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RESUMO

Alelos de funcdo reduzida nos genes TPMT e NUDT15 séo fatores de risco para a
toxicidade da tiopurina. Este estudo avaliou a influéncia da ancestralidade nativa na
distribuicdo de polimorfismos TPMT (rs1142345, rs1800460 e rs1800462) e NUDT15
(rs116855232) e fendtipos metabolicos compostos em 128 homens saudaveis da Amazdnia
brasileira. A propor¢do média de ancestrais nativos e europeus diferia muito e
significativamente entre os autodeclarados amerindios e ndo-amerindios, embora fosse
evidente uma grande mistura em ambos 0s grupos. A ascendéncia nativa ndo foi
significativamente associada a distribuicdo de frequéncia dos polimorfismos TPMT ou
NUDT15 investigados. Este estudo relatou uma diferenca nominal mas nédo significativa
na menor frequéncia alélica entre as sub-coortes NAT (7,7%) e ndo-NAT (4,2%) e essa
discrepancia quantitativa ndo pode ser explicada pela extensa ancestralidade nativa, uma
vez que se analisou sub-coortes com ancestralidade >70% vs. <30% nativa. Deve-se ter um
cuidado maior com a populacdo nativa americana para ndo se extrapolar os dados
farmacogenéticos pois nunca se sabe se a pessoa pode ser um portador deum fendtipo
metabolizador ruim ou intermediario para TPMT ou NUDT15, evitando-se assim uma
possivel intoxicacéo.

Copyright: Farmacogenética e Gendmica, 2020, Publicada Antes da Impressao

Palavras-chave: Farmacogenética, Leucemia Linfoblastica Aguda, TPMT, NUDT15,

polimorfismos, tiopurinas, Amazonia brasileira



ABSTRACT

Reduced function alleles in the TPMT and NUDT15 genes are risk factors for thiopurine
toxicity. This study evaluated the influence of Native ancestry on the distribution of TPMT
(rs1142345, rs1800460 and rs1800462) and NUDT15 (rs116855232) polymorphisms and
compound metabolic phenotypes in 128 healthy males from the Brazilian Amazon. The
average proportion of Native and European ancestry differed greatly and significantly
between self-declared Amerindians and non-Amerindians, although extensive admixture
in both groups was evident. Native ancestry was not significantly associated with the
frequency distribution of the TPMT or NUDT15 polymorphisms investigated. This study
reported a nominal but not significant difference in the lower allele frequency between the
NAT (7.7%) and non-NAT (4.2%) sub-cohorts and this quantitative discrepancy cannot be
explained by the extensive native ancestry, since that analyzed sub-cohorts with ancestry>
70% vs. <30% native. Greater care should be taken with the Native American population
in order not to extrapolate the pharmacogenetic data, as it is never known whether the
person may be a carrier of a bad or intermediate metabolizing phenotype for TPMT or
NUDT15, thus avoiding possible intoxication.

Copyright: Pharmacogenetics and Genomics, 2020, Publish Ahead of Print

Keywords
Pharmacogenetics, Acute Lymphoblastic Leukemia, TPMT, NUDT15, polymorphisms,

thiopurines, Brazilian Amazon
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1. INTRODUCAO

1.1 Leucemia Linfoide Aguda

1.1.1 Histérico

Em 1658, Jan Swammerdam observou as células sanguineas sob 0 microscépio pela
primeira vez, em 1674 Anton van Leeuwenhoek define as hemacias e a corrente sanguinea
nos capilares pela primeira vez e as células brancas foram descobertas por Joseph Lietaud,
em seu trabalho sobre o sistema linfatico (1,2). Em 1827, Alfred-Armand-Louis-Marie
Velpeau publicou um relato de caso de uma paciente com sintomas de inchacgo do abdomen,
febre, fraqueza, pedras nos rins e alteracdo sanguinea e pela primeira vez ele nomeou a

doenca “leucemia”, devido ao aumento das células brancas (2).

Em 1948, um estudo relatou a “remissdo temporaria” induzida pela Aminopterina
em cinco criangas, iniciando assim a era da quimioterapia que foi reforcada em 1961,
quando um estudo publicou, pela primeira vez, uma remissdo completa em 59% dos
pacientes pediatricos, utilizando a combinacéo de Mercaptopurina e Metotrexato (3-5). Em
1962, foi introduzida uma terapia constituida de algumas fases composta por: remissdo da
inducdo, terapia no sistema nervoso central (SNC) com radiagdo intracraniana e
Metotrexato intratecal, consolidacdo e tratamento de continuagédo, etapas essas utilizadas
nos tratamentos nos dias atuais (5).

Os estudos citogenéticos iniciaram-se em 1958 e alteraram de forma dréstica a
patofisiologia da Leucemia Linfoide Aguda (LLA), principalmente com a descoberta do
cromossomo Filadélfia por Propp e Lizzi, o significado clinico do nimero cromossémico
modal por Secker-Walker e colaboradores e a translocagdo cromossomal imunoespecifica
por Williams e colaboradores, mas, foi no inicio dos anos 1990 com o advento da
tecnologia da genética molecular, os estudos do genoma da LLA é que foi possivel obter-
se a expressdo génica global do perfil dessa doenca (5-8).

Afigurale astabelas 1 e 2 apresentam os avangos marcantes na evolucao da terapia

e compreensao bioldgica da doenca (5).



1 2 3 4 5 6 7 9 10
& Lo & ™ o & W
F pe oY & Ky S S S
11 L FIn | 111 | |
& w & & S P & &
PO FEFS F&E § S
1 2 3 456 7 8 o910 11 14

Figura 1. Linha do tempo com os marcos da terapia e biologiada LLA (5)

Tabela 1. Avancgos marcantes na evolucao da terapia para LLA (5)

N Ano

Avancos

1658

Jan Swammerdam observa as células sanguineas sob o microscopio pela
primeira vez;

1674

Anton Van Leeuwenhoek define as hemacias e a corrente sanguinea nos
capilares e Joseph Lietaud descobre os leucocitos;

1827

Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau publica o primeiro relato de caso e
nomeia a doeng¢a como Leucemia

1948

Remissdes transitorias “induzidas por aminopterina;

1961

Primeiro estudo publicado descrevendo a remissdo completa por meio da
combinacdo da Mercaptopurina e Metotrexato;

1962

Cria-se o protocolo de tratamento da Leucemia em quatro etapas;

1967

A combinagio de quimioterapia e terapia eficaz direcionada ao SNC curam
aproximadamente 50% dos pacientes;

1981

O fratamento de reinducdo melhora o resultado;

1982

A terapia intratecal tripla com metofrexato, hidrocortisona e citarabina pode
efetivamente substituir a profilaxia craniana irradiacéio em alguns pacientes;

1983

A asparaginase em alta dose semanal pos-emissdo melhora o resultado e
Metotrexato em dose intermediaria com resgate de leucovorina diminui as
recidivas sistémicas e testiculares;

1991

A dexametasona ¢ mais eficaz do que a prednisona na preven¢do de
recaidas do sistema nervoso central;

1995

Polimorfismos genéticos herdados no gene que codifica a Tiopurina
Metiltransferase influenciam a toxicidade da Mercaptopurina;

1998

A dose individualizada de metotrexato melhora o resultado;

2009

A quimioterapia sistémica e intratecal eficaz pode eliminar a necessidade
de irradiacdo craniana profilatica em todos os pacientes e Imatinibe
melhora o resultado do tratamento precoce na LLA positiva para o
cromossomo Filadelfia.

Tabela 2. Marcos na compreensao da biologia da LLA (5)

Ano Marcos

1958 Primeiro estudo citogenético em ALL;

1970 Primeiro relato de LLA positiva para o cromossomo Filadélfia;

1973 Primeira identificacdo de LLA de células T por formagdo espontdnea de
roseta com eritrocitos de ovelha:

1978 A classificacao de LLA pelo numero de cromossomos> 50 (hiperdiploidia)
esta associada a duracdo prolongada da remissdo

1981 Monitoramento imunolégico de leucemia residual;

1984 Primeira identificacdo de translocagdes cromossomicas especificas de
imunofenotipo: t (11; 14) em LLA de células Te t (1; 19) em LLA pre-B;

2002 Primeiro perfil de expressdo génica em todo o genoma;

S Primeiro estudo de todo o genoma de mudanc¢as no nimero de copias de

B DNA;

2009 Variantes genéticas da linha germinativa associadas ao desenvolvimento de

- LLA;

2012 Primeiro estudo de sequenciamento de genoma completo para identificar

mutagdes condutoras no precursor de células T precursoras ALL.



1.1.2 Classificacdo e Epidemiologia

Em 2016, a LLA foi classificada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
juntamente com a Sociedade de Hematopatologia e a Associacdo Europeia de
Hematopatologia. Essa classificacdo (tabela 3) incorporou dados clinicos, prognosticos,
morfoldgicos, imunofenotipicos, citogenéticos e moleculares e as LLA puderam ser
diferenciadas, principalmente em LLA de células B, LLA de células T e ambiguas (9). Essa
nova classificagdo, conjuntamente com pesquisas recentes, permitiram a elaboracdo de
protocolos de estratificacdo de risco e tratamento diferenciado, de acordo com as alteragdes
genéticas encontradas e o risco de recaida, permitindo maior chance de sucesso no
tratamento (10-12).

Nao existe um limite minimo requerido de blastos para estabelecer o diagnéstico da
LLA e, em geral, o0 mesmo deve ser descartado quando houver menos que 20% de
linfoblastos (11,12).

