESR1.
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6. Metodologia

O banco de dados publico 1000 Genomes (AUTON et al., 2015) foi fonte dos
genomas de 2504 individuos de 26 diferentes popula¢es ao redor do mundo. A partir
destes individuos, foram filtradas as sequéncias referentes ao gene ESR1 e gendtipos de
1.363.818 SNPs para a realizacdo da analise de ancestralidade genome-wide. Além disso,
foram incluidos dados originais de sequenciamento do genoma completo de 150
individuos Nativo-americanos do Peru que séo oriundos das populagdes Matzes, Moches,
Trujillo, lquitos, Cusco, Chopccas e Uros (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de individuos por populacdo das 33 populages incluidas no estudo.

Populacao Abreviacdo |N
Britanicos vivendo na Inglaterra e Escocia GBR 91
Finlandeses FIN 99
Descendentes de europeus residentes em Utah CEU 99
Individuos da Toscana, Italia TSI 107
Ibéricos da Espanha IBS 107
Japoneses em Toquio JPT 104
Chineses Han da regido sul CHS 105
Chineses Han de Pequim CHB 103
Chineses Dai em Xisshuangbanna, China CDX 93
Vietnamitas Kinh KHV 99
Indianos Gujarati em Houston, Texas GIH 103
Indianos Telugu vivendo na Inglaterra ITU 102
Individuos do Tamil do Sri Lanka vivendo na Inglaterra STU 102
Individuos de Bengali, Bangladesh BEB 86
Punjabi em Lahore, Paquistao PJL 96
Mandinka em Gambia GWD 113
Mante de Saerra MSL 85
Yorubas da Nigéria YRI 108
Esan da Nigéria ESN 99
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Luhya no Quénia LWK 99
Afro-caribenhos em Barbados ACB 96
Afro-americanos do sudoeste dos EUA ASW 61
Peruanos de Lima, Peru PEL 85
Descendentes de mexicanos em LA MXL 64
Colombianos de Medelin CLM 94
Porto-riquenhos PUR 104
Matzes MATZES 12
Moches MOCHES 30
Trujillo TRUJILLO 16
Iquitos IQUITOS 16
Cusco CUSCO 16
Chopccas CHOPCCAS (30
Uros UROS 30

Fonte: (AUTON et al., 2015; HARRIS et al., 2018).

A ancestralidade foi inferida pelo software Admixture (ALEXANDER,;
NOVEMBRE; LANGE, 2009). Para a escolha das variantes foram aplicados filtros
utilizando o software Plink (PURCELL et al., 2007) para cada populacdo separadamente
para exclusdo de variantes com MAF <0,05 e valor de desequilibrio de ligacao (LD) rz >
0,8. Com isso, as populacGes foram agrupadas e foram aplicados filtros para a excluséo
de duplicatas, variantes que ndo fossem bialélicas e que possuiam dados faltantes,
resultando na selecdo 1.363.818 variantes por individuo. O software Admixture foi
utilizado em modo ndo-supervisionado para a inferéncia da ancestralidade definindo 2 a
10 componentes de ancestralidade (k = 2-10). Foram realizadas analises de cross-
validation para definir o k com maior precisdo preditiva em relacdo aos dados para as
analises, sendo definido aquele de cross-validation de menor valor, neste caso k = 9 (cv
=0,43401; Figura 4). O software gerou um output com as porcentagens dos componentes
de cada individuo; a partir deste output, utilizando a funcdo mean na Plataforma R
(www.r-project.org), foram calculadas as médias de ancestralidade de cada populacao

(https://github.com/ManochioCaigue/Genomic-ancestry-and-Star-

allele/blob/main/calculo media ancestralidade.R).



http://www.r-project.org/
https://github.com/ManochioCaique/Genomic-ancestry-and-Star-allele/blob/main/calculo_media_ancestralidade.R
https://github.com/ManochioCaique/Genomic-ancestry-and-Star-allele/blob/main/calculo_media_ancestralidade.R
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Cross-validation error

k

Figura 4: Cross-validation plot com valores de CV de k = 2-10. Fonte: Do Autor, 2024.

Os dados do Projeto 1000 Genomes foram baixados para o servidor do
Laboratdrio de Diversidade Genética Humana (LDGH) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Para fins de controle de qualidade foram filtrados, e deste modo,
houve a remoc¢do do chr0O, variantes A|T e C|G, variantes em heterozigose e dados
duplicados e faltantes. O processo foi realizado através do script MosaiQC
(https://github.com/ldgh/MosaiQC-public). Os dados do sequenciamento do genoma

completo de 150 Nativo-americanos do Peru realizado por Harris et al. (2018) foram
acessados atraves de uma colaboracdo com os autores.

A partir da ferramenta vcftools (DANECEK et al., 2011), o gene ESR1 foi filtrado
do arquivo contendo o genoma completo de acordo com a localizagdo descrita pelo
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (151977807..152450754). Os
arquivos VCF resultantes continham 13.752 variantes (1000 Genomes) e 2.281 variantes
(dados originais dos nativos). O céalculo das frequéncias alélicas foi realizado na
plataforma R, utilizando a fun¢do makefreq do pacote adegenet JOMBART; AHMED,
2011).

O teste de regresséo linear e de correlacéo de Pearson entre as frequéncias alélicas
e a ancestralidade subcontinental (k = 9) foi realizado na plataforma R através da funcéo
Im(). Os scripts utilizados estdo disponiveis na pagina

https://github.com/marianascudeler. As analises foram realizadas com base na

metodologia de Rodrigues-Soares e colaboradores (2020) e, assim como 0s autores,


https://github.com/ldgh/MosaiQC-public
https://github.com/marianascudeler
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consideramos como significativos os valores de p <0,01 (RODRIGUES-SOARES et al.,
2020).

As variantes foram anotadas atraves do software Annovar (WANG; LI,
HAKONARSON, 2010), utilizando os bancos de dados refGene, clinvar_20221231 e
avsnpl50 e foram discutidas e analisadas aquelas que possuiam associac¢ao descrita com
dados clinicos do ClinVar e PharmGKB.

O fluxograma referente aos passos envolvidos nas andlises estd disponivel na

Figura 5.
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Figura 5: Fluxograma com os passos da metodologia envolvida na realizag8o do estudo. Fonte: Do Autor,

2024.

7. Resultados e Discussao

7.1 Ancestralidade

Considerando a inferéncia de ancestralidade com k = 9 realizada para 0s 2654

individuos oriundos de 26 popula¢tes ao redor do mundo do Projeto 1000 Genomes e as

7 populacdes nativas, foi possivel observar separacdo subcontinental entre os

componentes definidos (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de cada componente/ancestralidade para as 33 populagdes incluidas®.

