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CYP450: Citocromo P450 (proteina)

DNA: Acido desoxirribonucléico

H,O,. Peréxido de Hidrogénio

H,0. Agua

lle: Isoleucina

GST: Glutationa S-transferase

GSTM1: Glutationa S-transferase M1(proteina)
GSTML1- : Glutationa S-transferase M1(gene nulo)
GSTM1+: Glutationa S-transferase M1(gene néo nulo)
GSTM2: Glutationa S-transferase M2(gene)

GSTM3: Glutationa S-transferase M3(gene)

GSTM4: Glutationa S-transferase M4(gene)

GSTM5: Glutationa S-transferase M5(gene)

GSTT1: Glutationa S-transferase T1(proteina)
GSTT1- : Glutationa S-transferase T1 (gene nulo)
GSTT1+: Glutationa S-transferase T1 (gene nao nulo)
GSTP1: Glutationa S-transferase P1(proteina)
GSTP1: Glutationa S-transferase P1(gene)
GSTP1*B: Variante mutada do gene GSTP1 no cddon 105 (substituicdo por valina)
GSH: Glutationa (-glutamil-cisteina-glicina)

GPx: Glutationa peroxidase

PAH: Hidrocarboneto Policiclico Aromético

ROS: Espécie Reativa de Oxigénio

Se: Selénio

Val: Valina
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1.Resumo
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Variagcbes que afetam a expressdo de genes ou funcdes de proteinas tém
despertado o interesse de estudos moleculares humanos. Dentre 0s sistemas enzimaticos
passiveis dessas alteracdes, esta o da Glutationa S-transferase (GST), uma familia de
proteinas sollveis envolvidas na modificacdo de varios agentes xenobidticos e compostos
eletrofilicos. Recentes estudos farmacogenémicos revelaram significativas diferencas
inter-étnicas na frequiéncia alélica de polimorfismos dos genes que codificam esta familia
de enzimas. NO&s propusemos investigar a frequéncia dos polimorfismos de GSTMI,
GSTT1 (alelos nulos) e GSTP1 (A1578G) em 203 individuos de trés diferentes etnias
(Amerindios, Euro-descendentes e Afrodescendentes) na regido sudeste da Bahia. A
identificacdo destes polimorfismos foi feita através de PCR multiplex e PCR-RFLP. A
frequéncia do polimorfismo GSTML1- na populacéo de estudo foi de 33,2%, enquanto para
GSTT1-, com 30,2%, configura o mais alto percentual de auséncia desta variante no
Brasil. Para estas duas variantes (GSTM1- e GSTT1-) ndo foi possivel encontrar
diferencas estatisticas significantes na distribuicdo de suas respectivas freqiiéncias entre
0s trés grupos étnicos estudados. A variante A1785G do gene GSTP1 (rs1695),
apresentou a maior freqiéncia alélica do Brasil (35,1%), sendo entre os gendtipos, 0
heterozigoto (lle/Val) o mais prevalente de todos (46,6%). Foi encontrada, com
significancia estatistica, diferenca na freqiiéncia alélica e genotipica desta variante entre
Amerindios com Euro-descendentes (p = 0.016) e Amerindios com Afrodescendentes (p=
0.033). Em conclusao, consideravel variagdo de frequéncias encontradas em nosso
estudo, quando comparada com outros estudos do Brasil, mostra heterogeneidade
filogeografica dos genes estudados. Deste modo, estes dados sugerem que oS

parametros de inativacao xenobidtica podem variar entre grupos étnicos.
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2.Abstract
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Variants that affect gene expression or protein function have become increasingly
popular markers in human molecular genetics. These include the phase Il Glutathione S-
transferases (GSTs), which are a family of enzymes capable of multiple reactions with
endogenous and xenobiotic substrates. Recent pharmacogenomic studies have revealed
significant interethnic differences in allelic frequencies of GSTs among various ethnic
groups and regions. We have therefore investigated the frequencies of the GSTMI,
GSTT1 (null alleles) and GSTP1 (rs1695) polymorphisms in three different Brazilian ethnic
groups (Amerindians, Caucasians and African-Americans). To verify the frequencies
between these variants in this population, 203 individuals were genotyped by PCR
multiplex and PCR-RFLP methods. Frequency of GSTM1- polymorphism was 33.2%,
while the GSTT1 null (GSTT1-) with 30.2%, sets the highest percentage of absence of this
gene in Brazil. For these two variants (GSTM1- and GSTT1-) unable to find statistical
differences in the distribution of their respective frequencies between the three ethnic
groups studied. The GSTP1*B (rs1695) had the highest frequency of allelic Brazil (35.1%),
while the heterozygous genotype (lle/Val), the most prevalent of all (46.6%). We found a
statistically significant difference when compared to its genotype frequency between
Amerindians with Caucasians (p = 0.016) and Afro-Americans (p= 0.033). In conclusion,
considerable variation of frequencies found in our study, when compared to other studies,
shown a considerable heterogeneity phylogeographical to the genes studied. Thus, dates
suggest that normal inactivation of xenobiotics parameters should be varied within a given

ethnic group.
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3.Introducéo

17



3.1 As Glutationas S-transferases

A Glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) faz parte de uma superfamilia de
proteinas cataliticas e ligantes, distribuidas em uma grande diversidade de organismos
aerobicos, de bactérias a humanos (FROVA, 2003) e sao, geralmente, reconhecidas
como enzimas de detoxificacdo, ou de fase Il, devido a capacidade de catalisar a
conjugacao destes compostos com a glutationa (KETTER 1988, MILLER et al. 1997,
WILCE & PARKER 1994). As GSTs catalisam a reacdo do composto antioxidante nao
enzimatico, o tripeptideo glutationa (GSH; -glutamil-cisteina-glicina) (Figura 1A) com um
eletréfilo hidrofébico, xenobidtico ou enddgeno, os quais podem ser tdxicos e/ou
carcinogénicos para o organismo (Figura 1B) (AMES et al., 1990; DIXON et al., 2002;
MEISTER et al., 1983; SALINAS e WONG, 1999). Além disso, essa familia de enzimas
contém classes de enzimas responsaveis pela remocao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), mais especificamente, catalisam a reacédo do H,O, em 2H,0, sem a presenca do
Se (Selénio). Esta mesma reacdo € catalisada pela Glutationa peroxidase (GPx; EC.

1.11.1.9) na presenca do selénio (Se) (SHEEHAN et al., 2001).

CO,H
o
»  NH, RX
HN A
/HS/ "\I\_N.H Glutationa (GSH) AN » RSG
_J 3 \—COH Gutationa

S-transferase
Glutationa (GSH)

A B

Figura 1. A - tripeptidio glutationa (GSH; -glutamil-cisteina-glicina). B - Esquema da reacgdo de conjugacao

da glutationa catalisada pela GST com xenobiéticos.

As GSTs foram primeiramente descobertas em animais em 1961 (BOOTH et al.,

1961; COMBES e STAKELUM, 1961) como responsaveis pelo metabolismo de
18



desintoxicacao de drogas (WILCE e PARKER, 1994). Nos diferentes organismos, outras
funcbes da enzima GST ja foram descritas, como a tolerdncia ao estresse oxidativo
(KAMPRANIS et al.,, 2000); aos inseticidas (RANSON et al. 1997; TANG; TU, 1994) e
antibiéticos microbianos (ARCA et al.,1997); transporte de produtos secundarios toxicos
(MUELLER et al., 2000); sinalizagdo da célula durante as respostas ao estresse (LOYALL
et al., 2000) e fendbmenos de resisténcia envolvendo agentes de quimioterapia contra o
cancer (McLELLAN e WOLF, 1999; TEW, 1994).