Tabela 3. Classificacio da OMS de neoplasias linféides precursoras (11)

Classificacdo da OMS

Anomalidade genéfica associada

Leucemia / linfoma linfoblastico B, sem outra especificacio

Leucemia / linfoma linfoblastico B com genética recorrente
anormalidades

Com 1(9;22)(g34:q11.2);BCR-ABL 1
Com t(v;11g923); MLL rearranjado

Com t(12:21)(p13:q22); ETV6-RUNX1
Com hiperploidia

Com hiperploidia

Com t(5;14)(q31:q32); IL3-IGH®@
Com 1{1:19)(q23:p13 3); TCF3-PBX1
Leucemia / linfoma linfoblastico T

Arranjos clonais de DJ do gene IGH@
rearranjos do gene TCR em até 70%

1(9:22)(q34:q11.2). BGR-ABL1
O gene MLL no cromossomo 11¢23 rearranjado. Na matona das vezes t(4; 11) (g21:
q23) com MLL-MILLT2

ETV6 — RUNXI1 codifica uvma proteina de fusio que interfere na fungio RUNX1 normal.
Aumento numérico nos cromossomos 21, X 14 e 4 mais conmns; em 1. 2 e 3 menos
comum

Perda de um ou mais cromossomos

A desregulacdo de IL3 pela proximidade de IGH@ causa eosinofilia

Fusio TCF3-PBX1

Rearranjos de genes TCR em praticamente todos; Reorganizacio do gene IGH@ em 20%

Segundo a Sociedade Americana de Cancer, as estimativas de incidéncia e

mortalidade para LLA (criancas e adultos inclusos) séo, respectivamente: 6.150 novos
casos (3.470 em homens e 2680 em mulheres) e 1.520 mortes (860 em homens e 660 em
mulheres) em 2020 (13). No Reino Unido, em 2017, a incidéncia de casos foi de 781 (330
em homens e 451 em mulheres) e a mortalidade foi de 232 (136 em homens e 96 em
mulheres) (14,15).



No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer, no triénio de 2020/2022,
espera-se uma incidéncia de 5.920 casos em homens e 4.890 casos em mulheres (16).

1.1.3 Patofisiologiada LLA

O desenvolvimento da leucemia envolve uma transformagéo que ocorre em uma
Unica célula progenitora com capacidade de expansdo clonal indefinida. Esse evento
leucemogénico pode ocorrer em células linfoides comprometidas tanto da linhagem B
como a T, ou nas células precursoras, originando diferentes subtipos de LLA baseado no

estagio de diferenciacdo da célula em que ocorreu o evento (17).

As alteracdes moleculares necessarias para o desenvolvimento da LLA s&o
fendmenos raros e uma Unica alteragdo genética dificilmente serd suficiente para o
desenvolvimento de um tumor maligno, significando que apenas 1% das pessoas poderao
desenvolver uma malignidade hematolégica, ou seja, uma mutagdo em um gene critico para
a proliferagdo, diferenciacéo e sobrevivéncia de células progenitoras. No caso da leucemia
linfoide aguda, essa alteracdo acontece na célula-tronco que sofre uma mutacdo inicial

disseminando a doenga (18,19).

A maioria das mutagdes nas leucemias séo adquiridas e ocorrem de novo nas células
progenitoras linfoides, com menos frequéncia (1% a 5% das leucemias), os genes mutados
sdo herdados, como por exemplo, o vgr, p53, DNA ligase, ou uma anormalidade
cromossomal pode estar envolvida, como por exemplo, a trissomia do cromossomo 21
(18,20).

Um exemplo de alteracdo relativamente rara, mas que pode acometer as criancas, é
a presenca do cromossomo Filadélfia (figura 2), que é uma translocacéo reciproca entre o
braco longo do cromossomo 9 (g34), no qual o oncogene ABL1 permanece, e 0 brago longo
do cromossomo 22 (ql1), onde se localiza o0 gene BCR, origina uma proteina quimérica
denominada BCR-ABL, produzindo a tirosina quinase Bcr-Abl, enzima constitutivamente
ativa, responsavel pela forma aguda e crénica da leucemia (18,21,22).



Cromossomo Filadélfia
Cromossomo 9 Cromossomo 22

£(9;22) (934;q11)

BCR-ABL [

Translocagdo reciproca

"ﬁ \y

q34

Figura 2. Translocacdo do cromossomo Filadélfia (translocacdo entre os cromossomos 9 e 22) (22)

1.1.4 Aspectos Gerais da LLA

A LLA é decorrente da proliferacdo clonal maligna de células progenitoras linfoides
que sofrem alteracdo no processo de reproducdo e crescimento, levando ao acimulo de um
clone neoplésico (linfoblastos) na medula 6ssea (23—-26). Esse clone leucémico pode ainda
sair da medula 6ssea e infiltrar diversos 6rgaos, como figado, bago, linfonodos, rins e
cérebro, causando um mal funcionamento do organismo, e seu diagnostico sé pode ser
realizado, quando se tem um quantitativo de um milhdo de células leucémicas no
organismo identificadas e quantificadas por meio da avaliacdo microscopica de amostra da
medula dssea e avaliagdo imunofenotipica por citometria de fluxo (23-27). Mesmo com
origem incerta, estudos indicam que a etiologia pode decorrer de infecgdo viral, exposicéo
a radiacdo ionizante e/ou eletromagnética, exposi¢do quimica ou anomalias genéticas que

ocorrem devido aos efeitos carcinogénicos (26,28-30).

A LLA é o principal tipo de neoplasia hematoldgica infantil, correspondendo a
um quarto de todos os canceres em criangas. Apresenta uma incidéncia de 41:1,000,000
na faixa etaria acima dos 14 anos com um pico entre 2 a 7 anos (31-33). A LLA pode
ocorrer em 20% dos adultos, sendo o risco reduzido até meados dos 20 anos e aumentado

significativamente ap6s os 50 anos (30,34).



1.1.5 Tratamento da LLA

O tratamento da LLA ¢ feito conforme estratificagdo do grupo de risco definido
pelas caracteristicas clinicas e laboratoriais. Apds esse tratamento espera-se que cerca de
85% dos pacientes atinjam a remissdo total das células malignas. Por se basear em um
tratamento poliquimioterapico, tem-se como alvo as etapas do ciclo celular. O tratamento
consiste de quatro fases (figura 3) (33,35-38):

a) Inducdo da remissao: uma fase de consolidacdo (intensificagdo) da remisséo,
que tem por objetivorestaurar a hematopoiese normal com desaparecimento de toda a
sintomatologia clinica associada. Nessa fase estdo inclusos os seguintes medicamentos
indutores da remissdo: Vincristina (corticoide), Antraciclinas e Asparaginase. Caso essa
etapa falhe, realiza-se o transplante da medula 6ssea al6gena para induzir a remissao;

b) Consolidacdo: fase indicada para erradicar as células leucémicas residuais e
nessa fase inclui as Ciclofosfamidas, Citarabina, 6-Mercaptopurina e altas doses de
Metotrexato;

c) Intensificacdo: nesta etapa, utiliza-se a Vincristina, Corticosteroides,

Antraciclinas e Citarabinas combinadas com outra Tiopurina como a 6-Tioguanina;

d) Continuagdo ou manutencédo da remissdo, caracterizada pela manutengédo do
tratamento que pode durar por dois ou trés anos, buscando impedir a recaida e aqui o
paciente utiliza 6-Mercaptopurina diariamente e doses semanais de Metatrexato, ambas,
via oral.

As purinas possuem um subgrupo denominado de Tiopurinas, que sdo pro-drogas
cujo mecanismo de acdo ocorre no interior das células. Estes farmacos possuem estrutura
quimica semelhante & adenosina ou & guanosina (figura 4) com acéo citotdxica. Além de
serem utilizados no tratamento da LLA, desempenham um papel importante no tratamento
de outras neoplasias hematologicas, atuando como inibidores da sintese e repara¢do do
DNA, provocando quebras no DNA e induzindo a apoptose (39). Podem atuar também
como antimetabdlitos ao competirem com nucledsideos enddgenos, durante a sintese do

DNA e RNA, e como inibidores de enzimas celulares importantes (40). Dentro desse



subgrupo se destacam: a Mercaptopurina, Azatioprina (AZA) e Tioguaninas. Estas drogas
apresentam atividades anticancerigenas, sendo amplamente utilizadas nas leucemias
agudas e cronicas, doencas inflamatorias intestinas (DIl) e imunossupressoras pos-
transplantes (41-45).

Diagnostico inicial da LLA

Fase de inducdo
-Induzir a remissdo imediatamente

»  Vincristina, esterdide (dexametasona ou prednisona)

»  Provavelmente Antraciclinas (tipicamente Doxorubicina)
»  Duracéo de 4-6 semanas

Fase de consolidagio ¥

-Eliminar células cancerigenas residuais sub-microscopicas
Regime multiplo de tratamento escolhido com base no risco de
atuagio do paciente > Transpla/nte de )
Ciclifosfamidas, Citarabina, 6-Mercaptopurina ou outra Tiopurina medula 6ssea alogena
Provavelmente com fase de manutengao proviséria e/ou para meUZlf a
reindugéo remissao
Duragdo de 6-9 meses

>
>
>
>
Fase de manutencao
-Diminuir o risco de recaida pds-tratamento
»  6-Mercaptopurina e Metotrexato
»  Provavelmente administracdo ocasionais de corticosteroides e

Vincristina
»  Duracdo de 2-3 anos

\ /

Falha de indugao

Figura 3. Diagrama das fases de tratamento da LLA
Fonte: Rudin e colaboradores (37)
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SH SH
NH N N
N N/ H?N/KN NH
Adenina Guanina
NH, 0
N N
N | \> HN | \>
/k‘
k\N NH H,N N NH

Figura 4. Estrutura da 6-Mercaptopurina e Tioguanina em comparagdo com Adenina e Guanina.
Tiopurinas sdo metabolizadas em nucleotideos de Tioguanina que substituem os nucleotideos
normais de Adenina e Guanina, levando a citotoxicidade nas células tratadas com essas drogas.
As principais diferencas entre cada molécula sdo mostradas em vermelho.