POP NAT2 | E-AFR | E-EAS SAS NAT N-EUR | W-AFR | S-EUR
LWK 0.00873 |0.820313 | 0.013251 | 0.01814 | 0.008313 | 0.059826 | 0.032075 | 0.029362
ESN 0.008939 | 0.636553 | 0.008988 | 0.007481 | 0.008701 | 0.039154 | 0.265536 | 0.01685
YRI 0.009532 | 0.606398 | 0.009636 | 0.007655 | 0.008882 | 0.038012 | 0.294888 | 0.017847
MSL 0.008533 | 0.426134 | 0.008774 | 0.00962 | 0.009957 | 0.037669 | 0.476324 | 0.015609
GWD 0.009435 | 0.308329 | 0.011843 | 0.0127 |0.007334|0.027705|0.577248 | 0.035814
ACB 0.011873 | 0.51226 | 0.012082 | 0.014665 | 0.008687 | 0.062751 | 0.288676 | 0.079313
ASW 0.014039 | 0.452191 | 0.013592 | 0.015979 | 0.034106 | 0.095907 | 0.246907 | 0.113731
CLM 0.043458 | 0.067437|0.032031 | 0.0207 |0.219678 | 0.064537 | 0.047226 | 0.486352
MXL 0.081647 | 0.028383 | 0.056656 | 0.025129 | 0.355808 | 0.045727 | 0.04188 | 0.351911
PUR 0.028586 | 0.093505 | 0.030807 | 0.022528 | 0.124568 | 0.066168 | 0.075872 | 0.539437
PEL 0.147141]0.023475|0.019101 | 0.01081 | 0.579486 | 0.032085 | 0.020963 | 0.149875
TSI 0.013438 | 0.037259 | 0.024116 | 0.052179 | 0.015224 | 0.107411 | 0.028541 | 0.698355
IBS 0.014431 | 0.03825 | 0.023308 | 0.020422 | 0.015529 | 0.155306 | 0.035073 | 0.673939
GBR 0.019572 | 0.030868 | 0.012552 | 0.024936 | 0.014377 | 0.325347 | 0.027144 | 0.528343
CEU 0.018553 | 0.032375 | 0.011704 | 0.026211 | 0.014977 | 0.333788 | 0.027952 | 0.520189
FIN 0.021248 | 0.027067 | 0.032186 | 0.012246 | 0.009308 | 0.652192 | 0.039565 | 0.195673
PJL 0.020969 | 0.041763 | 0.026267 | 0.582655 | 0.022779 | 0.115862 | 0.032297 | 0.137857
GIH 0.022429 | 0.039542 | 0.01826 | 0.649843 | 0.020735|0.103504 | 0.031867 | 0.09851
ITU 0.02525 |0.037316 | 0.025763 | 0.695444 | 0.017376 | 0.058443 | 0.039471 | 0.071661
STU 0.023182 | 0.037379 | 0.030384 | 0.690256 | 0.01835 | 0.057406 | 0.042368 | 0.067428
BEB 0.021172 | 0.035323 | 0.047955 | 0.608196 | 0.024238 | 0.075879 | 0.036916 | 0.063645
CDX 0.017391 | 0.027565 | 0.050957 | 0.023258 | 0.014563 | 0.035647 | 0.024019 | 0.035535
KHV 0.021736| 0.0216 [0.110312|0.038392|0.011701|0.028464 | 0.027813 | 0.042421
CHS 0.0171 | 0.0231 |0.317831| 0.00848 | 0.012568 | 0.035338 | 0.021315 | 0.035821
CHB 0.018514 | 0.021376 | 0.438297 | 0.009207 | 0.015172 | 0.038825 | 0.02284 | 0.038769
JPT 0.015989 | 0.021463 | 0.712531 | 0.024579 | 0.016141 | 0.036241 | 0.021573 | 0.033956
CHOPCCAS | 0.221403 | 0.003379 | 0.003782 | 0.002546 | 0.730057 | 0.019951 | 0.003767 | 0.009861
CUSCO  |0.240921 | 0.019865 | 0.016962 | 0.011135| 0.534574 | 0.025957 | 0.010092 | 0.131493
IQUITOS |0.087343 | 0.00756 | 0.036657 | 0.006909 | 0.676822 | 0.009515 | 0.018539 | 0.143418
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MATZES |0.020816 | 0.003496 | 0.031472 | 0.00537 |0.912193|0.002105 | 0.00403 | 0.008856
MOCHES |0.025747|0.008796 | 0.007123 | 0.006429 | 0.87903 | 0.039441 | 0.004255 | 0.018435
TRUJILLO ]0.098724]0.021439 | 0.017725|0.013958 | 0.702291 | 0.025725 | 0.011935 | 0.095919

UROS 0.850807 | 0.000662 | 0.00198 | 0.001726 | 0.135974 | 0.003403 | 0.000579 | 0.004132
IN-EUR: Norte-europeu; W-AFR: Oeste-africano; NAT: Nativo-americana 1; NAT2: Nativo-americana 2
W-EAS: Leste-asiatico - Oeste; S-EUR: Sul-europeu; E-AFR: Leste-africano; E-EAS: Leste-asiatico -
Leste; SAS: Sul-asiatico; POP: populacdo; LWK: Luhya do Quénia; ESN: Esan da Nigeria; YRI: Yoruba
da Nigeria; MSL: Mende de Serra Leoa; GWD: Mandika de Gdmbia; ACB: Afro-Caribenhos de Barbados;
ASW: Individuos com ancestralidade africana no sudeste dos EUA; CLM: Colombianos de Medellin na
Colémbia; MXL: Individuos com ancestralidade Mexicana vivendo em Los Angeles; PUR: Porto-
Riquenhos de Porto Rico; PEL: Peruanos de Lima; TSI: Italianos da Toscana; IBS: Ibéricos da Espanha;
GBR: Britanicos da Inglaterra e Escécia; CEU: Descendentes de europeus de Utah; FIN: Finlandeses da
Finlandia; PJL: Paquistaneses; GIH: Indianos Gujarati em Houston EUA; ITU: Indianos Telugu no Reino
Unido; STU: Sri Lanka de Tamil no Reino Unido; BEB: Bengali de Bangladesh; CDX: Chineses Dai de
Xishuangbanna; KHV: Vietnamitas Kinh da cidade Ho Chi Minh; CHS: Chineses Han do Sul; CHB:
Chineses Han de Pequim; JPT: Japoneses de Toquio. Fonte: Do Autor, 2024.

Mais especificamente, as diferenciagdes subcontinentais foram observadas com o
estabelecimento de trés componentes asiaticos (W-EAS, W-EAS e SAS), dois
componentes africanos (W-AFR e E-AFR), dois componentes europeus (N-EUR e S-
EUR) e, por fim, dois componentes nativo-americanos (NAT-1 e NAT-2) (Figura 6).
Diferenciacfes subcontinentais também foram observadas em mdltiplos estudos na
literatura, especialmente considerando as populacfes europeias, africanas e asiaticas
(AUTON et al., 2015; GOUVEIA et al., 2023; HOMBURGER et al., 2015; KEHDY et
al., 2015; LAZARIDIS et al., 2014; PAGANI et al., 2016; WANG et al., 2021).

1.0

THEEEEETE BREA N
AL
11
= '
|
. ‘ I w-AFR
I E-AFR
@ ¢© S-EUR
B N-EUR
© NAT
= B NAT2
I EAS-W
I EASE
o b SAS
o
o -
¥x z g 4 o @ = r o N
=8>85 <% 8 8 3¢
o 2 a2
g © 9
- I
| 5]
Africans, afro-caribeans Europeans South-asians East-asians Hispanics Peruvian Natives

and afro-americans

1000 Genomes Criginal data



30

Figura 6. Grafico de barras da ancestralidade por populacdo. W-AFR: Oeste da Africa; E-AFR: Leste da
Africa; S-EUR: Sul da Europa; N-EUR: Norte da Europa; NAT: Nativo-americano; NAT2: Nativo-
americano 2 SAS: Sul Asiatico; W-EAS: Leste Asiatico ao Oeste; E-EAS: Leste Asiatico ao Leste; LWK:
Luhya do Quénia; ESN: Esan da Nigeria; YRI: Yoruba da Nigeria; MSL: Mende de Serra Leoa; GWD:
Mandika de Gambia; ACB: Afro-Caribenhos de Barbados; ASW: Individuos com ancestralidade africana
no sudeste dos EUA; CLM: Colombianos de Medellin na Colémbia; MXL: Individuos com ancestralidade
Mexicana vivendo em Los Angeles; PUR: Porto-Riquenhos de Porto Rico; PEL: Peruanos de Lima; TSI:
Italianos da Toscana; IBS: Ibéricos da Espanha; GBR: Britanicos da Inglaterra e Escdcia; CEU:
Descendentes de europeus de Utah; FIN: Finlandeses da Finlandia; PJL: Paquistaneses; GIH: Indianos
Guijarati em Houston EUA; ITU: Indianos Telugu no Reino Unido; STU: Sri Lanka de Tamil no Reino
Unido; BEB: Bengali de Bangladesh; CDX: Chineses Dai de Xishuangbanna; KHV: Vietnamitas Kinh da
cidade Ho Chi Minh; CHS: Chineses Han do Sul; CHB: Chineses Han de Pequim; JPT: Japoneses de
Téquio. Fonte: Do Autor, 2024,