A GST é uma proteina soluvel, predominantemente citossolica, constituida de
homodimeros ou heterodimeros de 50 KDa, com subunidades de 23 a 29 KDa (DIXON et
al.,, 2002) (Figura 2). Cada subunidade da estrutura dimérica apresenta um sitio ativo
com cinéticas independentes (DANIELSON e MANNERVIK, 1985). A enzima possui dois
sitios de ligacdo: o sitio G, ou sitio ligante do tripeptideo GSH, localizado no dominio N-
terminal da proteina e o sitio H, ou o sitio ligante de um substrato eletrofilico hidrofébico,
localizado no C-terminal. O sitio G apresenta alta especificidade, sendo que apenas a
GSH e moléculas estruturalmente relacionadas servem como substrato. O sitio H, ou sitio
de ligacédo do substrato eletrofilico hidrofébico é mais flexivel que a observada no sitio G.
Particularmente, nessa regido ligam-se diferentes substratos, como xenobiéticos (p.e.
herbicidas) ou compostos tdxicos endogenos (p.e.H.0,) (NEUEFEIND et al., 1997;
REINEMER et al., 1996). Apesar das subunidades serem, na estrutura geral da enzima,
independentes cataliticamente, elas existem na sua maioria na forma dimérica (DIXON et
al., 2002). A razéo para este evento permanece ainda desconhecida. Aparentemente, a
importancia da forma dimérica consiste na manutencgéo da estabilidade dos dois dominios
para cada subunidade da proteina (ARMSTRONG, 1997). Embora haja pouca
similaridade nas sequéncias de GSTs entre as diferentes classes, ha uma conservacao

muito alta.
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As GSTs sao divididas em doze principais classes: Alpha, Mu, Pi, Omega
(presentes em metazodrios), Phi, Tau e Lambda (presentes nas plantas), Theta e Zeta
(encontradas em plantas e metazoarios), Sigma (Mollusca e mamiferos), Delta (insetos) e
Beta (bactérias) (SHEEHAN et al., 2001). As estruturas tridimensionais destas classes
foram determinadas excetuando-se a classe Lambda. De modo geral, todas as estruturas
de GSTs sdo compostas por dois dominios, o N-terminal formado por trés alfa-hélices e
quatro folhas beta-pregueadas e o C-terminal formado somente por alfa-hélices

(geralmente de quatro a cinco hélices) (Figura 2).

GST

Figura 2. Estrutura basica tridimensional das Glutationas S-transferase. Esquema mostra extremidades
C-terminais (C-term) N-terminal (N-term) e o sitio de ligag@o (GST binding).(disponivel em

http://genomebiology.com).

3.2 Variabilidade Genética no Metabolismo de Xenobidticos

Diariamente 0s organismos entram em contato com grande quantidade de
substancias quimicas de diversas fontes ambientais — 0s xenobiéticos (HASLER et al.,
1999; LANG & PELKONEN, 1999). Muitos destes compostos sao lipofilicos e podem se

acumular no organismo atingindo concentra¢des toxicas ou mesmo letais (LANG &
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PELKONEN, 1999). O acumulo e a toxicidade sdo evitados através de enzimas que 0s
reconhecem e que os metabolizam a formas hidrofilicas que sdo facilmente eliminadas do
organismo (HASLER et al., 1999, WILKINSON & CLAPPER, 1997).

Muitas enzimas evoluiram para detoxificacdo de compostos xenobibticos e a
expressdo génica das mesmas € induzida em resposta a presenca de determinado
composto. Duas classes de enzimas participam deste processo, as de fase | (as enzimas

de ativagao) e as de fase Il (as enzimas de detoxificacédo) ( Figura 3).

‘ xenobiéticos ‘
Nodifcasao
quimica
Fase I ‘ ‘ Conjugacao ‘
‘ Fase ITI ‘ ‘ Exportacdo ‘

|

Excrecao ‘

Figura 3. Esquema da biotransformacgé&o de xenobioticos até a excrecao.

Grande parte dos pro-carcinGgenos presentes no meio ambiente estdo
quimicamente inertes. Para tornarem-se metabdlitos altamente reativos capazes de
ligarem-se ao DNA e exibirem atividade carcinogénica, necessitam da ativacao
metabdlica pelas enzimas oxidativas (de ativacdo) da fase I, que sdo principalmente
enzimas da superfamilia Citocromo P450 (CYP450). As CYP450 sdo as principais
enzimas na ativacdo metabdlica dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PAHS), que
sdo alguns dos principais carcinégenos encontrados no meio ambiente como poluentes,

em intermediarios epoxidos, 0s quais sao convertidos com o auxilio da enzima epoxido-

21



hidrolase a carcinégenos propriamente ditos, os diol-epdxidos (SHIMADA e FUJII-
KURIYAMA, 2004). Dessa forma, através da introducdo de um ou mais grupamentos
hidroxila no substrato, um pro-carcin6geno pode tornar-se carcinbgeno, como O
benzo[a]pireno que € convertido em epoxido de benzo[a]pireno (NEBERT, 1991;
PERERA, 1996; SHIMADA e FUJIKURIYAMA, 2004). Dentre as enzimas denominadas da
Fase Il envolvidas no processo de detoxificagdo, as GSTs desempenham um papel
predominante no metabolismo celular, bem como na modificagdo de compostos
eletrofilicos reativos, tanto pela conjugag¢do com as glutationas, como também por ligacao
ndo covalente com varios agentes xenobidticos, incluindo carcinbgenos e drogas
citotéxicas, como os PAHs presentes na dieta alimentar e na fumaca dos cigarros,
impedindo a ligacdo destes ao DNA (VAN POPPEL et al., 1992; BROCKMOLLER et al.,
1993; STRANGE e FRYER, 1999). Tais compostos eletrofilicos reativos podem ser
resultantes também, de processos enddgenos, iniciados, por exemplo, na respiracdo e em
processos inflamatérios, ou ainda, por radiacdo ionizante com a producdo de ROS,
incluindo radicais superoxido e hidroxila (LANG e PELKONEN, 1999). Desse modo, é
possivel concluir que tais enzimas desempenham uma funcéo protetora contra os radicais
livres. Varios quimioterapicos sdo também substratos para as GSTs e, neste caso, a
conjugacao destes pode levar a uma diminuicdo do efeito e a ocorréncia de resisténcia
celular WORMHOUDT et al., 1999).

As acdes das enzimas de fase | e Il tornam os compostos mais soluveis e mais
rapidamente excretados, impedindo o seu acumulo e hipotetizando que devido a este
processo, devem diminuir o risco de cancer. Entretanto, os produtos mais soluveis de
alguns compostos séo ainda mais carcinégenos do que a forma original. Portanto, uma
mutacdo que aumente a expressao génica ou a atividade da proteina produzida, pode
aumentar a quantidade de carcindgenos reativos formados e, entdo, aumentar o risco de

cancer (DUNNING et al., 1999). Dependendo da estrutura do composto inicial, a reacao
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de fase | pode ser suficiente para torna-lo solavel em agua e elimina-lo do organismo sem
a necessidade da reacéo de fase Il (GUENGERICH & SHIMADA, 1998; NEBERT, 1991;
NEBERT & ROE, 2001; PUGA et al., 1997; VENITT, 1994).