Fonte: Rudin e colaboradores (37)

1.2 Farmacogenética das Tiopurinas

A farmacogenética da tiopurinas ocorre de forma intracelular e geralmente
converte as drogas em metabdlitos que sdo mais hidrossoltveis, com o objetivo de
facilitar a excrecdo (figura 5). Contudo, o organismo também consegue realizar a
metabolizacdo das pré-drogas em compostos terapéuticos ativos ou também em
metabolitos toxicos, a exemplo dos nucleotideos de Tioguanina (TGN), metabdlitos das

Tiopurinas que apresentam efeito citotoxico (46,47) (figura 4).
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N&o obstante, esses metabolitos sdo incorporados no &cido desoxirribonucleico
(DNA) e &cido ribonucleico (RNA) causando a inibicdo da sintese de nucleotideos e
proteinas e, um acumulo exacerbado dos mesmos, pode resultar em uma toxicidade

tipificada por leucopenia (48).

Drogas lipofilicas
@ @
o go

000
Metabélitos excretados

Figura 5. Efeito do metabolismo de drogas na excrecdo. As drogas lipofilicas (ou solGveis em
gordura) sdo metabolizadas para formar metabdlitos relativamente mais hidrofilicos (ou soltveis
em agua) do que a droga original, sendo esses metabolitos mais facilmente excretados. Fonte:

Weinshilboum (46)
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A farmacogenética das Tiopurinas, em especial AZA e Tioguanina, envolve trés vias
enzimaticas concorrentes (figura 6): a) Uma das vias metabolicas é a tiometilacdo,
catalisada pela enzima Tiopurina Metiltransferase (TPMT), que origina um metabolito
inativo denominado 6-metilMercaptopurina (6 MMP); b) outra via € a catalisacdo
intracelular da AZA pela enzima Hipoxantina-Guanina Fosforibosil Transferase (HGPRT),
com a formacao do Monofosfato de 6-Tioinosina (TIMP), que é metabolizado pela TPMT
formando o Monofosfato de Metiltioinosina (MeTIMP), um metabdlito ativo. O 6-TIMP
também é catabolizado pela Trifosfato de Inosina Pirofosfo-hidrolase (ITPASE)
originando o Trifosfato de Tioinosina (6-TITP), um metabdlito inativo. Ao sofrer a agdo
da Monofosfato de Inosina Desidrogenase (IMPDH), origina o metabdlito Monofosfato de
6-Tioxantina (6-TXMP), que é metabolizado pela enzina Monofosfato de Guanosina
Sintetase, originando o Monofosfato de 6-Tioguanina (6-TGMP). O 6-TGMP ¢
catabolizado por trés enzimas: a TPMT, que gera o Monofosfato de Metil-Tioguanina
(MeTGMP), um metabdlito inativo, a HGPRT, que o cataboliza em 6-Tioguanina (6-TG),
um metabolito ativo, e, por fim, a fosfoquinase, que o cataboliza em nucleotideos de
Tioguanina, um metabdlito ativo e toxico; ¢) Outra via metabolica é a Xantina Oxidase
(X0), que inicia com o metabolismo que ocorre no figado e na mucosa intestinal que

transforma a 6-MP em acido tiourico, um metabdlito inativo (46,47,49,50).

Para a 6-Mercaptopurina (6-MP) (figura 7), o metabolismo que resulta nos
metabolitos de nucleotideos de Tiopurina assim como metil-mercaptopurina e 0s
nucleotideos de metil-tioguanina envolve uma série de enzimas. A 6-MP é convertida em
seus metabolitos ativos, nucleotideos de mercaptopurina, por meio da Hipoxantina
fosforibosil transferase (HPRT), estes metabolitos sdo coletivamente denominados de 6-
TGN. Os 6-TGN sdo entdo metilados pela TPMT produzindo assim os metil-nucleotideos
de Tioguanina (Metil-TGN), que interferem com a sintese de DNA e RNA ocasionando a
citotoxicidade. A TPMT também pode metilar diretamente a 6-MP convertendo-a em
metilmercaptopurina (Metil-MP) a qual interfere, de novo, na sintese de purina (37,51-53).

A NUDT15 tem o seu papel no metabolismo das Tiopurinas ao atuar na
catabolizacdo intracelular do metabdlito ativo Trifosfato de Tioguanosina (TGTP) em sua
forma, também ativa, de Monofosfato de Tioguanosina (TGMP), impedindo assim a
integracdo de nucleotideos danificados de purina no DNA e a consequente desforilacdo

desses metabdlitos ativos, pois, estudos laboratoriais demonstraram dano excessivo ao
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DNA e subsequente supressdo da medula 6ssea pelo TGTP em pacientes com deficiéncia
de NUDT15 (44,54,55).

A toxicidade por Tiopurina pode ser influenciada também por um polimorfismo
hereditario nos genes da TPMT e NUDT15 (56). Esses polimorfismos genéticos
representam um dos exemplos da famacogendmica mais relevante clinicamente. Fatores
genéticos como a causa de variagdes em resposta das drogas tem sido cada vez mais
observados (46). Assim, a LLA é um modelo importante de estudo da farmacogenética,
pois a partir da determinacdo de polimorfismos de genes associados a proteinas é possivel
realizar o ajuste de doses, processo, atualmente baseado em guias genéticos especificos
(57).

I Azatioprina (AZA] >

6-Mercaptopurina (6-MP)

I

Vias: 1. 2, 3.
Tiopurina Hipoxantina Guanina Hantina Oxidase
S-metiltransferase Fosporibosil Transferase (KO
(TPMT) (HGPRT)

G-Metil Mercaptopurina Acido tiourico
G-MMP

Monofosfato de £ ::| Monofosfato de Gtioinosina |:: * Trifosfato de icinosina
meetil ioinosina (6-TIMP) (B-TITF)
(MeTIMF) TPMT :E J

st de s
Monofosfato de ... -pirofosfo-hidrolase. . .

desidrogenase de - IMPASE
inosina (IMPDH)

Monofosfato de G-tioxantina
(6-TXMP)

Monofosfato de guanosina
sintetase

Monofosfato de <—| Monofosfato de 6-tioguanina &-Tioguanina
metiHioguanina (6-TGMP) (6-TG)
(MeTGMP) [ P - HGPRT

Fosfoquinase

Mucleotideos de tioguanina
TGMs

D>

Figura 6: Metabolismo da Azatioprina. As trés vias enzimaticas concorrentes para 0 metabolismo
da 6-Mercaptopurina (6-MP) sdo destacadas em cinza. Via 1: Tiopurina S-metiltransferase (TPMT)
metila 6-MP em 6-metil-Mercaptopurina (6-MMP). Via 2: Hipoxantina Guanina
Fosforibosiltransferase (HGPRT) é a primeira de uma cascata de enzimas que convertem 6-MP em
nucleotideos de Tioguanina (TGNs). Via 3: A Xantina Oxidase (XO) converte 6-MP em &cido
tiourico. Fonte: Ford (47).
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Eichelbaum e colaboradores (2006) e Metzger e colaboradores (2006) observaram
que mais de 95% das deficiéncias nos pacientes sdo decorrentes de 5 variantes alélicas,
sendo para a TPMT as variantes alélicas: TPMT*2 (rs1800462), TPMT*3A (a juncdo do
*3B e *3C), TPMT*3B (rs1800460) e TPMT*3C (rs1142345), e para a NUDT15 as
variantes *2 e *3 (58,59).

Em um estudo realizado por Lennard e colaboradores (1990) em uma coorte de
pacientes com LLA que estavam em terapia de manutencdo, observaram-se manifestagoes
clinicas compativeis com o quadro de toxicidade induzida por Tiopurinas, sendo assim
possivel realizar a correlagdo entre as atividades metabolicas e o perfil de metabolizacéo
de cada paciente. Os que apresentaram alelos homozigéticos recessivos foram 0s mais
suscetiveis a desenvolverem quadro de intoxicacdo e mielossupressdo induzida por

Tiopurinas sendo necessaria a reducdo individual das doses dos medicamentos (60,61).

Supressio da TYMS e
da sintese de DINA

*
OT.O""’ PPP

ITP al M+DPK CH,
6-Acido Tiurico TPMT P
(Inativo)
6-TGN Metil- TGN
\Ienl MP Interfere com a sintese
de DNA e ENA

Interfere com a sintese de
purina de novo

Figura 7: Metabolismo da 6-MP. 6-MP é convertida pela HPRT em 6-TGNSs, que sdo metilados
pela TPMT. Metil-TGNs bloqueiam a sintese de DNA e RNA. 6-MP também é metilada
diretamente pela TPMT, produzindo metilmercaptopurina (Metil-MP). O MTX-PG bloqueia a
conversdao da 6-MP em seu metabdlito inativo &cido tiourico. (MTX-PG, poliglutamato de
metotrexato; 6-MP, 6-mercaptopurina; TGN, nucleotideo tioguanina; TPMT, tiopurina
metiltransferase; ITPA, inosina trifosfatase;TYMS timidilato sintetase; HPRT, hipoxantina
fosforibosil transferase; DPK, difosfato quinase; XO, xantina oxidase.) Fonte: Rudin (37).
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1.3 Tiopurina Metiltransferase (TPMT)

As drogas Tiopurinas, AZA e Mercaptopurina sdo eficazes no tratamento de
disturbios da regulacdo imune e LLA, além de apresentarem papel importante como co-
imunomodulador. As diferencas interindividuais no acimulo de metabolitos ativos durante
0 tratamento com Tiopurinas sdo consideradas determinantes significativos da toxicidade

hematopoiética e dos efeitos antileucémicos da droga (Figura 8).