Na Figura 6, temos populagdes africanas com dois componentes subcontinentais,
W-AFR (oeste africano) e E-AFR (leste africano). Nota-se uma clara e gradual
diminuicdo da proporcdo do componente E-AFR a medida em que se vai do leste a oeste
do continente, passando pela populacdo do Quénia (82%), Nigéria (63% - ESN; 60% -
YRI), Serra Leoa (42%) e Gambia (30%). Auton e colaboradores (2015) realizaram
analise semelhante incluindo as mesmas populacgdes (Projeto 1000 Genomes) e definindo
k entre 5 e 12 utilizando um menor niumero de SNPs. Os resultados encontrados para k =
9 sdo bastante similares, com excecdo da separacdo observada para a populacdo de
Gambia (GWD). No entanto, pode-se perceber que a partir do k = 10 as populagdes
africanas séo diferenciadas em 3 componentes subcontinentais, onde as populagdes do
Quénia (LWK), Nigéria (ESN e YRI) e Gdmbia (GWD) estdo bem diferenciadas uma das
outras, cada uma com um componente; a populacdo da Serra Leoa exibe os componentes
nigeriano e gambiano, este em maior proporcao, o que é coerente dada a localizagdo
geogréfica dos paises (Figura 7) (AUTON et al., 2015).

~
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Figura 7: Ancestralidade com k = 9-10 dos individuos do Projeto 1000 Genomes no trabalho de Auton e
colaboradores (2015). Fonte: Adaptado de (AUTON et al., 2015).

Gouveia e colaboradores analisaram 6.267 individuos com mais de 10% de ancestralidade
africana de 25 populacdes: 9 populacGes miscigenadas da Ameérica, 11 africanas, 2
europeias e 3 nativo-americanas; os dados sd@o oriundos do projetos EPIGEN-Brasil,
projeto 1000 Genomes, Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer screening,
Ghana Prostate Study Accra, Epidemiology of Burkitt’s Lymphoma, além do Instituto
Nacional de Salud do Peru e Tishkoff Laboratory; os autores estabeleceram 4
componentes africanos: Oeste-central, sul/oriental, ocidental e norte da Uganda
(GOUVEIA et al., 2020). Diferentemente de nossas analises e Gouveia e colaboradores
(2020), alguns estudos ndo observaram miscigenacdo de 2 componentes na populagao
Yoruba (HOMBURGER et al., 2015; KEHDY et al., 2015; LAZARIDIS et al., 2014;
PAGANI et al., 2016; TISHKOFF et al., 2009; WANG et al., 2021), o que pode se dever
ao set de SNPs, maior k e/ou nimero de individuos e de populacBes estudadas. Além
disso, é possivel observar que alguns autores ndo observaram a separacdo entre as
populacbes Luhya e Yoruba constatada em nossas analises (LAZARIDIS et al., 2014;
PAGANI et al., 2016); Gouveia e colaboradores e Kehdy e colaboradores, no entanto,
obtiveram resultados semelhantes aos nossos (k = 6 e k = 9-15, respectivamente)
(GOUVEIA et al., 2020; KEHDY et al., 2015).

Em seguida temos as populacBes miscigenadas de origem africana, os afro-
caribenhos (ACB) e afro-americanos dos Estados Unidos (ASW). Considerando estas
populagdes, observa-se proporc¢des semelhantes de ambos os componentes africanos. Em
suas analises, Gouveia et al. observaram proporcdes bastante semelhantes no que diz
respeito aos componentes ancestrais de ACB e ASW, com excecdo da presenca de um

terceiro componente africano (sul/oriental) (GOUVEIA et al., 2020).

Com relacéo as populagdes europeias, a separagdo subcontinental observada entre
norte e sul est4 de acordo com o que é relatado na literatura por outros estudos e reforca
a constatacdo de que é necessario comecar a considerar as populacdes europeias como
miscigenadas em nivel subcontinental para que se evitem possiveis constatacdes espurias
em estudos genéticos (AUTON et al., 2015; GOUVEIA et al., 2023; HOMBURGER et
al., 2015). Assim como em relacdo as populacgdes africanas, é notavel a clara e gradual

diminuicdo da proporgdo do componente S-EUR (sul-europeu) entre as populag¢fes a
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medida em que se vai do sul ao norte do continente (69% nos italianos, 67% nos
espanhdis, 52% nos ingleses e escoceses e 19% nos finlandeses); 0 mesmo foi observado
por Homburguer e colaboradores (HOMBURGER et al., 2015). Um estudo que teve
como objetivo avaliar a ancestralidade subcontinental europeia, por sua vez, avaliou a
presenca de um terceiro componente, descrevendo o norte-europeu, sudeste-europeu e
sudoeste-europeu. Os autores também descrevem uma clara separacdo da populacéo
finlandesa, como aqui foi descrito (GOUVEIA et al., 2023). A populacdo CEU, que é
formada por individuos descendentes de europeus residentes em Utah, possui proporgdes
bastante semelhantes as observadas nos ingleses e escoceses [52% vs. 52% para S-EUR
e 33% vs. 32% para N-EUR (norte-europeu), respectivamente], o que vai de acordo com
a histdria de formacdo da populacdo estadunidense, cujo territdrio foi colonizado pelos
ingleses (TSUKADA, 2021), e como também foi descrito por Gouveia e colaboradores e
Auton e colaboradores (AUTON et al., 2015; GOUVEIA et al., 2023).

Dentre as populaces asiaticas, foram observadas diferencas subcontinentais que
separaram 0s componentes em 3: um sul-asiatico e dois leste-asiaticos. As populagdes
sul-asiaticas se mostraram bem diferenciadas do leste-asiatico e bastante semelhantes
entre si, 0 que € similar ao que foi observado por Pagani e colaboradores em suas analises
(PAGANI et al., 2016). Dentre as populacGes leste-asiaticas, a populacdo japonesa se
mostrou diferenciada das chinesas (71% do componente E-EAS — leste do leste-asiatico),
e dentre as chinesas a diferenciacdo é estabelecida e evidenciada até mesmo entre etnias
(0,5% vs. 31% e 43%, respectivamente, para as populacbes Dai e Han do Sul e de Pequim
quanto ao E-EAS), motivo pelo qual os componentes leste-asiaticos foram divididos em
Leste e Oeste. Lazaridis e colaboradores e Tishkoff e colaboradores, no entanto, néo
observaram diferencas tdo consideraveis entre as etnias chinesas e japoneses
(LAZARIDIS et al., 2014; TISHKOFF et al., 2009). Em contraste, um estudo que buscou
avaliar a estrutura genética e ancestralidade de populagdes chinesas, coreanas e japonesas
concluiu que a composicao genética de tais populacdes pode ser muito bem distinguida
tanto por abordagens de genoma completo quanto por marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs). As diferengas até mesmo entre as etnias Dai e Han também foram

estabelecidas, assim como nas analises aqui realizadas (WANG et al., 2018).