O estudo de variacdes interindividuais na capacidade de metabolizacdo de
xenobidticos ja permitiu identificar inimeros polimorfismos genéticos que afetam os niveis
de expressdo ou a atividade catalitica das enzimas envolvidas através de diferentes
mecanismos moleculares (MACLEOD et al.,, 1997; MEYER e ZANGER, 1997). Muitos
xenobidticos que desempenham papel importante na etiologia de doencas podem ser
ativados ou inativados por enzimas polimorficas e, dependendo do tipo de reacao
mediada por esta enzima, sua deficiéncia pode conferir vantagem ou desvantagem na
susceptibilidade a certa patologia (Figura 4) (DALY et al., 1993). Em algumas situacdes a
toxicidade da molécula é reduzida durante a fase |, em outras sdo gerados metabdlitos
secundérios capazes de induzir dano ao DNA (VENITT, 1994). Estas substancias
apresentam a capacidade de formar ligagbes com o DNA, produzindo produtos
guimicamente estaveis conhecidos como adutos (adducts). A formacdo de adutos é
caracteristica de substancias carcinogénicas, podendo levar a delecdes, adicdes e
substituicdes de bases (NEBERT, 1991; VENITT, 1994). Estas alteracdes genéticas séao,
no entanto, evitadas por proteinas codificadas pelos genes supressores de tumor, entre
estes o TP53, cuja funcdo é manter a estabilidade genémica através da interrupcdo do
ciclo celular permitindo que o DNA seja reparado por enzimas especificas, além de induzir
a transcricdo de genes que regulam a apoptose quando nédo for possivel corrigir o erro
genético (AGARWAL et al., 1998; MULLAUER et al., 2001).

Segundo GEISLER e OLSHAN (2001), individuos deficientes em multiplos passos
enzimaticos possuem risco aumentado para o desenvolvimento de tumores. O impacto de
um unico polimorfismo genético pode ser fraco, mas € amplificado quando interacdes

entre mais de um gene polimorfico sdo analisadas (KADLUBAR, 2001), sendo sugerida
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uma maior susceptibilidade para aqueles individuos que possuem alteracfes simultaneas
nas fases | e Il da metabolizagéo.

A interacdo entre a constituicdo genética do individuo e os fatores ambientais € de
grande importancia na determinacdo do fenétipo. Sendo o metabolismo um processo
bastante complexo, um grande nimero de enzimas deve estar envolvido, de modo que se
torna necessario elucidar o papel de genes relacionados com surgimento de
determinadas doencas na populacdo humana (AU et al., 2001), bem como sua
distribuicAo em diferentes populagbes, sendo um ponto de partida alvo para o

estabelecimento de terapéutica farmacoldgica personalizada.

Xenobidtico — nMc”;ac:C;ggl(i:tc? —_» Eiminagdo

!

Metabolit
reactivo

|

Ligacdo a moléculas na célula  — 3 Reparacédo celular

(enzimas receptores, membranas, (reparagdo de DNA,
DNA) i sinfese profeica, elc.)
Toxicidade

(mudangas fisiologicas, danos a tecidos, cancro)

Figura 4. Mecanismos de inativacdo/ativacdo de xenobidticos.

Os gendtipos que conferem variacdes nos niveis de atividade enzimatica das fases
| e Il estdo associados a susceptibilidade individual ao desenvolvimento de cancer e/ou
variagbes em respostas terapéuticas a tratamentos com farmacos (GARTE, 1998). Com
isso, alguns individuos ou subpopulacfes, como diferentes etnias, podem apresentar risco
significativamente maior de desenvolver cancer quimicamente induzido do que a média
populacional, devido as diferengas expressivas nos processos de ativacao e detoxificacao
(IDLE, 1991; GILLILAND, 1997; CAPORASO, 1999). Falhas nesses processos (fase | e

fase Il) favorecem o acumulo de alteracdes ocorridas em regides de proto-oncogenes
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e/ou genes supressores de tumor, que estimulam e inibem a proliferacdo celular,
respectivamente, promovendo o surgimento de um tumor (ALBERTS et al., 2002). Um
grande namero de genes que codificam enzimas envolvidas nas vias de biotransformagéo
de xenobidticos e na defesa celular foi identificado e clonado, aumentando assim, o
conhecimento sobre as variantes alélicas desses genes que tornam a susceptibilidade as
doencas variavel (THIER et al.,, 2003). Muitos genes da superfamilia CYP450 e GST,
envolvidos na ativagdo e detoxificacdo de xenobidticos, sdo conhecidos pelos seus
polimorfismos (MANNERVIK et al., 1985; NEBERT et al., 1996), sendo que algumas
destas variantes foram encontradas associadas a diversos tipos de cancer. Esses
polimorfismos séo frequientes e, tanto o tipo quanto a freqtiéncia, étnico-dependentes. Os
polimorfismos avaliados em popula¢gBes brasileiras até agora mostram muitas vezes
frequéncias diferentes das obtidas em etnias semelhantes presentes em outros paises,
provavelmente reflexo da intensa miscigenacdo que caracteriza a populacéo brasileira

(AMORIM et al., 2002; ROSSINI et al., 2002).

3.3 Polimorfismos genéticos da GST

Cada classe das GSTs é codificada por um Unico gene ou por uma familia génica.
Diferentes estudos sugerem que inumeros sistemas genéticos de controle e modulacao
do metabolismo enzimético de xenobidticos estdo envolvidos na génese de diferentes
tipos de tumores (WUNSCH e GATTAS, 2001). A variag&o interindividual para metabolizar
xenobidticos, também chamada de polimorfismo metabdlico, pode ser de substancial
importancia na determinacdo deste risco e, portanto, a analise da distribuicdo étnica
destes polimorfismos é importante para identificar grupos de maior risco. Existem varios
mecanismos genéticos responsaveis pela variacdo e modulacdo final da enzima

metabolizadora (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquemética de diferentes mecanismos moleculares de polimorfismos de
enzimas metabolizadoras. Neste esquema, introns sao representados pela cor branca, exons em cor preta
e mutagdes por pequenas sombras. A regido regulatéria do gene é representada por uma linha ao lado do
gene. Muitos mecanismos de polimorfismos genéticos séo distinguiveis aqui. A regido codificante do gene
da enzima metabolizadora pode ser completamente ausente (1), causando uma completa auséncia da
proteina. A parte regulatéria do gene pode estar mutada, causando a formacdo de menores niveis de pré
mMRNA e proteina (2). A mutacdo também pode estar presente em uma regido entre introns e exons (3), 0
gue causa um splicing incorreto do pre RNAmM e a formagdo de uma proteina incompleta ou inativa. A
mutacdo pode estar presente em algum lugar do exon, possivelmente causando uma mudanca de
aminoacido na proteina que podera alterar (4) atividade catalitica da enzima ou até mesmo inativa-la (5).

3.3.1 GSTM1

Na classe mu, cinco genes (GSTM1 a 5) foram mapeados no cromossomo 1
(1p13.3) (Figura 6). Os genes estédo separados por aproximadamente 20 kb e localizados
na seguinte ordem: 5..GSTM4 — GSTM2 — GSTM1 — GSTM5... 3". O gene GSTM3

localiza-se ap6s 0 GSTM5, porém numa orientagdo 3'- 5°. Trés alelos diferentes foram
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identificados no mesmo locus GSTML1, incluindo a delecédo do gene (GSTM*0 ou GSTM1-)
e duas outras mutacdes (GSTM1*A e GSTM1*B) que diferem na substituicdo da base C
por G na posicdo 534 (REBBECK, 1997). Individuos com pelo menos um dos dois alelos
funcionais para GSTM1 (GSTM1*A e GSTM1*B) sdo chamados GSTM1l-positivos e
apresentam a mesma eficiéncia metabdlica. Ja os individuos portadores da delecdo
(GSTM1-) deste gene s&o designados GSTM1-nulos (GATTAS et al., 2004), pois a
delecdo frequentemente estd presente em ambos alelos resultando no gendtipo
homozigoto nulo (ROODI et al., 2004). O alelo nulo GSTM1 (GSTM1-) resulta de uma
recombinacdo homologa envolvendo repeti¢cdes de 4,2Kb em 5" e 3’ (XU et al., 1998), que
causa uma delecdo de 16Kb contendo todo o gene GSTM1. A excisdo desse gene é

precisa, deixando os genes adjacentes intactos.