A TPMT ¢é uma enzima citosolica importante, cujo trago de hereditariedade é
monogenético, autossémico e codominante, catalisa a S-metilagdo das Tiopurinas, como
6-MP, 6-TGN e AZA (62). Até o momento, 34 variantes alélicas da TPMT (tabela 4) foram
identificadas e estdo relacionadas a diferentes graus de atividade da enzima (tabela 5)
(43,62). A tabela 5 resume a atribuicdo dos provaveis fenétipos de TPMT, com base nos
diplétipos alélico mais comuns, e essas atribui¢des sdo usadas para vincular gendtipos com

recomendac0es de prescrigdo de Tiopurina (62).
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Tabela 4: Genotipos que constituem os alelos TPMT. Fonte: www.pharmgkb.org.

Alelo Mudancas de nucleotideos Mudanca de aminoacido
*1 Selvagem -
*18 A™>G no rs2842934 le**®lle
*2 C?%>G no rs1800462 Ala®Pro
460 719
*3A ¢7=Tno r:if 32354?56 T>cno Ala™*Tre e Tir*°Cis
*3B C*%>T no rs1800460 Ala'®*Tre
*3C T"°>C no rs1142345 Tre?*°Cis
*4 C52>T no rs1800584 -
*5 AM>G no rs72552740 Leu**Ser
*6 T%%9>A no rs75543815 Tir'%Fen
& A%BI>C no rs72552736 His??'GlIn
*8 C®>T no rs56161402 Arg?His
*9 T3%¢>G no rs151149760 Lis™Tri
*10 C*%>G no rs72552737 Gli***Arg
il C3%°>T no rs72552738 Cis'®Tir
*12 G¥*>A no rs200220210 Ser'?5Leu
*13 T>A no rs72552742 Gli®val
*14 T*>C no rs9333569 Met'Val
*15 C*5>T no rs9333570 Perda dos aminoécidos de 140 a 165
*16 C*8>T no rs144041067 Arg'®His
*17 G*>C (NM_000367) GIn"2Gili
*18 C21>T no rs777686348 Gli"'Arg
*19 T3%>G (NM_000367) List22Tri
*20 T"2>C no rs150900439 Lis*8Gli
*21 G?%>C no rs200591577 Gli*®Ser
*22 C™>G (NM_000367) Leu®val
*23 G®°>C no rs74423290 Arg®Pro
*24 C%">A no rs6921269 GIn'"®His
*25 A%4>G no rs377085266 Cis?*?Arg
*26 A®2>G no rs72556347 Fen*®Leu
*27 ASESC (NM_000367) Tir%7Asp
*28 C**®>G(NM_000367) Gli*®Ser
*29 AZ>G no rs267607275 Met'Tre
*30 C1%>T no rs750424422 Gli*Ser
*31 A>G no rs79901429 11e2%Tre

Consulta periddica se faz necessaria para a atualizacdo dos alelos e a nomenclatura. dos alelos de TPMT e da
nomenclatura. Nomenclatura conforme determinado pelo comité de nomenclatura da TPMT
(www.imh.liu.se/tpmtalleles). Os nomes dos alelos entre parénteses representam o antigo sistema de nomes.
Observe que essas alteracdes de base sdo relatadas na cadeia cromossémica positiva para obter consisténcia
com os outros alelos nesta tabela, enquanto a sequéncia de referéncia NM_000367.2 esta na outra cadeia (0s
alelos sdo invertidos).
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Tabela 5: Atribuigdo de provaveis fendtipos de TPMT com base em gen6tipos (adaptado
de Relling et al (35)).

- ) - Exemplos de
Fenot r I Gendotipos g
endtipo provave p Frolfifioes
i individuo portador de alelos de funcéo
Metabolizador normal *1/*1
normal
Metabolizador individuo portador de um alelo de *1/*%2, *1/*3A,
. . funcdo normal, mais um alelo de sem | *1/*3B, *1/*3C,
intermediario « -
funcéo 1/*4

individuo portador de um alelo de
funcgéo incerta / desconhecida mais um | *2/*8, *3A/*7
alelo sem funcéo
individuo carregando dois alelos sem | *3A/*3A, *2/*3A,
Metabolizador pobre | funcéo *3A/*3C, *3C/*4,
*2/*3C, *3A/*4

Possivel metabolizador
intermediério

individuo portador de dois alelos de

« . *6/*8
fungéo desconhecida
Indeterminado ou
alelo de funcdo normal, mais alelo de *1/%8

fungéo desconhecida

Sendo as variantes alélicas *2, *3A, *3B e *3C as de principais interesse nesse
estudo, elas podem estar associadas ao metabolismo intermediario, em um paciente que
apresente traco heterozig6tico, ou ao metabolismo pobre em pacientes que apresentem
tracos homozigo6tico mutante nos dois alelos. Logo, individuos com atividade pobre de
TPMT em uso de doses padroes de AZA ou 6-MP apresentam mielossupressdo aguda
grave, geralmente apresentando leucopenia dentro de alguns dias ou mesmo de 1 a 2 meses,
apoOs inicio do tratamento e esse quadro é detectado clinicamente por meio do
acompanhamento quase diario do hemograma e alguns pacientes apresentam uma
neutropenia de instalacdo répida e acentuada sem nenhuma causa aparente. Em
heterozigotos, a deficiéncia de TPMT estd associada ao desenvolvimento de
mielossupressdo leve a moderada, contudo efeitos adversos adicionais, a exemplo de
nauseas podem estar presentes, isso porque o0s pacientes com um metabolismo mais rapido
terdo o tratamento ndo terd resposta e uma consequente interrupcdo do tratamento (63)
(Figura 9).
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Gendtipo/fendtipo Dose da droga Exposigio sistémica Toxicidade
Alelos TPMT
Dosagem convencional
* HIHHHHHL -
500, = 1
i g 5000 % 08 deficiants
w2 I - 7
ATG GZSSC i ? 3000 —_— = ::
34 _ﬂﬂﬁ]_ﬂ_ﬂ_l]_l_u_uD_ Deficiéncia i 2000 1 :i hetsrozigdtics
TPMT 03
G460A AT18C - = 1000 02 selvagem
*3C g © o1
{THHHHHC - 0 - 0 o
ATG ATI9G mim wim wiiwt Daficients hetet.nzigéﬁ-:o zalvagem
l Fenotipo TPMT
10 Dosagem individual
= 500 - 1
£ 3 g 5000 08
4 E % { e 08
E N e o
£ 250 5 3000 S
£ % & §m é 04
g 03
1000 0.2
2 bl Bl b
0 Fooa o
mim wiim wifwt Deficients hatsrozigotico sslvazesm [ oS 1 15 2 25
Atividade TEMT Fenotipo TPMT 0s

Figura 8: Polimorfismo genético da Tiopurina S-metiltransferase (TPMT) e seu papel na determinag&o da resposta as Tiopurina (Azatioprina, Mercaptopurina,
Tioguanina). Os painéis da esquerda mostram os alelos mutantes predominantes da TPMT. Os trés painéis superiores adjacentes mostram que quando dosagens
uniformes (convencionais) de medicamentos para Tiopurina sdo administrados a todos os pacientes, os pacientes com deficiéncia de TPMT acumulam
concentracOes celulares dez vezes mais altas de nucleotideos de Tioguanina (TGN) e pacientes heterozigotos acumulam cerca de duas vezes mais TGN. Essas
diferencas se traduzem em uma frequéncia de toxicidade significativamente mais alta (painéis da direita). Os trés paineis inferiores mostram que quando é usada
uma dose geno6tipo especifica (as barras coloridas representam doses de Mercaptopurina (6-MP) que foram toleradas em pacientes que apresentaram toxicidade
hematopoiética) concentracGes similares de TGN s&o alcangadas e todos os trés fenotipos de TPMT podem ser tratados sem toxicidade aguda Fonte: Eichelbaum
etal (63).
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Respaldado nessas diferentes atividades de TPMT e nos diferentes graus de efeitos
adversos e adicionais, Relling e colaboradores (62) propdem estratégias para o tratamento
dos pacientes com AZA e 6-MP em individuos com diferentes fenotipos, conforme
mostrado na figura 7. A caracterizagdo dos individuos deve ser feita por meio de testes
genéticos para os polimorfismos da TPMT e, uma vez identificado o genotipo, realiza-se
a traducdo dos alelos-estrelas nos fenotipos metabolizadores e, com base nisso, as doses
iniciais altas (por exemplo, 75 mg/m? de Mercaptopurina), como ocorre em alguns
regimes de tratamento com LLA, devem ser reduzidas em pacientes com metabolizadores
intermediarios da TPMT e doses marcadamente reduzidas (redugdo de 10 vezes) devem
ser usadas em metabolizadores fracos da TPMT. Essa abordagem diminuiu o risco de
toxicidade aguda sem comprometendo a taxa de recaida em LLA, mesmo nessas doses
marcadamente reduzidas. As concentracdes de TGN dos eritrocitos nos metabolizadores
fracos da TPMT permanecem bem acima daquelas tolerado e alcancado pela maioria dos
pacientes (62).