Finalizando as populagdes do Projeto 1000 Genomes, dentre os Hispanicos, estdo
incluidos colombianos (CLM), mexicanos residentes nos Estados Unidos (MXL), porto-

riquenhos (PUR) e peruanos (PEL). Para todas essas populacdes é possivel observar a
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presenca de um maior nimero de componentes (ou seja, ancestralidades) em comparacao
as outras populacbes, o que é coerente com o fato de que se trata de populagdes
miscigenadas de origens ancestrais semelhantes (nativo-americanos, europeus e
africanos) (HOMBURGER et al., 2015). Além disso, destaca-se a alta proporcdo de
ancestralidade nativa na populacdo peruana. Um trabalho que teve como objetivo avaliar
a historia demogréafica e ancestralidade da América do Sul relatou que a populagédo
peruana tem a maior proporcao de ancestralidade Nativo-americana dentre as populagoes
sul-americanas, especificamente Nativo-americanas dos Andes (HOMBURGER et al.,
2015). Nossos dados, no entanto, mostram uma menor proporcéo de ancestralidade dos
Andes nos peruanos do 1000 Genomes (Cusco, Chopccas e Uros — componente NAT2 —
nativo-americano 2). A populagdo de Lima analisada por Harris e colaboradores (2018)
revelou-se com propor¢des bastante semelhantes de ancestralidade nativa com a presenca

de um componente europeu.

Os resultados das 7 populages restantes foram gerados com dados originais de
Nativos do Peru (Matzes, Moches, Chopccas, Uros, Trujillo, Iquitos e Cusco). Como para
os africanos, europeus e asiaticos, também pudemos observar a separacdo de
componentes subcontinentais para estas populacdes, os componentes nativos (NAT —
nativo-americano e NAT2). A populacdo Moches, da costa do Peru, se mostrou muito
diferenciada dos Uros, nos Andes. Pode-se visualizar o componente NAT, que caracteriza
0s Moches, diminuindo em proporcao em relacdo ao componente NAT2 a medida que se
vai da costa, se passa pela regido amazénica e chega-se aos Andes. As populagdes e suas
regides especificas podem ser visualizadas na Figura 8. No ano de 2018, Harris e
colaboradores publicaram na revista Proceedings of the National Academy of Sciences
(PNAS), uma das mais relevantes revistas cientificas multidisciplinares do mundo, o
maior painel com dados de sequenciamento de genoma completo de Nativos, que incluiu
0s 150 genomas aqui também analisados em colaboragdo com os autores, juntamente a
dados de array de genotipagem de mais 130 individuos indigenas e/ou miscigenados com
alta ancestralidade indigena com o objetivo de avaliar a dindmica genémica evolutiva. Os
autores fizeram andlises de ancestralidade de k =4 a 8. Os resultados do k = 7 s&o bastante
semelhantes aos que nds encontramos em nossas analises principalmente no que diz
respeito a diferenciacao entre as populacdes Moches e Uros, no entanto 0 mesmo nao é
observado para k =4, 5, 6 e 8. Isto pode se dever a diferencas no set de SNPs selecionados

para realizar as andlises: enquanto neste trabalho foram incluidas 1.363.818 variantes,
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Harris e colaboradores (2018) incluiram 183.579. Resultados encontrados por Homburger
e colaboradores (2015), no entanto, mostram clara diferenciagdo entre populagoes

indigenas dos Andes e populac¢Bes ndo-andinas (o set dos autores incluia 364.470 SNPs).

Populations
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Figura 8. Representa¢do das localizagdes das populacdes Nativas peruanas incluidas no estudo. Fonte: Do
Autor, 2024.

7.2 Anotacéo das variantes

No total, os arquivos VCF do Projeto 1000 Genomes e dos Nativos continham
13.752 e 2.281 variantes, respectivamente. A partir da anotacéo dos dados pelo software
ANNOVAR (WANG; LI; HAKONARSON, 2010), as variantes foram filtradas em
acordo com a disponibilidade de dados clinicos no ClinVar e na aba Clinical Annotations
do PharmGKB (Figura 9). Com isso, foram selecionadas 86 variantes do Projeto 1000

Genomes e 32 dos dados de Nativos para que suas frequéncias fossem calculadas e se
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testasse a regressdo e correlagéo entre as frequéncias dessas variantes e 0s 9 componentes

de ancestralidade. Das 32 variantes dos dados de Nativos selecionadas, apenas o

rs747405346 ndo esté presente nos dados do 1000 Genomes.

Figura 9. Diagrama de Venn representando o nimero de variantes em acordo com os critérios de sele¢do
para andlises de regressao e associacdo (a) Variantes do Projeto 1000 Genomes; (b) Variantes dos dados

originais de Nativos peruanos. Fonte: Do Autor, 2024.

Através da anotacgdo foi também possivel identificar que cerca de metade (n = 42
— 48,8% e 16 — 50% para o Projeto 1000 Genomes e os dados de Nativos peruanos,
respectivamente) das variantes analisadas estad localizada em regifes intrénicas, em
contraste a 34,8% e 28,1% variantes em éxons (n = 30 e 9). Neste contexto é importante
destacar o trabalho de Yang e colaboradores (2021), em que 0s autores agregaram 0S
dados de variantes farmacogenéticas de farmacogenes de 4 bancos de dados da area: Drug
Bank, PharmGKB, PharmaADME e Biotransformation genes. Através das analises,
estabeleceram que 48% (n = 1566) das variantes estava em regides intrénicas, reforcando
assim como os resultados aqui encontrados a importancia de se estudar genomas

completos em comparacdo a exomas (YANG et al., 2021).

No que diz respeito ao banco de dados refGene, das 86 variantes incluidas do
Projeto 1000 Genomas, 66 foram listadas como possivelmente associadas a resisténcia ao
estrogénio e 19 com distrofia muscular de Emery-Dreifuss e ataxia espinocerebelar. Em
relagdo as variantes dos dados de Nativos, por sua vez, 24 das 32 variantes foram listadas
como possivelmente associadas a resisténcia ao estrogénio e 8 com distrofia muscular de

Emery-Dreifuss e ataxia espinocerebelar.
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No entanto, é importante destacar que se notou uma limitacdo da anotacdo que
deve ser levada em consideracdo em estudos posteriores e no desenho de anélises de
anotacdo. De acordo com o NCBI em relagdo ao genoma de referéncia 37, existe uma
determinada regido de sobreposicdo entre os genes ESR1 e SYNE1 presentes em fitas
opostas. Levando em conta que um polimorfismo sempre ocorrera em um mesmo locus
nas duas fitas de DNA, é possivel que um polimorfismo do ESR1 seja identificado como
do SYNEL caso a analise ndo especifique a fita analisada, e vice-versa. Com isso,
observamos que das 86 e 32 variantes filtradas para nossas analises, 19 e 8 foram anotadas
como variantes do gene SYNEL. E importante que, para aperfeicoar os processos de
anotacdo futuramente, a limitacdo causada pela sobreposicdo de genes seja considerada

afim de méxima acuracia da anotacao.

7.3 Associacdo entre ancestralidade e frequéncias alélicas e anotacéo de
variantes

A partir da analise de regressao linear e correlacdo de Pearson realizada entre as
frequéncias alélicas de variantes do ESR1 e 0s 9 componentes de ancestralidade (W-AFR,
E-AFR, S-EUR, N-EUR, W-EAS, E-EAS, SAS, NAT e NAT2), observamos, no total,
145 associag0es positivas e negativas consideradas significativas (p <0,01) presentes em
73 variantes (APENDICE A). Destas, 106 sdo positivas (em 70 variantes), indicando que
quanto maior a proporcao da determinada ancestralidade maiores serdo as chances do
individuo ser carreador de tais variantes, e 39 negativas (28 variantes), indicando
justamente o contrario: quanto maior a proporc¢ao de ancestralidade, menores as chances

de se ter a variante (73,1% e 26,8% das associagdes, respectivamente).