GSTM4 GSTM 2 GSTM 1 GSTM 5 GSTM 3
—»—-—/[:—W = — -
Salle ' \ g = 5

Wild-type allele

Null allele S =

Figura 6. Localizagdo de genes da familia GST classe mu e delecdo completa do gene GSTML1.

Individuos GSTM1-nulos exibem auséncia da atividade enziméatica e sugere que
eles possuam um risco aumentado para efeitos de uma grande variedade de
carcindgenos ambientais (MILLIKAN et al., 2000). GSTM1- foi positivamente associado
com niveis altos de adutos no DNA, sugerindo que este possa influenciar na

carcinogénese (NAZAR-STEWART et al., 1993). ZHONG et al. (1993) descreveram um
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excesso de individuos com este genétipo entre casos de cancer coloretal: 56,1%
comparado com 41,8% do grupo controle. Mais de 70% dos individuos com tumores no
colon proximal sdo portadores do gendétipo nulo.

O gendtipo nulo tem uma frequiéncia acima de 50% entre caucasoides, chineses e
indianos (BOARD et al., 1990). Em alguns estudos realizados em popula¢cdes brasileiras
as frequéncias do gendtipo nulo descritas foram de 55% (ARRUDA et al., 1998), 60,2%
(GATTAS e SOARES-VIEIRA, 2000), 48,9% (ROSSINI et al., 2002) e 55,4% (GATTAS et
al., 2004). Devido a alta frequéncia do gendtipo nulo na maioria das populacdes
analisadas, que varia entre 0s grupos étnicos, a distribuicdo alélica deste gene tem sido

muito estudada.

3.3.2 GSTT1

Outro gene de importancia nos estudos sobre susceptibilidade ao cancer, é o da
classe theta GSTT1, mapeado no cromossomo 22 (229g11.2) (PEMBLE et al.,1994). A
enzima codificada por este gene é capaz de detoxificar pequenos hidrocarbonetos

reativos, como o diepoxibutano (PEMBLE et al., 1994).

HA3 GSTT1 HA5  GSTT2 GSTT2P
i S —
- il ~50kb ~~._  DDCT DDCT
/// \ \\ T -
Wild-type allele A % TS~

Figura 7. Localizagdo de genes da familia GST classe theta e dele¢do completa do gene GSTT1.
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O gene GSTT1 também é polimorfico e apresenta um alelo nulo (GSTT1-) que resulta na
auséncia da producdo da enzima em individuos homozigotos (Figura 7) (PEMBLE et al.,
1994).

Em humanos, a conjugacéo do halometano dependente de glutationa é polimorfica,
com 60% da populagdo classificada como “conjugadores” e 40% como “nado
conjugadores”. PEMBLE et al. (1994) demonstraram que o gene GSTT1 esta ausente em
38% da populacdo. A presenca ou auséncia do gene é coincidente com o fendétipo
conjugador (GSTT1+) e ndo conjugador (GSTT1-). A auséncia da enzima implica na nao
detoxificagdo de uma série de compostos, como 0s halometanos sintéticos e outros
guimicos industriais. As frequéncias do GSTT1-nulo descritas na literatura sdo menores
do que as descritas para 0 GSTM1-nulo e ha uma baixa variacao entre diferentes grupos
étnicos. Ha indica¢cbBes de que a Unica excecdo ocorra em asiaticos, que apresentam uma
freqiéncia maior de genétipo GSTT1-nulo, variando de 46 a 58% em chineses e de 42 a
46% em coreanos (GEISLER e OLSHAN, 2001). Em um estudo na populagéo brasileira,
as frequéncias descritas foram de 26,3% em negros, 22,3% em brancos e 17,2% em
mulatos (GATTAS et al., 2004). Outros estudos realizados na populacéo brasileira, mas
somente em caucasoides apontam frequéncias de 18,5% (ARRUDA et al., 1998) e 25,1%
(ROSSINI et al., 2002). CHEN et al. (1996) descreveram um método para a
caracterizacdo simultanea dos alelos GSTM1 e. A frequéncia do gendtipo nulo para o
GSTM1 foi maior em brancos e para GSTT1l-nulo maior em afro-descendentes. A
freqiéncia observada do gendtipo “duplo nulo” ndo foi significativamente diferente do
previsto, assumindo que os dois polimorfismos sdo independentes. Genoétipos GSTT1
e/ou GSTM1 nulos estdo associados a um aumento de risco de cancer de bexiga,
pulméo, coloretal e de cabeca e pescoco (COTTON et al., 2000; ENGEL et al., 2002);
bem como a outros tipos de céancer, pois a auséncia dessas enzimas poderia reduzir a

capacidade de um organismo detoxificar metabdlitos reativos.
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Além disso, os niveis de adutos de DNA, trocas entre cromatides-irmas e mutacdes
genéticas somaticas podem ser maiores em portadores dos genotipos GSTM1/GSTT1
nulos (REBBECK, 1997). Os genotipos GSTM1/GSTT1 nulos foram positivamente
associados com o cancer de mama em mulheres com histéria familial de cancer de mama
(MILLIKAN et al., 2000). A delecdo em homozigose do gene GSTM1 € observada em
taxas que variam de 20 a 70% nas diferentes populacdes investigadas, enquanto para o

GSTT1, essa taxa € descrita como sendo de 11 a 38% (ABDEL-RAHMAN et al., 1996).

3.3.3 GSTP1

O gene GSTP1, localizado em 11g13 (MOSCOW et al., 1988), codifica a isoenzima
P1, que esta envolvida no metabolismo de compostos halogenados, moléculas de baixo
peso molecular e epoxidos reativos de alguns PAHs (DUSINKA et al., 2001),
apresentando maior concentracao nos pulmdes, esbfago e placenta. BOARD et al. (1990)
descreveram trés diferentes alelos GSTP1, sendo estes denominados GSTP1*A, que é o
alelo selvagem, GSTP1*B e GSTP1*C. A variante GSTP1*B apresenta uma transicdo A/G
no nucleotideo +313 do éxon 5, mudando o cédon 105 de ATC (lle) para GTC (Val). O
GSTP1*C é caracterizado por duas transicdes de nucleotideos, sendo a primeira, a
mesma observada no GSTP1*B, e a segunda, uma transicdo C/T no nucleotideo +341 do
éxon 6, resultando na mudanca de GCG (Ala) para GTG (Val) no c6don 114. O cédon 105
compreende parte do sitio ativo da enzima GSTP1 para a ligacao de eletrofilicos reativos,
e a substituicdo lle105/Vall05 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).