Metabolizador
normal

Dose inicial
normal

Metabolizador intermediario
ou Possivel metabolizador

Metabolizador

N

Mercaptopurin,
Azatioprina e
Tioguanina

Inicio com
reducgdo drastica
das doses

intermediario
Redugdo das Redugdo das Doengas com
doses 1niciais doses 1niciais malignidade
(30-80%) (50-80%)
Mercaptopurina . . Redugdo diaria
Tioguanina das doses 1niciais

¢ Azatioprina

4

Mercaptopurina
e Azatioprina

Ajuste diario
com base no grau
de

mielossuprecao

A

Tioguanina

Figura 9: Recomendacdo das doses de Tiopurinas com base nos fenétipos de TPMT. Adaptado de Relling e colaboradores (62)
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O polimorfismo genético da TPMT é evidente em todas as populagdes, incluindo
caucasianos, asiaticos, afro-americanos e africanos (Tabela 6). Nessas populagdes, a
frequéncia de individuos sem mutacdo no alelo TPMT (WT/WT) foi de 97,83% Em
relacdo ao alelo *2 houve variagdes entre 0.19% (Caucasianos) e 0.8% (Sul americanos).
Ja o alelo *3A, entre 0.01% (asiaticos) e 3.56% (Caucasianos), *3B, entre 0,046%
(Caucasianos) e 0,7% (Mexicanos) e *3C entre 0.4 (Caucasianos) e 4,9 (Africanos).
(Tabela 3). A frequéncia e o padrdo dos alelos mutantes diferem de acordo com a etnia
(43,58,64-66). Os alelos mutantes mais prevalentes séo TPMT*2, *3A e *3C,
compreendendo 80% a 95% dos alelos mutantes encontrados em caucasianos, asiaticos,
afro-americanos e africanos. O TPMT*3A ¢é o mais prevalente dos trés alelos entre os
caucasianos (64,67).



Tabela 6: Frequéncias de alelos de TPMT nas principais racas / grupos étnicos. Adaptado de Relling e colaboradores (68)
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Alelo Caucasiano Mediterraneo Sl.JI Africano Orller!te Mexicano Asiatico SU(.j,O (_aste
americano Médio asiatico
*1 0.95726 0.96081 0.95233 0.93901 0.96987 0.92500 0.98347 0.97837
*2 0.00190 0.00408 0.00876 0.000792 0.00749 0.00592 0 0.00250
*3A 0.0356 0.0254 0.0287 0.00198 0.0114 0.0533 0.000118 0.00583
*3B 0.000461 0.00426 0.000486 0 0.00562 0.00690 0 0
*3C 0.004205 0.00545 0.00924 0.0495 0.00562 0.00888 0.0157 0.0133
0.0000576 (*7)
0.0002304 (*9)
0.0000576 (*11)
*4-*26 0.0000576 (*12) N/A 0.000486 (*4) 0.00872 (*8) N/A N/A 0.000706 (*6) N/A

0.0000576 (*16)
0.0000576 (*17)
0.0000576 (*18)
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1.4 Proteina Nucleosideo Difosfatase ligada a uma parte modificada 15
(NUDT15)

A proteina NUDT15 faz parte de uma grande familia de proteinas fosfatases que
compartilham de um dominio catalitico comum denominado Nucleosideo Difosfatase
ligado a uma parte X (NUDIX), e tem a funcdo a funcdo de metabolizar ampla gama de
substratos de nucleotideos (55) dentre os quais um especifico denominado purina
difosfatase (44). Originalmente foi classificada como uma pirofosfatase, grupo de
enzimas que catabolizam a hidrolise de ligacGes difosfatos, especialmente nos
nucleosideos di- e tri-fosfatases, liberando mono- ou difosfatos. Na realidade, é uma
proteina difosfatase cuja principal fungéo € realizar a catabolizacdo intracelular do TGTP
em TGMP, como citado anteriormente na farmacogenética das Tiopurinas (44,54,55).

O genoma humano possui 24 genes NUDT hidrolase e mais de 5 pseudogenes, 0s
quais codificam mais de uma variante de NUDT. A tabela 7 apresenta os genes que foram,
até entdo, parcialmente caracterizados. Alguns deles representam atividades enzimaticas
conhecidas hd muitos anos, embora suas estruturas primarias e relaces familiares
permanecam desconhecidos até recentemente. Outros sdo inteiramente novos. A
expressao de 17 dos 19 genes NUDT estudados é fortemente induzida na entrada em fase
estacionaria do metabolismo, o que sugere um possivel envolvimento na reprogramacao
metabdlica (14,15). Além disso, varios estudos de mutagénese direcionada destacaram a
importancia de residuos individuais NUDIX para a catalise (48,57). Dependendo dos
polimorfismos, provaveis fendtipos podem ser determinados, conforme demostrado na
tabela 8.



23

Tabela 7. Caracterizacdo de NUDT conhecidas. Adaptado de Sandersons et. al. (69)

Gene Localizagdo | Sindnimo Substratos Produtos
NUDT1 p22 MTH1 8-0x0-dGTP 8-0x0-dGMP+PPi
NUDT2 9p13 APAH1 ApsA ATP+ AMP
NUDT3 6p21 DIPP1 | ApsA[PP]InsPs | P5A+AMP, Insps+Pi
NUDT4 1p12-p21 | DIPP2A,B| [PP] InsP5 Inspe-+Pi
NUDT5 10p13-pl4 hYSAI ADP-ribose AMp+ ribose -1-fosfato
NUDT6 4026-g27 GFG ? ?

NUDT7A ? PCD CoenzimaA | o ADP 4 fosto-
panteine
NUDT15 13914.2 MTH2 8-0x0-dGTP ?

a- Caracterizada somente em ratos

Tabela 8. Atribuicdo de provaveis fendtipos NUDT15 baseados

Relling et al (35).

em gendtipos. Fonte:

- ) - Exemplos de
Fendtipo provéavel Genotipos diplotipos
individuo carregando dois alelos | *1/*1

Metabolizador normal

de funcdo normal

Metabolizador
intermediério

individuo portador de um alelo de
funcéo normal, mais um alelo de
fungéo néo

*1/*2, *1/*3

Possivel metabolizador
intermediério

um individuo portador de um alelo
de funcdo incerta mais um alelo de
fungéo néo

*2/*5, *3/*6

Metabolizador pobre

um individuo carregando dois
alelos sem funcdo

*2/*%2, *2/*3, *3/*3

Indeterminado

um alelo de fun¢do normal, mais
um alelo de funcdo incerta

ou

dois alelos de fungdo incerta

*1/*4, *1/*5

*4/*5, *5/*6

O SNP de NUDT15 denominado de rs116855232 (ou c.415C>T) leva a

substituicdo na posicdo 139 do aminoécido Arginina por uma Cisteina (p.Arg**°->Cis),

ocasionando um decréscimo de fungdo ou anulagdo total dessa proteina (18). Esse
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polimorfismo esta fortemente associado tanto a leucopenia induzida por Tioguanina como
por toxicidade induzida, ambas podem ser causadas pelo estresse oxidativo, resultando
assim em apoptose das células progenitoras da medula 6ssea. Esse polimorfismo foi o
primeiro associado com a toxicidade em asiaticos e latino-americanos, sendo a causa
priméria de intoxicacdo. Estudos realizados por Zhang e colaboradores (70) e Yin e
colaboradores (70), afirmam que pacientes em uso de Tiopurina e portadores do alelo
mutante ¢.415C>T (NUDT15), apresentam um risco 3,79 vezes maior de desenvolver
leucopenia e intolerancia a Tiopurina (48,62,70,71).

Semelhante ao TPMT, a dosagem tolerada de Mercaptopurina também ¢é
correlacionado com o nimero de alelos ndo funcionais do gene NUDT15. Contudo ainda
existe uma escassez de estudos multiétnicos examinando tanto a TPMT quanto variantes
NUDT15. Portanto, Relling e colaboradores (62) recomendam a avaliacdo dos alelos de
NUDT15 paralelos aos do TPMT, incorporando ajuste de dose das Tiopurinas em
pacientes com alteracfes genotipicas. Dessa forma, para metabolizadores normais do
NUDT15 (NUDT15 *1/*1), as doses iniciais ndo precisam ser alteradas, enquanto, para
metabolizadores intermediarios NUDT15 (por exemplo, NUDT15 *1/*3), devem ser
realizadas reducdo das doses iniciais, com objetivo de minimizar a toxicidade. Para o0s
metabolizadores ruins de NUDT15 (por exemplo, *3/*3), as doses devem ser
substancialmente reduzidas ou o uso de um agente alternativo deve ser utilizado (figura
10).

Apesar da variante NUDT15 ser muito comum no leste asiatico e em populagoes
hispanicas. No Brasil, seu primeiro relato ocorreu em populagbes nativas, mais
especificamente em indigenas da tribo Guarani e Kaigang, com frequéncia entre 19.4% a
31.7% (tabela 10). Esta diversidade pode ser devido aos ancestrais indigenas distintos, sua
distribuicdo pela América Latina e a proporg¢do individual do ancestral amerindio, em

especial naqueles que possuem uma alta ancestralidade amerindia (72).

As alteracBes genéticas podem ocasionar interrupcdo do tratamento das LLA,
devido a reducdo das doses iniciais dos medicamentos e em casos mais graves podem
ocasionar leucopenia induzida por Tiopurinas. Portanto, faz-se necessario estudos das
variagcdes de NUDT15 e TPMT, para uma melhor abordagem dos pacientes, conforme as
diretrizes de tratamento. Este estudo, se propOs estudar, portanto, em populacgoes

autodeclaradas indigenas na Amazonia Brasileira essas variagdes.