A respeito da associacdo aos 9 componentes, destaca-se que 53,1% das
associacOes foram encontradas com os componentes de ancestralidade africana (W-AFR
e E-AFR) (Figura 10). Considerada a quantidade substancial de associagdes e o papel do
ESR1 em vias de alta relevancia no contexto do tratamento hormonal de cancer de mama,
um ponto que chama atengdo é o fato de que mulheres com ancestralidade africana
possuem maior risco de mortalidade em decorréncia da doenca (NEWMAN, 2014).
Levando em conta a subrepresentacdo de populagdes africanas em estudos genémicos e
em estudos farmacogenéticos do cancer de mama, reforca-se a chamada para a inclusao

dessas populacGes em estudos genéticos, uma vez que dessa maneira pode ser possivel
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encontrar meios de se preencher lacunas acerca desta questdo no contexto que compete a
genética e farmacogenética (SCUDELER et al., 2023; SIRUGO; WILLIAMS;
TISHKOFF, 2019).

36
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Figura 10. Nimero de associagdes positivas e negativas por componente de ancestralidade. N-EUR: Norte-
europeu; W-AFR: Oeste-africano; NAT: Nativo-americana; NAT2: Nativo-americana 2; W-EAS: Leste-
asiatico - Oeste; S-EUR: Sul-europeu; E-AFR: Leste-africano; E-EAS: Leste-asiatico - Leste; SAS: Sul-
asiatico. Fonte: Do Autor, 2024.

Buscando avaliar com mais profundidade a extensdo das diferencas
subcontinentais entre as associa¢fes de frequéncias alélicas de variantes do ESR1 e os
componentes de ancestralidade gendmica, observou-se que, considerando as variantes por
cluster de continente (i.e., avaliando SAS + W-EAS + E-EAS, W-AFR + E-AFR, N-EUR
+ S-EUR e NAT + NAT2), havia variantes exclusivas do componente subcontinental ao
qual foram associadas considerando seus outros componentes continentais (APENDICE
A). E importante mencionar que quando se diz “exclusivas” significa que a variante foi
associada com apenas um dos componentes do cluster continental. Ou seja, variantes
cujas frequéncias foram associadas com o componente subcontinental SAS e ndo a W-
EAS e E-EAS, e assim subsequentemente em relagcdo aos outros clusters. Quando se diz
“nd0 exclusivas”, por sua vez, entende-se que a variante foi associada a todos os
componentes do cluster continental. E possivel observar que a grande maioria das

variantes associadas a ancestralidade nativa (NAT) séo exclusivas a ela em relacdo a

8 7 - 8
6 6 6 s
4 4 4
3 4
2
L -
|

- + - + - + - + - + - + - + - + -

NAT2



38

NAT2, sugerindo uma diferenciacdo subcontinental consideravel na distribuicdo de
variantes dentre as populagdes nativas, e 0 mesmo é observado para 0s componentes
asiaticos e europeus (Tabela 3). Isso sugere a importancia do papel das diferencas
subcontinentais no contexto da implementacdo Farmacogenética, incluindo o design de
painéis farmacogenéticos, e reforca os perigos de se extrapolar dados genéticos de uma
populacdo para outra (BERGSTROM et al., 2020; BUSTAMANTE; DE LA VEGA,
BURCHARD, 2011; SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019).Em contraste,
considerando os componentes africanos € possivel observar o contrario: um maior
nimero de variantes associadas a ambos 0s componentes africanos (isto €, ndo

exclusivas), apontando para uma maior similaridade continental.

Tabela 3. NUmero de variantes exclusivas e ndo exclusivas por componente de ancestralidade dentre os
clusters de continentes (SAS + W-EAS + E-EAS; NAT + NAT2; S-EUR + N-EUR; W-AFR + E-AFR).

NuUmero de variantes
Componentes asiaticos | associadas
Exclusivas SAS 7
Exclusivas W-EAS 6
Exclusivas E-EAS 2
Na&o exclusivas 14
Componentes nativos
Exclusivas NAT?2 1
Exclusivas NAT 11
Nao exclusivas 2
Componentes europeus
Exclusivas S-EUR 7
Exclusivas N-EUR 6
Nao exclusivas 12
Componentes africanos
Exclusivas W-AFR 4
Exclusivas E-AFR 7
Nao exclusivas 66

Fonte: Do autor (2024). N-EUR: Norte-europeu; W-AFR: Oeste-africano; NAT: Nativo-americana 1;
NAT2: Nativo-americana 2 W-EAS: Leste-asiatico - Oeste; S-EUR: Sul-europeu; E-AFR: Leste-africano;
E-EAS: Leste-asidtico - Leste; SAS: Sul-asiatico. Fonte: Do Autor, 2024.

7.4 Variantes listadas no ClinVar e PharmGKB
No que diz respeito a variantes anotadas com dados clinicos disponiveis no

ClinVar por maltiplas submissdes, destacamos que rs12681 (associada positivamente
com W-AFR e E-AFR e negativamente com SAS E W-EAS — APENDICE A), rs2250122
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(associada positivamente com NAT e negativamente com W-AFR e E-AFR),
rs200880341 (associada positivamente com E-EAS), rs2295190 (associada
positivamente com N-EUR), rs2295191 (associada positivamente com E-EAS e W-EAS)
e 52295192 foram listadas como benignas ou provavelmente benignas em relacdo a
ataxia autossdmica recessiva tipo Beauce e distrofia muscular de Emery-Dreifuss. Em
relacdo as mesmas condigdes, rs567194577 e rs144206837, por sua vez, sdo consideradas
variantes com dados conflitantes de patogenicidade. As variantes rs2077647 e rs2228480
(associada positivamente a NAT) foram listadas como benignas ou provavelmente
benignas em relacdo a susceptibilidade a enxaqueca com/ou sem aura, infarto do
miocardio, sindrome de resisténcia ao estrogénio e cancer de mama hereditario. Além
disso, rs200075329 (associada positivamente a NAT), rs78574022 e rs9341068 (ambas
associadas positivamente a W-AFR e E-AFR) foram consideradas benignas ou
provavelmente benignas enquanto rs139740651 (associada positivamente a E-AFR) e
rs139960913 (associada positivamente a N-EUR), por sua vez, possuem significancia
ainda incerta e dados conflitantes de patogenicidade, respectivamente. Quanto as
variantes anotadas na aba de Clinical Annotations do PharmGKB, ressaltamos a variante
rs2234693 que, além de ser classificada como fator de risco a infarto do miocardio pelo
ClinVar, esté associada ao risco de toxicidade devido ao uso de letrozol e anastrozol para
o tratamento de neoplasias e metanfetamina para o tratamento de doencas psicoticas, além
de resposta insatisfatoria ao tratamento de artrite reumatdide com leflunomida (gen6tipo
CC) (WHIRL-CARRILLO et al., 2012). A variante rs9340799, por sua vez, esta
associada a risco de toxicidade em resposta ao uso de tamoxifeno, letrozol e anastrozol,
e resposta diminuida a leflunomida e maior aumento da densidade mineral dssea da
espinha em resposta a reposicdo hormonal com estrogénio conjugado e
medroxiprogesterona (genétipo GG). Associada a toxicidade devido ao tratamento de
neoplasias com agentes alquilantes e cisplatina foi a variante rs2207396, que €
negativamente associada a NAT e NAT2 e positivamente associada a SAS. Ja rs2813543,
positivamente associada aos componentes africanos W-AFR e E-AFR e negativamente
associada a S-EUR, é listada como associada a toxicidade em resposta ao tratamento de
cancer de mama com exemestano, assim como rs9322335 (positivamente associada ao
componente S-EUR e negativamente a E-EAS) em relacdo a exemestano e letrozol e
rs4870061 (positivamente associada a ambos 0s componentes africanos e negativamente