VariacOes estruturais adicionais causadas pela mudanca do aminoacido alanina

para valina no codon 114 na GSTP1*C sao de menor magnitude do que aquelas
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causadas por mudancas no codon 105, ndo possuindo tanto impacto na atividade
catalitica. O alelo GSTP1*B foi associado com o aumento da incidéncia de canceres de
bexiga, testiculo e prostata (HARRIES et al., 1997), laringe e faringe (MATTHIAS et al.,
1998) e pulmdo (RYBERG et al.,, 1997; STUCKER et al., 2002), devido a atividade
reduzida da variante GSTP1*B. Desse modo, a variante GSTP1*B, por apresentar menor
capacidade de detoxificacdo dos metabdlitos ativos, pode ser um fator de risco e um
indicador de susceptibilidade para céanceres nos quais os PAHs estejam envolvidos na
etiologia, como ocorre no caso dos canceres de boca, cuja incidéncia aumenta de modo
muito importante entre os individuos expostos ao tabaco.

Sem duvida, tais polimorfismos modulam o risco de desenvolvimento de algumas
neoplasias, porém, somente estudos subseqientes poderdo fornecer melhores
informacgdes sobre as contradicdes ora observadas, estabelecendo assim a participagéo

dos mesmos na carcinogénese humana.

3.4 Grandes Grupos Etnicos Brasileiros

A populagéo brasileira é uma das mais heterogéneas do mundo, resultado de cinco
séculos de cruzamentos entre individuos de trés continentes: os colonizadores Europeus,
principalmente representados pelos portugueses, os escravos Africanos e os Amerindios
nativos (PARRA et al., 2002). 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 pigmentacdo da pele, cor e textura do cabelo, e formas dos labios e
nariz, sdo constantemente utilizados para a categorizacdo racial e desta maneira,
costumam ser usados como fatores de segregacdo social. Entretanto, acredita-se que

estes tracos oligogenéticos se estabeleceram em conseqiiéncia aos fatores geograficos
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seletivos, como a radiagao e o calor, e sua utilizagdo como marcadores de “raga” pode ser
biologicamente erronea (PARRA et al., 2002). Entretanto, a distribuicdo da variacédo
genética difere entre os principais grupos humanos.

O conhecimento da variabilidade na suscetibilidade a doencas e a identificacdo de
fatores de risco sao de grande importancia para o desenvolvimento de medidas de
prevencao. Para uma avaliagdo mais consistente da participacdo de fatores genéticos em
populacdes especiais é de fundamental importancia o conhecimento da distribuicdo dos
mesmos nas populacdes das quais as amostras foram obtidas (RAUNIO et al.,1995).

No Brasil, os povos amerindios teriam sido os primeiros colonizadores (no sentido
de que se propagaram pelo territério). O numero provavel desses habitantes originais no
que se refere a toda a América Latina seria de 43 milhdes, com cerca de dois milh6es
deles vivendo no Brasil (SALZANO e CALLEGARI-JACQUES, 1988). Sua origem ainda
nao foi plenamente esclarecida, mas atualmente o quadro mais aceito quanto as origens
dos nativos americanos € de que eles teriam provindo das montanhas Altai do sul da
Sibéria, de onde teriam migrado em uma onda mais ou menos continua, entrando no
continente ha pelo menos 15 mil anos usando como rota a costa do oceano Pacifico
(SALZANO e BORTOLINI, 2002). Ha indicacdes sobre os caminhos que esses migrantes
pré historicos tomaram, bem como sobre diferentes aspectos de seus padrdes de vida.
Isto pode ser inferido ndo somente através do material genético, mas também pelos
instrumentos que eles nos legaram, como pinturas em cavernas, e material mumificado.

A principio os portugueses acreditavam que os indios pertenciam ao mesmo grupo racial.
ApoOs algum tempo, percebeu-se que havia diferencas significativas. Hoje se diz que os
indios do Brasil podiam ser divididos em quatro principais grupos étnicos: tupi-guaranis
(regido do litoral), macro-jé ou tapuias (regido do Planalto Central), aruaques (Amazonia)
e caraibas (Amazobnia) (Figura 8). Hoje, no Brasil, vivem cerca de 460 mil indios,

distribuidos entre 225 sociedades indigenas, que perfazem cerca de 0,25% da populacao
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brasileira (IBGE, 2008). Cabe esclarecer que este dado populacional considera téo-
somente aqueles indigenas que vivem em aldeias, havendo estimativas de que, além
destes, h4 entre 100 e 190 mil vivendo fora das terras indigenas, inclusive em areas
urbanas. H4 também 63 referéncias de indios ainda n&do-contatados, além de existirem
grupos que estdo requerendo o reconhecimento de sua condi¢do indigena junto ao érgao

federal indigenista (IBGE, 2008).
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Figura 8. Povos indigenas no Brasil na época do descobrimento. (Disponivel em http://juserve.de).

Os Africanos foram introduzidos no comego 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).
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
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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 9) (MATTOSO, 1982; VIANA-FILHO,1988; FAUSTO,
1997). A contribuicdo da populacdo Africana para as populagbes atuais brasileiras é
encontrada em varios aspectos como a cultura, a religido e a origem genética das

populacdes atuais.

E}E‘:bq

Figura 9. Principais rotas e portos de transporte de escravos Africanos para o Brasil. (Disponivel em
http:// fesa.org.br).

Com relagdo a origem genética, o componente Africano miscigenado a outros
componentes como o Europeu e Amerindio, € um dos mais marcantes. Com relacdo a
imigracdo Européia, calcula-se que 500.000 portugueses chegaram ao pais entre 1500 e
1808 (SALZANO e FREIRE-MAIA, 1967). A colonizacdo inicialmente envolveu apenas
homens, pois a imigracdo Européia de mulheres nos primeiros séculos foi insignificante.
Portanto, desde o inicio da colonizacdo portuguesa houve miscigenacdo entre homens

portugueses e mulheres Amerindias.
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Durante o periodo de 1500 a 1808 aproximadamente 500.000 portugueses vieram
para o Brasil (CARVALHO-SILVA et al., 2001). Com a abertura dos portos brasileiros as
nacdes amigas, o Brasil recebeu nimeros crescentes de imigrantes de vérias partes do

mundo.
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4.0bjetivos
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Geral:

Avaliar os padrbes alélicos para o gene da Glutationa S-transferase (GSTM1,

GSTT1 e GSTP1) na populacdo sudeste baiana.

Especificos:

= Avaliar epidemiologicamente a distribuicdo de polimorfismosdos genes GSTM1,
GSTT1 e GSTP1, segundo as caracteristicas étnicas da populacdo sudeste baiana;

= Comparar as frequéncias génicas observadas com outras descritas na literatura,
visando contribuir para um melhor conhecimento da estrutura populacional;

= Possibilitar a disponibilizacdo de dados para a identificacdo de marcadores
genéticos correlacionados com as neoplasias em um estudo posterior com

associacao do tipo caso-controle.
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5. Justificativa e Relevancia
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O estudo da ancestralidade do individuo através de marcadores genéticos pode ser
atil por fornecer informacgdes, por exemplo, sobre mapeamento por mistura, predicdo de
riscos médicos, estudos de dispersdo de populacdes, fluxo génico e histdria 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). O estudo de amostras de diferentes grupos étnicos (Euro-descendentes,
Afro-descendentes e Amerindios) nos dara informacdes relevantes sobre a dinamica
génica na populacdo nordeste do Brasil e estrutura genética da populacdo brasileira,
caracterizada por significativa miscigenagdo 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 populacbes de diferentes grupos étnicos é de
grande interesse por servir de base para estudos epidemioldgicos populacionais e futuras
acOes de prevencdo em nivel sécio-populacional. Esses dados poderdao ser utilizados
para determinacdo de susceptibilidade a reacdes adversas a drogas, doencas e perfil
populacional para a industria farmacéutica brasileira, quer seja estatal ou privada,
segundo as necessidades apontadas para a politica de medicamentos do pais. Como o
equilibrio entre as enzimas que induzem a formacéo de metabdlitos reativos e as que 0s
inativa pode ter influéncia no desenvolvimento de neoplasias, deve-se considerar a
susceptibilidade genética na elaboracdo de modelos que estabelecam perfis de risco
populacional ou individual a exposicdo ambiental. Por isso, torna-se fundamental a
realizacdo de estudos genéticos para um melhor conhecimento do perfil biologico de
pacientes com a doenca. O desenvolvimento da farmacogenética como ciéncia no Brasil

ainda € modesta, e deve ser uma das areas prioritarias em saude, pois caracterizam a
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populacdo, geram conceitos béasicos, qualificam pesquisadores e interferem diretamente

em programas e normas nacionais para o uso racional de medicamentos.