Metabolizador Metabolizador intermediario Metabolizador
ou Possivel metabolizador intermediario

normal pobre
Dose inicial Reducgdo das Redugdo das " ~
ARt . Doengas com Inicio com reducio
normal doses iniciais doses iniciais malignidade drastica das doses
(30-80%) (50-80%)
- : = ; ! Redugido diaria -
Mercz?pto]::)unn, MercapFopu.nna . . das doses iniciais Reducdo de 25% da
Azatioprina e e Azatioprina Tioguanina DL _
. . l dose 1nicial e ajuste
Tioguanina
com base na
Mercaptopurina mielossupressio
e Azatioprina T
‘ Tioguanina

Figura 10: Recomendagdo das doses de Tiopurinas com base nos fenotipos de NUDT15. Adaptado de Relling e colaboradores (62)
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Frequéncia do genétipo (%) Frequéncia
Coordenadas Grupo Niamero de doaleleT (IC
Populacédo Localidades geograficas Regido linguistico individuos CC CT 1T 95%)
Guarani Amambai 23°S, 55°W  cantro-ceste Tupi 49 67.3 26.5 6.1 19.4
(12.8-28.3)
Limao Verde 23°S, 55°W Centro-oeste
Kaingang-1 Rio das 25°S, 52°W sul Gé 60 60.0 28.3 11.7 25.8
Cobras (18.9-34.3)
Ivai 24°S, 51°W Sul
Kaingang-2 Nonoai 27°S, B2°W Sul Gé 71 54.9 26.8 18.3 31.7
(24.6-39.7)
Xavante Pimentel  13°S,51°W  (entro-oeste Gé 87 89.7 10.3 0 5.2
Barbosa (2.7-9.5)

IC, intervalo de confianga

Tabela 10. Grupos Amerindios investigados: localizagdo, linguagem e distribui¢do do rs116855232 da NUDT15 (c.414C>T)
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Determinar a frequéncia das principais variantes alélicas do gene da Tiopurina
Metiltransferase (TPMT) e Nudix Hidrolase 15 (NUDT15) influenciados por populagdes
de maior migracéo

2.2. Especificos

1. Determinar a frequéncia dos alelos TPMT *2, *3A, *3B e *3C na Amazonia
Brasileira;

2. Determinar a frequéncia dos alelos *2 e *3 de NUDT15 na Amazonia Brasileira
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento

Este estudo de prevaléncia utilizou amostras bioldgicas coletadas apds assinatura
dos termos de consentimento e assentimento no periodo de 2013 a 2015 do biorepositdrio
do projeto denominado “Inquérito sobre a prevaléncia da deficiéncia de G6PD na
Amazonénia: resolvendo uma lacuna para a seguranca da cura radical da maléaria pelo
Plasmodium vivax usando Primaquina”. Este inquérito foi realizado em 43 municipios
dos estados do Acre, Amazonas, Amapda, Para, Roraima e Rondénia (Figura 10). O
tamanho amostral foi definido levando em consideracéo os seguintes parametros:

1. Populacdo de cada um dos estados;

2. Estimativa pontual da deficiéncia de G6PD obtida em estudos preliminares no
estado do Amazonas equivalente a 4,5% (30);

3. Preciséo de +/- 1,0%;

4. Nivel de confianca de 95%;

5. De forma conservadora, decidiu-se aumentar o tamanho amostral, utilizando-se
um efeito de desenho de 1,5.

Dessa forma foi estimada uma amostra de 2.473 participantes do sexo masculino
em cada estado e amostra total de 14.838 participantes. As amostras foram obtidas através

em locais de grande circulagdo na sede dos municipios.



Inqueérito de G6PDd na Amazonia Brasileira

AD ]OAT) DA BALIZA

250 500 750 1000 km

Municipios com amostras coletadas

Figura 11: Mapa das cidades onde foi realizado o inquérito sobre a G6PDd na Amaz6nia

Brasileira.

Para a composicdo do biorepositério, foram coletados 500 microlitros de sangue
total em EDTA por puncéo digital. As amostras encontram-se armazenadas a -20° C no
Laboratério Central do Instituto de Pesquisas Clinicas Carlos Borborema (IPCCB),
Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Na ocasiéo,
foi feita a coleta dos dados sdcio-epidemioldgicos em questionario padronizado, onde 0s
participantes autodeclaravam sua raga. Setenta e seis doadores eram auto-declarados
indigenas e foram utilizados nesse estudo. Amostra de outros setenta e seis doadores ndo
autodeclarados foram selecionados de forma randémica e incorporados a populagéo de
estudo. O pareamento das amostras foi de 1:1 dos seguintes estados: estados: Acre: 2;
Amazonas: 76, Amapa: 4, Para: 26, Rondonia: 38 e Roraima: 6, totalizando assim, 152

amostras.
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3.2. Técnicas Laboratoriais

3.2.1 Extracéo e diluicdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido de 200uL de sangue total segundo 0 protocolo do
kit de extracdo Biopur Kit Extracdo Mini Cent Centrifugacdo (Biometrix Diagnostica
Ltda., Curitiba — Parand — Brasil, em anexo (anexo 1). O DNA foi diluido conforme
protocolo modificado de Nolan e colaboradores (73) e a concentracdo final do DNA
extraido foi de 100uL

3.2.2 Genotipagem e determinagéo dos polimorfismos

O protocolo de genotipagem (anexo Il) para identificagdo do polimorfismo foi
realizado de acordo o protocolo do fabricante Applied Biosystem. Termociclador 7500
Real Time PCR System (California, USA) para realizacdo das ReagcOes em Cadeia da
Polimerase (PCRs) em tempo real. A tabela 9 apresenta as sondas utilizadas no processo
de genotipagem dos polimorfismos. As reacdes foram realizadas em uma concentracéo
final de 20uL de reacgdo, contendo 10 uL do TagMan Genotyping Master Mix (Applied
Biosystems, California, USA), com 1 uL de sonda especifica para cada polimorfismo
(Applied Biosystems, California, USA) e 9uL de DNA. A ciclagem foi realizada conforme
protocolo padronizado no Guia Nacional de Mensuracéo do Sistema da Reacdo em Cadeia
Quantitativa da Polimerase (qQPCR)(73) com os seguintes passos: 1) pré-PCR read: 60°C
por 01min; 2) ativagcdo da polimerase: 95°C por 10min, 3) desnaturacdo: 50 ciclos com
95°C por 15segs, 4) anelamento e extensdo: 50 ciclos com 60°C por 01min30segs e 5)
Post-PCR Read: 60°C por 01min. Inferimos haplétipos usando o software PHASE 2.1.1
(Stephens et al., 2001; Stephens e Scheet, 2005). Com base nas informagdes inferidas sobre
0 haploétipo, extraimos alelos em estrela que correspondiam a tabela de tradugdo do
conjunto de haplotipos da PharmGKB (https://www.pharmgkb.org/) (WhirlCarrillo et al.,
2012). Os genotipos previstos foram traduzidos em fenotipos moleculares com base nas
tabelas de traducdo de gendtipo-fenétipo codificadas de Moriyama et al. (2016) para
NUDT15 e das tabelas PharmGKB para TPMT (74).


https://www.pharmgkb.org/
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Tabela 9. Sondas utilizadas no processo de genotipagem para cada polimorfismo

Sondas Polimorfismo
C 154823200 10 rs116855232 - NUDTI15
C 19567 20 rs1142345
C 30634116 20 rs1800460 TPMT
C 12091552 30 rs1800462

3.2.3 Determinacéo da Ancestralidade

Para determinacdo das ascendéncias Africana/Europeia/Nativa, partimos da lista de
5.000 marcadores altamente informativos para a estimativa de ancestralidade continental
em todo o mundo, identificados por Paschou e colaboradores (2010) (75) usando a
abordagem de Rosenberg et al. (2003) (76), com base no painel de células CEPH-HGDP
A lista completa desses 5.000 marcadores esta em:
http://www.cs.rpi.edu/,drinep/HGDPAIMS/WORLD_5000_INFAIMs.txt.

O dado do gendtipo disponivel para americanos nativos € constituido de 3.848
marcadores dos quais 2.392 foram colocados em produtos subsequentes de chips de esferas
da Hlumina. Esse subconjunto de marcadores foi retido para a selecdo daqueles a serem
avaliados, a fim de facilitar a comparacdo e integragédo de dados subsequentes. 2.392
marcadores, foram classificados com base nas diferencas de frequéncia do alelo em
amostras de europeus, americanos nativos ou africanos. As proporg¢des individuais de
ascendéncia africana, europeia e americana nativa foram estimadas usando o programa
ADMIXTURE usando execucdes supervisionadas, onde grupos de referéncia africanos,
europeus e americanos nativos (K = 3) foram fornecidos. Execucdes ndo supervisionadas
em K = 3 produziram estimativas muito semelhantes, confirmando nossa escolha de
marcadores informativos sobre ancestralidade e populacGes parentais. Os erros padréo das
estimativas individuais de ancestralidade foram obtidos pelo bootstrap usando os

parametros padréo do programa (200 execuces de replicacédo) (75).
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3.2.4 Estatistica

As frequéncias de alelos, gendtipos e haplétipos foram obtidas por contagem de
genes. O teste T foi aplicado para comparar médias individuais de ancestralidade
biogeografica dentro da coorte de estudo. O teste x2 foi usado para comparar frequéncias
de alelos, hapl6tipos e fen6tipos, e para avaliar desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE). O nivel de significancia das analises estatisticas foi estabelecido em P <0,05.