associada a ambos 0s componentes leste-asiaticos) em relagédo ao letrozol.
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Além disso, destacamos as variantes rs9340799 e rs2234693 que, além do citado
previamente, foram consideradas as principais variantes do gene ESR1 para as quais
foram encontradas associa¢Ges com alteracdes na resposta a tratamentos do cancer de
mama em uma revisdo sistematica do nosso grupo focada na farmacogenética publicada
em 2022 (SCUDELER et al., 2023). Segundo as nossas analises de regressao, rs9340799
€ negativamente associada ao componente nativo NAT (p = <0,0002; beta = -0,1899),
como é possivel ver na Figura 11(a) onde as populacgdes nativas de regides amazonicas e
da costa estdo bem destacadas das demais, e positivamente associada ao componente sul-
asiatico (p = <0,0006; beta = 0,2277), cujas populacbes também estdo bem destacadas
Figura 11(b).
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Figura 11. Gréfico de distribuicdo de frequéncia alélica (rs9340799.G) em relacdo a ancestralidade. (a)
Ancestralidade Nativa-americana (NAT); (b) Ancestralidade Sul-asiatica (SAS). PJL: Paquistaneses; GIH:
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Indianos Gujarati em Houston EUA; ITU: Indianos Telugu no Reino Unido; STU: Sri Lanka de Tamil no
Reino Unido; BEB: Bengali de Bangladesh. Fonte: Do Autor, 2024. Fonte: Do Autor, 2024.

A variante rs2234693, por sua vez, também é negativamente associada ao
componente NAT (p = <0,0001; beta =-0,3497), sendo possivel observar o mesmo padrédo
na Figura 12(a), e positivamente associada as ancestralidades africanas E-AFR e W-AFR
(p =<0,0001; beta=10,4152; p = <0,0001; beta = 0,5719). Neste caso, € possivel visualizar
as populagdes africanas bem destacadas das demais na Figura 12(b,c).
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Figura 12. Gréfico de distribuicdo de frequéncia alélica (rs9340799.G) em relacdo a ancestralidade. (a)
Ancestralidade Nativa-americana (NAT); (b) Ancestralidade Leste-africana (E-AFR); (c) Ancestralidade
Oeste-africana (W-AFR). LWK: Luhya do Quénia; ESN: Esan da Nigeria; YRI: Yoruba da Nigeria; MSL:
Mende de Serra Leoa; GWD: Mandika de GAmbia; ACB: Afro-Caribenhos de Barbados; ASW: Individuos
com ancestralidade africana no sudeste dos EUA. Fonte: Do Autor, 2024.

Populagdes nativo-americanas, africanas, sul-asiaticas e miscigenadas sdo sub-
representadas em estudos genémicos e até mesmo, mais especificamente, nos estudos
farmacogenéticos de cancer de mama (SCUDELER et al., 2023; SIRUGO; WILLIAMS;
TISHKOFF, 2019). Com tais observacOes levadas em conta, pode-se constatar que €
fundamental que estudos futuros busquem avaliar o potencial papel dessas variantes na
clinica e no contexto terapéutico, especialmente considerando uma maior inclusdo de uma
diversidade étnica e populacional, visto que possivelmente o papel e as implicacdes

clinicas sera bastante especifico a diferentes populagdes.

Além disso, destacamos que os resultados aqui encontrados podem ser de grande
utilidade na préatica clinica. Idealmente espera-se ter disponiveis os dados genéticos
especificos do paciente no contexto da implementacdo farmacogenética e medicina

personalizada; no entanto, na auséncia deste dado, informacdes de ancestralidade podem
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ser utilizados como proxy para guiar as decisdes clinicas sobre o paciente e seu
tratamento, uma vez que as analises de regressao linear permitem a predi¢do das chances
de um individuo ser carreador de determinadas variantes em acordo com sua analise de
ancestralidade. Este € um fato ja estabelecido por Ramos e colaboradores (2014) em um
estudo em que os autores incluiram 1478 individuos de 19 populagdes de diferentes partes
do mundo (1000 Genomes e dados originais de mais populagdes africanas) e analisaram
212 genes envolvidos na absorgéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) de
farmacos (RAMOS et al., 2014). Resultados como estes podem ser utilizados para atenuar
0 acesso atualmente desigual aos avancos cientificos farmacogenéticos e genémicos para
populagdes n&o-europeias enquanto se trabalha para que sejam adequadamente
representadas nos estudos.

8. Conclusao

A partir das andlises realizadas foi possivel observar diferencas subcontinentais
relevantes na inferéncia da ancestralidade genémica de 2654 individuos de 26 populacdes
do Projeto 1000 Genomes e 7 populacdes de Nativo-americanos peruanos e sua
associacdo com a frequéncia de variantes do ESR1, sendo este o primeiro estudo a avaliar
a sequéncia do gene em populacdes nativas. Destaca-se que as populacGes africanas,
europeias, asiaticas e nativas foram separadas subcontinentalmente. No total, foram
encontradas 145 associacOes entre a frequéncia das variantes e 0s 9 componentes de
ancestralidade, sendo 106 associagcfes positivas e mais de 50% das associa¢cdes com 0s
componentes africanos (W-AFR e E-AFR). Nossos resultados ecoam as recentes
constatacGes de que a populacdo europeia deve passar a ser considerada miscigenada para
evitar interpretacGes erréneas em estudos genéticos. Além disso, destacamos que a
especificidade das associa¢cOes aos componentes subcontinentais ressalta e enfatiza a
importancia de se considerar as diferencas subcontinentais no design de painéis
farmacogenéticos e sua implementacdo clinica, além de indicar possiveis implicacfes
clinicas especificas a diferentes etnias. No contexto da prética clinica, destacamos que 0s
resultados de associacdo entre variantes clinicamente relevantes do ESR1 e os
componentes de ancestralidade subcontinental podem ser utilizados para guiar as decisoes
clinicas sobre um paciente na auséncia de seus dados genéticos. Adicionalmente, nossos
dados reforgam os perigos de se extrapolar dados interpopulacionalmente, especialmente

fazendo coro aos esforgos que visam incluir populacbes negligenciadas nos estudos
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gendmicos e farmacogenémicos para que a implementacdo Farmacogenética possa

ocorrer de maneira assertiva, democratica e com maxima eficacia.
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APENDICE A. Tabela com valores de p (significativos - <0,01), regressdo linear e

correlagdo de Pierson entre as variantes analisadas e 0s nove componentes de

ancestralidade.