6. Manuscrito
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GLUTHATIONE S-TRANSFERASE VARIANTS IN A BRAZILIAN POPULATION
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Abstract

Recent pharmacogenomic studies have revealed significant interethnic differences in Glutathione S-
transferases (GSTs) allelic frequencies among various ethnic groups. We have therefore investigated GSTM1 (gene
deletion), GSTT1 (gene deletion) and GSTP1 (rs1695) polymorphism frequencies in three Brazilian ethnic groups
(n=203). GSTM1 and GSTT1 polymorphism analyzes were performed by multiplex polymerase chain reaction (PCR)
and GSTP1 (rs1695) analysis was done by PCR-RFLP. GSTM1- polymorphism frequency was 33.2%, while GSTT1 null
(GSTT1-) was 30.2%. Valine GSTP1*B (rs1695) allele was present in 35.1% subjects, while the heterozygous form
(isoleucine/valine) was the most prevalent genotype (46.6%). We found a statistically significant difference
genotype frequency among Amerindians x Caucasians (p = 0.016) and Amerindians x African-Americans (p =
0.033). Considerable frequency variation was found in our study, even when compared to other studies, showing
considerable phylogeographical heterogeneity to the genes studied in Brazilian populations.

Keywords: Glutathione S-transferases; pharmacogenetics; Brazilian population; ethnicity; metabolic enzymes.

Introduction

Characterization of naturally occurring variations in the human genome has evoked
immense interest during recent years. Variations known as those that contain common
functional allelic variants that affect gene expression or protein function have become
increasingly popular markers in molecular genetics [1, 2]. Glutathione S-transferases (GSTs) are
an enzymatic family consisting of numerous cytosolic, mitochondrial, and microsomal proteins
able to catalyze multiple reactions with endogenous and xenobiotic substrates [3]. They
catalyze reduced glutathione conjugation to electrophilic centers via the sulfhydryl group on a
wide variety of substrates [4-6].

Soluble GSTs exist as dimeric proteins (~ 25 kDa) which are highly expressed,
constituting of up to four percent of the total soluble proteins in the liver [7]. At present, eight
soluble cytoplasmic mammalian GST distinct classes have been identified: alpha, kappa, mu,
omega, pi, sigma, theta, and zeta [8]. In general, GSTs catalyzed reactions are considered
detoxifying and serve to protect cellular macromolecules from damage caused by several
environmental carcinogens found in food, tobacco smoke, air and medications, endogenous
compounds such as peroxidized lipids [4], and inactivate products formed as secondary
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metabolites during oxidative stress [9-11]. GSTs are involved in gene-environment interactions,
modifying individual predisposition to various diseases and they were shown to be able to
influence treatment response to drugs such as glucocorticoids and alkylating agents [12-14].

It has been hypothesized that allelic variants are associated with less effective
detoxification [4-6]. Genetic polymorphisms have been described in all classes of GSTs [14].
There are three important described variants at the GSTM1 locus (1p13.3): GSTM1*0 (a deletion)
and others two polymorphisms (GSTM1*A and GSTM1*B) differ by a substitution at base
position C534G, there are no phenotype differences [15]. Theta GST class is encoded by the
GSTT1 gene (22g11.23) and it may present a deletion that results in a lack of functional gene
product (GSTT1*0) [16]. Most GSTM1 and GSTT1 null variant studies have compared the doubled
deletion with the genotypes containing at least one functional allele [14]. DNA adducts and
cytogenetic endpoints analyzed have indicated an increased susceptibility of GSTM1 and/or
GSTT1 null genotype to genotoxicity of common low-dose chemicals [17, 18]. The most
extensively studied GSTP1 gene (11q13) variant, GSTP1*B (rs1695), is an A1578G change at the
fifth exon (change of isoleucine to valine in the codon 105), which generals confer a lower
metabolic activity [19, 20].

Ethnicity is an important variable influencing drug response and pharmacogenetic
studies have revealed significant interethnic differences in allelic frequencies of polymorphic
genes encoding drug metabolizing enzymes, drug transporters and drug targets [21-24].
Accordingly, GSTM1, GSTT1 and GSTP1 allelic frequencies are different among various ethnic
groups and regions [25]. Brazil form is one of the most heterogeneous populations of the
world, which is the result of five centuries of mixing between populations colonizing European,
African slaves and native Amerindians [26]. Due to this high degree of miscegenation, the
Brazilian population; the fifth largest in the world, is unique compared to other populations
[27]- In this study, we have investigated GSTM1, GSTT1 and GSTP1 variant frequencies in Brazilian
individuals residing in Bahia, a Brazilian northeast State with highly admixed population. This
work provides the basis for future clinical studies concerning variability in the response and/or
toxicity to drugs known to be substrates for GSTs and determine whether there are differences
in this gene polymorphism among the three most prevalent Brazilian ethnic groups (African-

Americans, Amerindians and Caucasians).
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Methods

Subjects

All 203 individuals included in this study were blood donors at the Hospital Sao José
(Ilhéus, Bahia), who have reported no symptomatic, metabolic or genetic conditions (age
34.3+10.2; male 61% African-Americans 69.1%, Caucasian 15.7% and Amerindians 15.2%).
Volunteers were classified by self-reported ancestry in Caucasian, African-Americans or
Amerindian. Signed informed consent was obtained from each participants and the study was
conducted after being approved by the Human Ethics Committee from the Universidade

Estadual de Santa Cruz.

Sample collection and DNA analyzes

Peripheral blood (5ml) was collected in EDTA vacutainer tubes from all participating
individuals after obtaining their written consent. Genomic DNA extraction was performed from
whole blood using FlexiGene DNA Kit (Qiagen, Boston, MA, USA). GSTM1 and GSTT1
polymorphism analyses were performed by multiplex polymerase chain reaction (PCR) [28],
with the ubiquitous 8-globin gene as an internal standard. This was carried out amplification
using the following primers: GSTT1 forward primer 5°- TCT CCT TAC TGG TCC TCA CAT CTC - 35
GSTT1 reverse primer 5- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA - 37; GSTM1 forward primer 5°- TCA CCG
GAT CAT GGC CAG CA - 3% and GSTM1 reverse primer 5™- GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G -3
Each 25ul PCR reaction contained 2.5ul of 10X reaction buffer (Tris-HCl 1omM pH 8.3 and Kdl),
2mM MgCl,, 200uM each of deoxynucleoside triphosphates, 10pmol of each primer, 1 unit of
Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and 10ong genomic DNA.
Thermal cycling conditions for the PCRs were as follows: 15min at 95°C, followed by 30 cycles of
95°C for 2min, 60°C for 1min, and 72°C for 1min, with a final extension at 72°C for 1omin. PCR
products were visualized on a 2% (w/v) agarose gel (Pronadisa, Madrid, Spain) electrophoresis
at 100V for 50 min. Two 48obp bands for GSTT1 and 215bp for GSTM1 were obtained for the
GSTT1+/GSTM1+ genotype. GSTT1+/GSTM1- genotype showed one band of 480bp, and the GSTT1-
/GSTM1+ genotype showed a band of 215bp. For the GSTT1-/GSTM1- genotype (designated as null
genotype), no bands were obtained and thus 8-globin (268pb) internal positive standard was
necessary. GSTP1 (rs1695) analysis was done as previously described by Harries et al. [29].
Briefly, the primers P105 F 5'- ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA - 3' and P105 R 5'- TGA GGG CAC
AAG AAG CCC CT - 3' were used to obtain a 176bp fragment. PCR products (20uL) were digested
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with 5U BsmAl restriction endonuclease (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) in a 25uL
reaction and digestion products were separated by electrophoresis on 3.5% (w/v) agarose gel.
Mutations resulted in 91 and 85pb fragments and 176pb fragment was seen for the wild-type
form.