3.3 Aspectos éticos

O estudo encontra-se em conformidade com os padrdes éticos e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD) através do parecer consubstanciado (CAAE) 625574/2014 e este
estudo foi aprovado através da emenda nimero 93843318.8.0000.0005.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram publicados na revista Pharmacogenetics and
Genomics com fator de impacto 2.860 presente no link: Pharmacogenomics of
thiopurines: distribution of TPMT and NUDT15 polymorphisms in the Brazilian Amazon
- PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32453263/).

4.1. Artigo


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32453263/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32453263/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32453263/
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Short communication 1

Pharmacogenomics of thiopurines: distribution of TPMT and
NUDT15 polymorphisms in the Brazilian Amazon

Guilherme Motta Antunes Ferreira®®, Anna Beatriz Ribeiro Elias®,

Joabi Nascimento®d, Wuelton Marcelo Monteiro®9, Gisely Cardoso Melo®¢,
Djane Clarys Baia-da-Silva?9, Marcus Vinicius Guimaraes Lacerda®%®

and Guilherme Suarez-Kurtz®

Reduced function alleles in the TPMT and NUDT15 genes
are risk factors for thiopurine toxicity. This study evaluated
the influence of Native ancestry on the distribution of
TPMT (rs1142345, rs1800460 and rs1800462) and
NUDT15 (rs116855232) polymorphisms and compound
metabolic phenotypes in 128 healthy males from the
Brazilian Amazon. The average proportion of Native

and European ancestry differed greatly and significantly
between self-declared Amerindians and non-Amerindians,
although extensive admixture in both groups was
evident. Native ancestry was not significantly associated
with the frequency distribution of the TPMT or NUDT15
polymorphisms investigated. The apparent discrepancy
with our previous results for NUDT15 rs116855232 in
the Ad Mixed American superpopulation of the 1000
Genomes Project is ascribed to the diversity of the Native
populations of the Americas. Based on the inferred

Introduction

Population diversity impacts pharmacogenetics/pharma-
cogenomics (PGx) research and clinical implementation.
Although most common genetic markers are shared across
populations [1] there are large population differences in
some key PGx variants which have major influence on
drug responses [2]. A remarkable example of conse-
quences of PGx diversity across populations is the severe,
life-threatening toxicity of carbamazepine in carriers of
the HLA-B*15:02 haplotype. This haplotype displays high
frequency in some Asian populations, but is absent or
quite rare in Africans and Europeans [3]. A similar fre-
quency distribution was recently described for another
important PGx marker, namely NUDT15 c.415C>T
(rs116855232; p.R139C), linked to the cytotoxicity of thi-
opurines. The minor c.415T allele, which associateswith a
dramatic loss of NUDT15 function, is most common in
East Asians but rare in Europeans and Africans [4,5]. In
Latin American populations, who share European, African
and Native American (Amerindian) ancestral roots, the
minor allele frequency (MAF) of rs116855232
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TPMT/NUDT15 compound metabolic phenotypes, the
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
recommendations for starting thiopurine therapy with
reduced doses or to consider dose reduction applied
respectively to 3-5% and to 12—20% of the study cohorts.
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varies considerably, ranging from 0.5% in Puerto Ricans
to 11.8% in Peruvians represented in the Admixed-
American super-population (AMR) of the 1000 Genomes
Project (1KG).The MAF of rs116855232 increasesin par-
allel with the individual proportion of Native ancestryin
the 1KG-AMR [6] and Amerindian groups living inreser-
vation areas in the South Region of Brazil displayed the
highest(26-32%)MAFatrs116855232sofarreportedfor
any population worldwide [7].

The present study examines the distribution of
rs116855232 SNP in the Brazilian Amazon, where nearly
250 000 self-declared Native/Amerindians (Indigena, in
the terminology of the Brazilian Census) live, and
admixture with people of European and African ances-
try is extensive outside reservation areas [8-10]. We
analyzed available DNA samples from a large survey of
the prevalence of glucose-6 phosphate dehydrogenase
(G6PD) deficiency in the Brazilian Amazon to explore the
influence of Native ancestry on the distribution of the
NUDT15 rs116855232 SNP in the region for the first
time. The study cohort was also genotyped for commonly
reported TPMT polymorphisms because both NUDT15
and TPMT are the major PGx determinants of thiopurine
citotoxicity, and the updated Clinical Pharmacogenetics
DOI:10.1097/FPC.0000000000000411
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Implementation Consortium (CPIC) guideline for thio-
purine dosing is based on the combined NUDT15 and
TPMT metabolic phenotypes [11].

Methods

This study was conducted in accordance with the
revised Declaration of Helsinki and the rules of Good
Clinical Practice (ICH-GCP). The study procedures were
approved by the local Human Research Ethics Committee
(CEP/FMT-HVD number 3.889.719/2020) and all adult
participantsoraparentorguardianoftheenrolled minors
provided written informed consentand/or assent, before
specimenswere collected from 14438 male inhabitants of
urbanareasfrom43localitieswithinthe BrazilianAmazon

Study population

Thestudy cohort consisted of 128 unrelated males (125 adults
and three minors aged 10, 16 and 17 years old) self-iden-
tified according to the Brazilian census as Amerindian (n

= 67), White (n = 29) or Brown (Pardo in the terminology
of the Brazilian Census, n = 32), recruited in 22 out of the
43 localities within the Brazilian Amazon (Supplementary
Table 1, Supplemental digital content 1, http;/links.lww.com/
FP(C/B373). The term non-Amerindian will be used torefer
to the combined White and Brown individuals. A panel of
ancestry informative markers validated for the Brazilian
population [12] and the Structure software [13] were used
to estimate the individual proportions of Native, European
and African ancestry in all participants.

TPMT and NUDT15 haplotypes and metabolic
phenotypes

Tagman assays were employed for allele discrimination
of NUDT15rs116855232andthe TPMT SNPsrs1800462
(c.238G>C), rs1800460 (c.460G>A) and rs1142345 (c.
719A>G), which identify the TPMT*2, *3A, *3B and *3C
haplotypes [11]. The wild-type haplotype (*1) was attrib-
uted to each gene by default. TPMT, NUDT15 and com-
bined (i.e. TMPT plus NUDT15) metabolic phenotypes
were inferred from the individual haplotypes accord- ing
to the CPIC [11] and the Pharmacogene Variation
(PharmVar) Consortion [5].

Statistical analyses

Allele, genotype and haplotype frequencies were derived
by gene counting. The {-test was applied to compare indi-
vidual proportions of biogeographical ancestry withinthe
study cohort.The y2testwasused tocompareallele, haplo-
type and phenotype frequencies, and to assess deviations
from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). The level of
significance of statistical analyses was setat P < 0.05.

Results

Biogeographical ancestry

The estimated biogeographical ancestry of self-declared
Amerindians and non-Amerindians is plotted in Fig. 1

and summarized in Table 1. The proportions of Native
and European ancestry, but notAfrican ancestry, differed
greatly and significantly (P < 0.0001) between Amerindians
and non-Amerindians. Nevertheless, extensive admixture
in both these groups is evident in the plots. A third of self-
declared Amerindians had >50% non-Native, mainly
European ancestry, whereas one-fourth of self-declared
non-Amerindians had >50% Native ancestry.Thus, for the
purpose of exploring the influence of Native ancestry on
the distribution of NUDT15 and TMPT polymorphisms,
we devised two subcohorts, comprising individuals with
either >70% Native ancestry (denoted NAT subcohort, n
=59) or <25% Native ancestry (non-NAT subcohort, n =
51). Eight individuals of the NAT subcohort (14%) self-
identified as White, whereas 7 individuals of the non- NAT
subcohort (14%) were self-declared Amerindians. The
average individual proportion of Native ancestry in NAT
(0.92; Table 1) was nearly 12-fold greater than in non-
NAT (0.08), which suggests to us that comparative data
from the two cohorts may be used to investigate the
association of Native ancestry with the frequency distri-
bution of NUDT15 and TPMT polymorphisms and meta-
bolic phenotypes in the Brazilian Amazon.

Distribution of NUDT15 and TPMT polymorphisms and
metabolic phenotypes

Genotype frequencies of the interrogated loci did not
deviate significantly from HWE proportions in the overall
cohort,among self-reported Amerindiansand non-Amer-
indians. Allele discrimination of the NUDT15 and TPMT
SNPs is summarized in Table 2. For comparison, the fre-
quency of these SNPs in other Brazilian cohorts and in
populations included in the 1000 Genomes (1KG) Project
and the Genome Aggregation database (Exac/gnomAD)
are listed in Supplementary Table 2, Supplemental digi-
tal content 2, http.//links.lww.com/FPC/B374.

The NUDT15 rs116855232 SNP showed a MAF of 5.5%
in the overall cohort, with no significant differ- ence
between self-reported Amerindians (6.0%) versus non-
Amerindians (4.9%) or between the NAT (7.7%) and
<non-NAT (4.2%) subcohorts. Of note, homozy- gosis for
the rs116855232 variant allele (TT genotype) was
detected in only one individual, who self-identified as
White, with estimated ancestral proportions of 0.94
European, 0.05 Native and 0.01 African.