SNP Ancestralidade | Beta p_regr R sgr_ajustado |p_corr R corr
rs9340973.G AFRO 0,073423286 | 3,70233E-16 |0,937368591 3,70233E-16 0,969470911
rs33979243.T AFRO 0,039034227 |3,82617E-14 |0,90792488 3,82617E-14 0,95478159
rs9340773.A SAS 0,083854804 |8,91101E-14 |0,901230729 8,91101E-14 0,951410269
rs9340772.T AFRO 0,159256364 |8,69678E-13 |0,880681084 8,69678E-13 0,940985569
rs9340974.C AFRL 0,165782993 |1,71894E-12 |0,873746669 1,71894E-12 0,937441626
rs79415092.7 EASO 0,01376695 |1,18615E-10 |0,820734046 1,18615E-10 0,909892677
rs9340971.G AFRO 0,36357044 | 1,9199E-10 |0,813453802 1,9199E-10 0,906043956
rs148633135.C | AFRO 0,047327533 | 3,65181E-10 |0,803275448 3,65181E-10 0,90063557
rs746432.C EURN 0,252359313 |5,02901E-10 |0,708776725 5,02901E-10 0,847276491
rs35151682.G EURN 0,065477113 |8,95072E-10 |0,788160104 8,95072E-10 0,892543388
rs3757323.G EURS 0,629860165 |1,8035E-09 0,684083251 1,8035E-09 0,833040005
rs867240.G AFRO 0,320775185 |3,63063E-09 |0,762226209 3,63063E-09 0,87848572
rs116356962.T | AFRL 0,048195183 |5,82999E-09 |0,752764621 5,82999E-09 0,873300656
rs867240.G AFRL 0,200779178 |6,72754E-09 |0,749831578 6,72754E-09 0,871687051
rs2295190.T EURN 0,34906033 | 8,65273E-09 |0,650938042 8,65273E-09 0,813539322
rs2207396.A NAT -0,327875112 | 1,34985E-08 | 0,640934416 1,34985E-08 -0,807561277
rs9340972.A AFRL 0,147551999 |2,247E-08 0,723732193 2,247E-08 0,857194789
rs9340846.A AFRL 0,049623523 |4,17247E-08 |0,614275315 4,17247E-08 0,791409636
rs35630684.T AFRL 0,027850226 | 4,39836E-08 | 0,708055444 4,39836E-08 0,848370925
rs185717042.G | AFRL 0,016520837 |6,7367E-08 0,697655031 6,7367E-08 0,842465922
rs55740371.AT | EURS 0,459326293 | 7,64613E-08 |0,694496605 7,64613E-08 0,840664464
rs2234693.C NAT -0,349779463 | 1,09E-07 0,590119393 1,08843E-07 -0,776484489
rs150547091.A |[SAS 0,008247939 |1,131E-07 0,684526458 1,131E-07 0,834952334
rs2273207.G EASO 0,427094603 |1,4971E-07 0,581767298 1,4971E-07 0,771256812
rs74426520.T AFRL 0,022791697 |4,38625E-07 |0,647493134 4,38625E-07 0,813383925
rs6557169.C AFRL 0,594661674 |4,43401E-07 |0,647180852 4,43401E-07 0,813199618
rs9340804.T AFRL 0,054168905 |4,60687E-07 |0,646075764 4,60687E-07 0,812547066
rs9397459.A AFRO 0,29048501 | 6,61159E-07 |0,635469053 6,61159E-07 0,806256963
rs9340844.A EASO 0,119985872 |6,77834E-07 |0,53991493 6,77834E-07 0,744508287
rs111825996.

AGGAG EURS -0,445946559 | 9,98684E-07 |0,622982747 9,98684E-07 -0,798788731
rs1801132.C AFRL 0,54256983 | 1,4458E-06 0,517432966 1,4458E-06 0,72973501
rs4870061.C AFRL 0,526504072 | 1,7982E-06 0,604459609 1,7982E-06 0,787579345
rs9340971.G AFRL 0,198630354 |2,07777E-06 |0,599775289 2,07777E-06 0,784719235
rs9341068.G AFRL 0,046187635 | 3,1701E-06 0,585771872 3,1701E-06 0,776106306
rs73780865.G AFRL 0,104299203 | 3,64727E-06 |0,581020762 3,64727E-06 0,773162293
rs2813543.G AFRL 0,232345056 | 3,75471E-06 |0,580030566 3,75471E-06 0,772547308
rs13203975.A NAT -0,313140654 | 3,97178E-06 |0,48580422 3,97178E-06 -0,70842984
rs6914438.7 EURS -0,525222202 |4,13196E-06 |0,484527531 4,13196E-06 -0,70755639
rs114141096.C | AFRL 0,024151146 |4,26268E-06 |0,575676141 4,26268E-06 0,769837058
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rs71660056.CT | AFRL 0,363319072 | 4,37693E-06 |0,574762984 4,37693E-06 0,769267486
rs2250122.T AFRL -0,380336741 |4,61718E-06 |0,480926371 4,61718E-06 -0,705086819
rs2234693.C AFRL 0,415205309 |5,40274E-06 | 0,47578957 5,40274E-06 0,701549104
rs9340974.C AFRO 0,212886501 |6,85633E-06 | 0,558977929 6,85633E-06 0,759354207
rs9340972.A AFRO 0,206873662 | 7,24315E-06 | 0,557009629 7,24315E-06 0,758108992
rs9341017.G EURS 0,038045558 | 9,66066E-06 | 0,456370529 9,66066E-06 0,688010864
rs9322354.G AFRL 0,542597493 | 1,16462E-05 | 0,449982477 1,16462E-05 0,683498738
rs974276.G AFRL 0,542597493 | 1,16462E-05 | 0,449982477 1,16462E-05 0,683498738
rs9479119.T EURS -0,244989063 | 1,16591E-05 |0,539582013 1,16591E-05 -0,746993127
rs2273206.T AFRL 0,54228902 1,17773E-05 |0,449597713 1,17773E-05 0,683226013
rs9341066.A NAT?2 0,232530939 | 1,1957E-05 0,449076848 1,1957E-05 0,682856644
rs185732707.C | AFRL 0,013277266 | 1,30345E-05 | 0,535406165 1,30345E-05 0,74430499
rs78574022.A AFRL 0,013277266 | 1,30345E-05 | 0,535406165 1,30345E-05 0,74430499
rs3757323.C EURN 0,852294189 |1,41867E-05 |0,443162617 1,41867E-05 0,678648499
rs9340844.A EASL 0,149233973 | 1,48198E-05 |0,441642972 1,48198E-05 0,677563007
rs9340848.A AFRL 0,082457901 |1,80184E-05 |0,523075948 1,80184E-05 0,736310336
rs9397459.A AFRL 0,166925583 | 1,9373E-05 0,520273447 1,9373E-05 0,734481116
rs74426520.T AFRO 0,032401328 |2,36106E-05 | 0,512545803 2,36106E-05 0,729413443
rs2250122.T AFRO -0,568938514 | 2,44148E-05 | 0,423990744 2,44148E-05 -0,664824062
rs6914438.T EURN -0,814737388 | 2,84474E-05 |0,418482703 2,84474E-05 -0,660798849
rs2273206.T NAT -0,396907918 | 3,27924E-05 |0,413317717 3,27924E-05 -0,657001932
rs148633135.C | AFRL 0,023885386 | 3,30091E-05 | 0,49918692 3,30091E-05 0,720568833
rs9322354.G NAT -0,396598446 | 3,35606E-05 |0,412472291 3,35606E-05 -0,656378345
rs974276.G NAT -0,396598446 | 3,35606E-05 | 0,412472291 3,35606E-05 -0,656378345
rs6557169.C AFRO 0,834143503 | 3,42827E-05 |0,497656139 3,42827E-05 0,719548395
rs2228480.A NAT 0,176169018 |4,83363E-05 |0,399003589 4,83363E-05 0,64636269
rs9341016.C SAS 0,191170045 |5,40325E-05 |0,478913995 5,40325E-05 0,706935241
rs139960913.T | EURN 0,008515431 |6,13779E-05 |0,473546734 6,13779E-05 0,703281497
rs1801132.C AFRO 0,753207196 | 6,3689E-05 0,388633721 6,3689E-05 0,638544374
rs9340772.T AFRL 0,074823629 |6,67137E-05 |0,470008796 6,67137E-05 0,700862643
rs111825996.