Statistical analysis

Individual markers analyses comparing variant frequencies among ethnic groups were
performed using x2 tests. Statistical programs used were the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and UNPHASED [30]. Hardy-Weinberg equilibrium test
was also performed using x2 tests [31]. Population stratification was accessed using Structure
2.2 [32] and multiple logistic regression analysis was carried out to evaluate ethnic influences

on the polymorphisms frequency. Statistical significance was assumed as p < 0.05.

Results

GSTM1 and GSTT1 variant frequencies among the three ethnic groups and gender are
shown in Table 1. GSTM1- allele was found in 33.2% of the population, while the GSTT1- obtained
a frequency of 30.2%. When both variants were analyzed together, the most frequently form
observed in the total sample was GSTM1+/GSTT1+ (48.8%) and this pattern was found for all
conditions (ethnic groups and genders). Null variant frequencies showed that in Caucasians
and African-Americans GSTM1- were overrepresented when compared with Amerindians
frequency, while Amerindians GSTT1- was more frequent represented than African-American or
Caucasian. There were no significant statistical differences among the ethnic groups studied
and gender (Figure 1). The GSTP1 (rs1695) most frequent genotype was the heterozygous with
46.6%, (Table 1) and this pattern was found in all conditions, except for Amerindians that had a
higher prevalence of homozygous isoleucine genotype (62,1%). Indeed, we found a statistically
significant difference when compared GSTP1 (rs1695) frequency in Amerindians and Caucasians
(p = 0.016) or Amerindians and African-Americans (p = 0.033) (Figure 1). Isoleucine allele was
the most frequent with 64.9%. Using multiple logistic regression analysis, it was further
confirmed that the Amerindians is characterized for lower GSTP1*B frequency after corrections
for age and gender (OR = 0.120 [0.015 - 0.961] p = 0.046) (Table 2). Statistical analysis showed
no genotypic or allelic frequency significant differences among gender and observed

frequencies of all variants have followed the Hardy-Weinberg equilibrium (p > 0.05) (Figure 1).
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Table 1: GSTT1, GSTM1 and GSTP1 variant frequencies.

Gene Variant Total Caucasian African-American Amerindian Male Female
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
GSTM1 GSTM1- 0.332 0.379 0.338 0.265 0.328 0.328
GSTM1+ 0.668 0.621 0.662 0.735 0.672 0.672
GSTT1 GSTT1- 0.302 0.276 0.289 0.382 0.292 0.328
GSTT1+ 0.698 0.724 0.711 0.618 0.708 0.672
GSTM1/GSTT1 GSTM1-/GSTT1- 0.122 0.138 0.113 0.147 0.117 0.148
GSTM1+/GSTT1- 0.180 0.138 0.176 0.235 0.175 0.180
GSTM1-/GSTT1+ 0.210 0.241 0.225 0.118 0.212 0.180
GSTM1+/GSTT1+ 0.488 0.483 0.486 0.500 0.496 0.492
GSTP1(rs1695) lle 0.649 0.625 0.611 0.741 0.644 0.620
Val 0.351 0.375 0.389 0.259 0.356 0.375
lle/lle 0.405 0.300 0.364 0.621 0.394 0.432
lle/val 0.466 0.650 0.495 0.241 0.500 0.386
Val/val 0.128 0.050 0.141 0.138 0.106 0.182
lle: Isoleucine allele
Val: Valine allele
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Figure 1: Statistical analyzes results. “a” means allelic association test and “g” means genotypic

association test. Solid line parallel to y axis represents p = 0.05. Any point plotted below this line
represents statistical significant difference among compared groups.



Table 2: Logistic regression analysis of the GSTM1, GSTT1 and GSTP1 polymorphisms among ethnic
groups for risk of mutant allele.

Variant African-American p Caucasian p Amerindian p

OR" (Cl 95%) OR" (Cl 95%) OR" (Cl 95%)
GSTM1- 1.153(0.407-2.261) 0.789 1.483(0.414-5.313) 0.545 0.793(0.312-2.018) 0.626
GSTT1- 0.562(0.184-1.722) 0.313 0. 479(0.129-1.777) 0.271 1.148(0.472-2.790) 0.761
GSTP1*Val 0.212(0.035-1.270) 0.089 0.095(0.006-1.584) 0.101 0.120(0.015-0.961) 0.046%

Reference group is GSTM1+, GSTT1+ and GSTP1*lle, respectively.
*Odds Ratio (OR) and 95% Confidence Interval (Cl) for each reference allele compared are shown.

*p<0.05.

No significant population stratification was observed when analyzed all three variants

on Structure 2.2 (data not shown).

Discussion

Metabolic genes form a genetic marker group that has been extensively examined,
especially in case-control studies in complex diseases, such as cancer or drug therapy response.
The identification of genetic variants identification with high frequencies in genes involved with
carcinogenic metabolism, like as found in our study (35.1% to GSTP1*B), has allowed
development of hypotheses that attempt to explain the high degree of individual variability in
susceptibility to cancer [33].

In addition, pharmacogenetic has recently taken an important role showing significant
differences, inter and intra population in metabolism, efficacy and toxicity of drugs [34], and
this fact varies between regions studied. The Brazilian population, especially in the northeast,
offers a great research potential because it presents a unique admixture and diversity of
variant combinations in different loci enabling gene interaction studies [35]. The southeast of
Bahia region presents one of the most heterogeneous Brazilian populations [36].

This study aimed to access GSTM1, GSTT1 and GSTP1 variant frequencies and determine
whether there are differences in these among ethnic groups of northeastern Brazil for the first
time. Although African-Americans gender ratio was not homogeneous (data not shown),
genetic variants distribution studied in this sample was homogeneous across gender. These
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results confirm the data from other studies that also found no statistical significant differences
when frequencies were compared across gender [33]. Subjects’ age was another factor
without influence on variant frequencies (data not shown) corroborating with other study [33],
and therefore allows us to exclude that the possibilities of these variants being crucial for the
overall survival of individuals.

Interestingly, we found significant difference in the variants distribution of GSTM1 and
GSTT1 in our sample, when compared with other studies conducted in Brazil. The GSTM1-
frequency (33.2%) is the lowest, corroborating with other studies. Moreover, the frequency of
GSTT1-, with 30.2%, is the highest [37, 38].

The heterozygotes frequency of the GSTP1 gene, which is a measure of genetic diversity,
showed to be high (46.6%), suggesting a possible trend towards heterozygosis for the variant
in the Northeast population. To date, this is the first study that has performed GSTP1 (rs1695)
analysis in a Brazilian Amerindian population.