AGGAG EURN -0,646089891 |7,13988E-05 |0,467111927 7,13988E-05 -0,698875848
rs9322354.G AFRO 0,794309999 | 8,3388E-05 0,378345176 8,3388E-05 0,630691596
rs974276.G AFRO 0,794309999 | 8,3388E-05 0,378345176 8,3388E-05 0,630691596
rs2273206.T AFRO 0,793860709 | 8,40959E-05 |0,37801993 8,40959E-05 0,630441756
rs2813543.G EURS -0,22087306 | 9,97649E-05 |0,452617223 9,97649E-05 -0,688848702
rs4870061.C AFRO 0,721819074 |0,000128055 |0,441564217 0,000128055 0,681103258
rs2295191.T EASL 0,17854054 | 0,000165658 |0,429950113 0,000165658 0,672868567
rs2234693.C AFRO 0,571958039 |0,000168382 |0,350779296 0,000168382 0,609153053
rs746432.C EURS 0,109144299 |0,000171022 |0,350156775 0,000171022 0,608657848
rs71660056.C AFRL -0,264730134 | 0,000171514 |0,428366162 0,000171514 -0,671737683
rs2273207.G NAT -0,227983503 | 0,000185077 | 0,346988906 0,000185077 -0,606131588
rs71660056.C EASL 0,391074843 |0,000195748 |0,422303557 0,000195748 0,667391501
rs3756933.C AFRL -0,097439154 |0,000200878 | 0,343688382 0,000200878 -0,603488293
rs33979243.T AFRL 0,017133363 |0,000214329 |0,41810991 0,000214329 0,664368507
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rs9340799.G NAT -0,189957393 | 0,000241559 |0,336204878 0,000241559 -0,597451651
rs139548761.G | AFRL 0,005239546 | 0,000247249 |0,411446166 0,000247249 0,659536443
rs34788032.G EURS 0,008133755 | 0,000265316 |0,408131525 0,000265316 0,657119673
rs144000393.G | SAS 0,090689855 |0,000293341 |0,403383116 0,000293341 0,653641945
rs9341016.C AFRL -0,184564984 | 0,000300431 |0,402248829 0,000300431 -0,652808452
rs117509702.G | EURN 0,047475847 |0,000318147 |0,399519326 0,000318147 0,650798396
rs139548761.G | AFRO 0,008188806 | 0,000323447 |0,398730222 0,000323447 0,650216128
rs55740371.AT | EURN 0,587664861 | 0,000329932 |0,397780764 0,000329932 0,649514845
rs2813558.A AFRL 0,202964351 | 0,000408308 |0,314495573 0,000408308 0,579583977
rs12681.T AFRL 0,202964351 | 0,000408308 |0,314495573 0,000408308 0,579583977
rs2813543.G AFRO 0,305835302 | 0,000412957 |0,386952246 0,000412957 0,641462513
rs35630684.T AFRO 0,033150751 | 0,000466338 |0,381015226 0,000466338 0,637004409
rs2207396.A SAS 0,298275413 |0,000472941 |0,308309411 0,000472941 0,574390757
rs2295191. T EASO 0,124031756 |0,000490909 |0,378492198 0,000490909 0,635100394
rs13203975.A EASO 0,369999026 | 0,000556308 |0,301419568 0,000556308 0,568550971
rs139740651.C | AFRL 0,005713297 |0,000568486 |0,371232752 0,000568486 0,6295899
rs71660056.C EASO 0,27084268 | 0,000592891 |0,369139294 0,000592891 0,627991817
rs9340805.G EURN 0,02947133 | 0,000657187 |0,363985503 0,000657187 0,624040129
rs9341068.G AFRO 0,058680833 | 0,000692859 |0,361325242 0,000692859 0,62199054
rs9340799.G SAS 0,22778703 | 0,000699145 |0,29162281 0,000699145 0,560142479
rs201145204.T | AFRO 0,010549395 |0,000762127 |0,356505082 0,000762127 0,618259556
rs75311867.

CAA AFRO 0,374208024 |0,000850542 |0,350913444 0,000850542 0,613903011
rs9397459.A EURS -0,148489848 | 0,000873515 |0,349549373 0,000873515 -0,612835539
rs9340846.A AFRO 0,05356816 | 0,001225448 |0,267080995 0,001225448 0,538502288
rs2250122.T NAT 0,217566237 |0,001515455 |0,257614104 0,001515455 0,529918544
rs111825996.

AGGAG AFRO 0,489473758 |0,001524295 |0,320485394 0,001524295 0,589632071
rs71660056.C AFRO -0,368082373 | 0,00154099 | 0,319905935 0,00154099 -0,589160163
rs185732707.C | AFRO 0,016637942 |0,00157011 |0,318909114 0,00157011 0,588347473
rs78574022.A AFRO 0,016637942 |0,00157011 |0,318909114 0,00157011 0,588347473
rs2273207.G EASL 0,399077872 |0,001614296 |0,254779387 0,001614296 0,527321089
rs9322335.C EURS 0,30778204 | 0,001648357 |0,253840739 0,001648357 0,526458181
rs200880341.C | EASL 0,004829152 |0,001673644 |0,315499684 0,001673644 0,585559302
rs867239.G AFRO 0,363300859 |0,001726117 |0,313846325 0,001726117 0,584202424
rs3756933.C AFRO -0,134232081 |0,001747464 |0,251211071 0,001747464 -0,524033134
rs4870061.C EASO -0,426993735 |0,001747768 |0,313177802 0,001747768 -0,583652884
rs9341016.C AFRO -0,260624985 | 0,001835137 |0,310556422 0,001835137 -0,581493048
rs75311867.CAA | EASO -0,243744359 |0,001929602 |0,307850336 0,001929602 -0,579254972
rs114141096.C | AFRO 0,028802555 | 0,001934534 |0,307712467 0,001934534 0,579140715
rs200075329.C | NAT 0,025002354 |0,002169523 |0,241404395 0,002169523 0,514888831
rs2207396.A NAT?2 -0,398109046 | 0,002620746 |0,232759069 0,002620746 -0,506690585
rs6557169.C EASO -0,452138955 | 0,002635524 | 0,290845967 0,002635524 -0,564988609
rs2813558.A SAS -0,171139451 |0,00291321 | 0,22788621 0,00291321 -0,502010723
rs12681.T SAS -0,171139451 |0,00291321 |0,22788621 0,00291321 -0,502010723
rs71660056.CT | AFRO 0,417095624 |0,003114429 |0,281601124 0,003114429 0,55707906




55

rs9340973.G AFRL 0,026518818 |0,003245934 |0,279296342 0,003245934 0,555089622
rs867239.G EURN -0,381777727 |0,003511837 |0,27489229 0,003511837 -0,551268173
rs2813558.A AFRO 0,273735015 |0,003579113 |0,218339223 0,003579113 0,492713022
rs12681.T AFRO 0,273735015 |0,003579113 |0,218339223 0,003579113 0,492713022
rs71660056.CT | EASO -0,284354595 |0,003592236 |0,273622267 0,003592236 -0,550161228
rs150886628.A | AFRL 0,002247595 |0,003740384 |0,271350428 0,003740384 0,54817553
rs1801132.C EASO -0,404115727 |0,004224729 |0,210586475 0,004224729 -0,485031595
rs6914438.T NAT 0,249184355 |0,005732544 |0,196178966 0,005732544 0,470423611
rs4986934.C EURN -0,071613314 | 0,006530072 |0,189976535 0,006530072 -0,463993285
rs142712646.T |EURS 0,004255691 |0,006954241 |0,235801429 0,006954241 0,516109844
rs111825996.

AGGAG AFRL 0,269248581 |0,007205632 |0,233727628 0,007205632 0,514177521
rs4870061.C EASL -0,506166439 |0,007884876 |0,228448857 0,007884876 -0,509225788
rs2813558.A EASO -0,177760929 |0,008115201 |0,179560289 0,008115201 -0,452988996
rs12681.T EASO -0,177760929 |0,008115201 |0,179560289 0,008115201 -0,452988996
rs13203975.A AFRO 0,417039677 |0,008169472 |0,179239503 0,008169472 0,452645853
rs9322335.C EASL -0,378035534 |0,008539319 |0,177106633 0,008539319 -0,450357692
rs867239.G EURS -0,210345406 |0,008821573 |0,221835107 0,008821573 -0,502952982
rs9341066.A SAS -0,100383252 |0,009278673 |0,173097648 0,009278673 -0,446025051




	Folha de Aprovação CPGCS 1293931