GSTP1 (rs1695) frequencies were statistically different in Amerindians from Caucasian
and African-Americans, p = 0.016 and 0.033, respectively. The genetic drift may be explained for
the GSTP1 (rs1695) homozygote high frequencies among Amerindians (62.1%), as compared to
African-American (36.4%) and Caucasians (30.0%), beyond natural selection in response to
environmental changes, since these genes encode enzymes responsible for metabolizing a
large number of xenobiotics.

Multiple logistic regression analysis was carried out and confirmed that there is a
significant difference in allelic distribution among the ethnic groups. This finding supports that
GSTP1 allelic distribution is differently present among the ethnic populations. However, these
findings need to be interpreted with restrictions because there is no molecular analysis of
ethnic background in order to confirm the information raised by the volunteer’s self-
identification of ethnicity, especially considering that it has been shown an intense ethnic
admixture in this population. To date, this is the first study that has performed GSTP1 (rs1695)
analysis in a Brazilian Amerindian population.

Our results shown in Brazilian individuals genotyped for GSTM1, GSTT1 and GSTP1 allelic
variants provided a considerable finding of phylogeographical heterogeneity, reporting further
evidence for ethnic variability in drugs and xenobiotics metabolism. We hope that our results
will aid in understanding the Brazilian population ethnic diversity and offer basis for more

rational use of drugs that are substrates for those variants.
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7.Conclusoes
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A frequiéncia do alelo GSTM1- na populagéo de estudo foi a mais baixa do pais com
33,2% (Apéndice 1);

A nulidade para gene GSTT1 (GSTT1-), com 30,2%, configura o mais alto percentual
de auséncia desta variante no Brasil (Apéndice 1);

Para o genétipo combinado das duas variantes (GSTM1- e GSTT1-) nao foi possivel
observar, por meio de testes estatisticos, diferenca na distribuicio de suas
respectivas frequéncias entre os trés grupos étnicos estudados (Afro-descendentes,
Euro-descendentes e Amerindios) e na comparacao destes resultados com grupos
étnicos semelhantes oriundos de outras regides do Brasil (Apéndice 1 e 3);

A variante A1578G do gene GSTP1 na populacdo estudada, apresentou a maior
freqUéncia alélica do Brasil (35,1%), e entre 0s gendtipos, o heterozigoto foi o mais
prevalente (46,6%) (Apéndice 2);

Foi observado com significancia estatistica, diferenca na freqiéncia genotipica da
variante GSTP1*B entre Amerindios/Euro-descendentes (p = 0.016) e Amerin-
dios/Afrodescendentes (p = 0.033) quando comparados. Utilizando regresséao
logistica, os Amerindios sdo fortemente caracterizados pela auséncia da variante
GSTP1*B, comparado a outros grupos étnicos estudados;

As analises estatisticas ndo evidenciaram diferencas significativas da frequéncia
genotipica e alélica quanto ao sexo ou idade dos participantes do estudo;

As informacdes obtidas neste estudo contribuem para auxiliar no melhor delineamento

de estudos do tipo caso-controle que incluam estes genes na populagao brasileira;
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APENDICE 1. Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas das variantes GSTM1*0 e GSTT1*0 de

amostras de diferentes populacdes.

. M® Total de | Freqiiéncias | N®Totalde | Freqiiéncias .
Populagio Individuos | de GSTMT*0 | Individuos de GSTT1*0 Referéncias
Furopeus e Euro-descendentes
Europeus e Euro- 10514 0,531 {5.583) 5577 0,104 (580) GARTE et al. (2001)
descendentes
Europeus & Euro- 1.981 0,513 {1.016) 1.026 0,186 {191) RAIMOMNDI et al.
descendentes (2005)
Euro-americanos 1.282 0,498 (639) 829 0,168 {141} TAICLI et al. {2003}
Finlandeses 478 0,418 (200} 478 0,132 (63) MITRUNEN &t al.
{2001}
Islandeses 395 0,542 (214} 345 0,205 (81) GUDMUNDSDOTTIR
etal (2001)
Euro-americanos 369 0520 (192) 373 0,164 (61) MILLIKAN et al.
{2000)
Poloneses 321 0,511 (164} 6 0,193 {61} GAJECKA et al.
{2005)
Franceses 211 0555 (117) 211 0,190 (40) LONGUEMAUX et al.
{1999)
Euro-americanos 168 0,452 {76) 168 0,125 (21) COLSHAN 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 0265 (127) - GARTE et al. (2001)
descendentes
Afro-americanos 259 0,276 (72) 259 0,166 (43} MILLIKAN et al.
{2000)
Afro-americanos 120 0,200 {24) - FORD et al. {2000)
Africanos (Tanzinia) 114 0,333 {28) 114 0,254 (249) DANDARA et al.
(2002)
Total e Média 972 0,269+0.055 373 0,210+0,063
Asiaticos
Asiaticos 1.511 0,529 (799) 575 0470 (270) GARTE et al. (2001)
Japoneses 634 0,506 (321} - YOKOYAMA ot al.

{2002)
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APENDICE 2. Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas da variante GSTP1*B de amostras de
diferentes populacdes.

Freqiiéncias
Genotipicas
N® Total de | Freqiiéncias

o - A
Individuos Alélicas (N* de Individuos) Referencias

Populagac

*A/A *A/B ‘B/B

Europeus e Euro-descendentes

Europeus e Euro- 1.138 0,288 0,490 0,442 0,063 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)
Eurc-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
(177) (172) (46) OTTIR et al.
(2001)
Eurc-americanos 368 0,306 0,484 0,421 0,095 MILLIKAN et
(178) (155) (3D) al. (2000)
Franceses 189 0,310 0,492 0,397 0,111 LONGUEMALX
(93) (73) (21) et al. (1999)
Eurc-americanos 168 0,357 0,405 0,476 0,119 OLSHAN et al.
(68) (80) (20) (2000)
ltalianos 153 0,291 0,503 0,412 0,085 DUFOUR et
(TT) (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) (8) (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) (8) (2000)

Total - Média 739 0,194+0,018

63



APENDICE 3.Distribui¢do das freqiiéncias alélicas e genotipicas das variantes dos genes GSTM1, GSTT1 e
GSTP1 na populacéo brasileira.

Freq. Genotipica de

Freq. Genotipica de

» N2 Total de ™1 1 Freq. de Freq. Genotipica de GSTP1 L

Regido Individuos GSTP1'B Referéncia

GSTM1+ | GSTM1*0 GSTT1+ | GSTT1*0 "AA ‘ “A/B | ‘B/B
Euro-brasileiros

Sudeste (Sao 130 0,450 (58)  0550(72) 0,815(106) 0,185 (24) - - - - ARRUDA et
Paulo) al. (1998)

Sudeste (Sao 233 0.446(104) 0554 (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 0511 (163) 0489 (156) 0,749 (239) 0,251 (80) 0,315 0,514 (164) 0342 (109) 0,144 (46) ROSSINI et
Janeiro) al. (2002)
Sul (Rio Grande 90 0,500 (45) 0,500 (45) 0,789 (7T1) 0,211 (19) 0,278 0,522 (47) 0,400 (36) 0,078 (7) KVITKO et
do Sul) al. (2006)

Afro-brasileiros

Nordeste (Bahia) "7 0670 (78)  0,330(39) 0,810 (95) 0,190 (22) - - - - ARRUDA et
al. (1998)

Sudeste (Sao 137 0672(92) 07328(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) 0426 (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 ndo disponiveis;
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