Regarding TMPT polymorphisms, the rs1800462 SNP,
which defines the TPMT*2 haplotype was not detected,
while rs1142345 and rs1800460 showed MAF frequencies
of 4.3 and 5.9%), respectively, in the overall studycohort,
with no variant homozygotes. The MAF of rs1142345
and rs1800460, and the frequency distribution of TPMT
inferred haplotypes (*1, *3A, *3B and *3C) did not differ
significantly between self-declared Amerindians versus
non-Amerindians nor between NAT versus non-NAT
subcohorts (Table 2).
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Table 1 Biogeographical ancestry

Proportion of biogeographical ancestry2

African

European

Study group n Native

Amerindian 67 0.68(0.520+0.847)
Non-Amerindian 61 0.25(0.173+0.325)
NAT subcohort 55 0.92(0.884+0.930)
Non-NAT subcohort 59 0.08(0.061+0.102)

0.05 (0.039 + 0.064)
0.09 (0.055 + 0.116)
0.03 (0.021 + 0.045)
0.07 (0.043 + 0.096)

0.26(0.201+0.328)
0.67 (0.580+0.750)
0.06(0.043+0.077)
0.85(0.810+0.888)

#Data expressed as mean (95% CI).

The distribution of combined NUDT15 and TPMT hap-
lotypes and assigned metabolic phenotypes is shown in
Table 3. For this analysis, the TPMT*3A-C haplotypes
were merged. Four individuals (three from the NAT and
one from the non-NAT subcohorts) were compound het-
erozygotes, thatis, heterozygousforbothgenes (NUDT15
*1/*2 and TPMT *1/%3) and were assigned the poor metab-
olizer phenotype [6,11]. x? tests revealed no significant
difference in the distribution of compound NUDT15 and
TPMT phenotypes between Amerindians versus non-Am-
erindians nor between NAT versus non-NAT subcohorts.

The compound metabolic phenotypes and the CPIC
guideline recommendations for thiopurine dosing were
used to construct the plots in Fig. 2, which show that: (1)

drastic reductions of thiopurine dose applies to 3-5% of
individuals, who are poor metabolizers of either or both
NUDT15 and TPMT, or have the compound interme-
diate phenotype; (2) consider thiopurine dose reduction
applies to 12-20% of individuals with the intermediate
phenotype with respect to either NUDT15 and TPMT, and
normal metabolizer phenotype for the other enzyme;

(3) use of standard thiopurine doses applies to 75-85%
of individuals, who are normal metabolizers of both
NUDT15 and TPMT.

Discussion

PGx studies of Amazonian populations, especially self-
declared Amerindians are scarce [14-16] and, to our
knowledge, have not explored NUDT15 polymorphisms
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Table 2 Distribution of NUDT15 and TPMT variants

NUDT15 TPMT
Cohort N rs116855232 rs1142345 rs1800460 *3A *3B *3C
Overall 128 5.5 (3.3-8.9) 4.3 (2.4-7.5) 5.9 (3.6-9.4) 3.5(1.9-6.5) 2.3(1.1-5.0) 0.8 (0.2-2.8)
Amerindians 67 6.0 (3.0-11.3) 3.0 (1.1-7.4) 6.0 (3.0-11.3) 3.0 (1.1-7.4) 3.0 (1.1-7.4) 0
Non-Amerindians 61 4.9 (2.3-10.3) 5.7 (2.8-11.4) 4.1(1.8-9.2) 3.3(1.3-8.1) 1.6 (0.4-5.8) 1.6 (0.4-5.8)
NAT subcohort 55 7.7 (3.9-14.4) 4.8(2.1-10.8) 7.7 (3.9-14.4) 3.9 (1.5-9.5) 3.9 (1.5-9.5) 1.0 (0.2-5.2)
Non-NAT subcohort 59 4.2 (1.8-9.5) 3.4 (1.3-8.4) 4.2 (1.8-9.5) 2.5(0.9-7.2) 1.7 (0.6-4.0) 0.9 (0.1-4.6)
Data expressed as mean percentage (95% CI).
Table 3 Distribution of compound NUDT15 and TPMT polymorphisms and metabolic phenotypes
NUDT15 NUDT15
Amerindian wt/wt wt/var var/var non-Amerindian wt/wt wt/var var/var
TPMT wt/wt 53 6 0 TPMT wit/wt 49 2 1
wtivar 6 2 0 wtivar 7 2 0
var/var 0 0 0 varlvar 0 0 0
NUDT15 NUDT15
NAT wt/wt wt/var var/var non-NAT wt/wt wt/var var/var
TPMT wt/wt 41 5 0 TPMT wt/wt 50 2 1
wtivar 6 3 0 wtivar 5 1 0
var/var 0 0 0 var/var 0 0 0

For this analysis, all variant TPMT alleles were combined. wt refers to *1 for both genes; var = TPMT*2, *3A, *3B or *3C, and NUDT15 rs116855232T allele. Combined
intermediate metabolizers are shown in italics and light gray shade. Combined poor metabolizers are in bold and dark gray shade.

or combined TPMT/NUDT15 metabolic phenotypes. Our
study recruited self-reported Amerindian and non-
Amerindian males, from 22 different municipalities
within the Brazilian Amazon, including Sao Gabriel da
Cachoeira, which has the largest Amerindian population
of Brazil (https://indigenas.ibge.gov.br/images/indigenas/
estudos/indigena_censo2010.pdf).

Importantly,nostudy participantwaslivinginIndigenous
reservations areas, which may account for the considera-
ble admixture of Native, European and to a considera-
bly lesser extent, African ancestry in the overall cohort.
Indeed, several self-reported Amerindians had >50%
European ancestry, and conversely, Native ancestry was
predominant in a number of self-declared non-Amerin-
dians. These observations are consistent with evidence
that individual proportions of the major parental ances-
triesamong Braziliansvarywidely withineachrace/color
category of the Brazilian Census, as a consequence of five
centuries of extensive admixture [10,17].

Recognition of this fact led us to devise two subcohorts
differing largely (12-fold) in Native ancestry, to explore
the impact of this ancestral root on the distribution of
NUDT15 and TPMT genetic polymorphisms and met-
abolic phenotypes in the Brazilian Amazon. The results
showed no statistically significant difference in frequency
of TPMT SNPs and haplotypes or the MAF of NUDT15
rs116855232 between the NAT and non-NAT subcohorts,
nor between self-reported Amerindians versus non-Amer-
indians. These findings suggest that Native ancestry does
not impact the distribution of the interrogated TMPT and

NUDT15 SNPs in the study cohort. Similar findings were
reported for the 1KG-AMR superpopulation with respect
to TPMT, that is, no difference in frequency of polymor-
phisms between individuals with >70% Native ancestry
versus >70% European ancestry [6].

However, the present results are in apparent discrep-
ancy with the 1KG-AMR with respect to the NUDT15
rs116855232 SNP: we report here a nominal, but NSdif-
ference, in MAF between NAT (7.7%) and <non-NAT
(4.2%), whereas a large, and highly significant difference
was observed between 1KG-AMR with >70% Native
ancestry (MAF =13.1%) versus >70% European ancestry
(rs116855232 absent) [6]. This quantitative discrepancy
cannot be explained by the extent of Native ancestry,
since both analyses compared subcohorts with >70%
versus <30% Native ancestry. A more likely explanation
lies in the diversity of Native populations, which prevails
throughout the Americas. For example, the Brazilian
Census of 2010 identified 305 distinct Amerindian eth-
nicities, speaking 274 languages (https://educa.ibge.gov.
br/jovens/conheca-o-brasil/populacao/20506-indigenas.

html), whereas the two major Native groups in Peru,
namely Quechua and Aimara, are virtually absent in
Brazil. Large differences in frequency of PGx variants in
different Amerindian groups are not uncommon [18,19],
such as a six-fold range in MAF (5.2-31.7%) of NUDT15
rs116855232 among Amerindians living in reservation
areas in different regions of Brazil [6]. The rich diversity
of Native American populations, should caution against
extrapolation of PGx data across Latin American peoples,
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Distribution of the CPIC recommendations of adjustmentin thiopu-
rine starting dose, according to the compound TPMT and NUDT15
metabolic phenotypes. The plots correspond to the self-declared
Amerindians, non-Amerindians, NAT and non-NAT subcohorts. The
colors in the plots correspond to the CPIC recommendations of
‘Use standard dose’ (white), ‘Consider dose reduction’ (gray) and
‘Dose reduction recommended’ (black). The percentages for the
dose adjustment recommendations are indicated. CPIC, Clinical
Pharmacogenetics Implementation Consortium.

in view of their distinct Native American ancestors and
variable individual proportions of Amerindian ancestry.
Larger studies with Amerindian population from more
isolated communities are needed.

The distribution of the inferred TPMT and NUDT15
compound metabolic phenotypes showed no significant
influence of Native ancestry. Nevertheless, intermediate
compound metabolizers were nominally more common
in NAT (20%) compared to non-NAT (12%), and the pos-
sibility of a statistical type 2 error, cannot be excluded in
view of the relatively small size of these subcohorts.
Based on the compound TPMT and NUDT15 pheno-
types the CPIC recommendations for thiopurine dose
adjustment apply to 25% and 15% of the individuals in
the NAT and non-NAT study subcohorts, respectively. For
comparison, recommendation of thiopurine dosing
adjustment applied to ~10% of 162 children with acute
lymphoblastic leukemia, from the Southeast region of
Brazil [20], and to 40% of 1KG AMR individuals with
>70% Native ancestry [6].

Finally, the identification of a self-reported White
individual, with estimated 0.94 (94%) proportion of
European ancestry, having the NUDT15 rs116855232
TT homozygous genotype was unexpected, since the
rs116855232 T allele was not detected among 1KG-AMR
individuals with >70% European ancestry [6], TT
homozygotes were absent in the 1KG European
superpopulationandwere extremelyrare (0.003-0.03%)

in the European cohorts of the Exac/gnomAD data- base.
Nevertheless, one rs116855232 homozygous car- rier
was identified among 107 European patients who
developed severe thiourine-related hematotoxicity [21].
The finding of one rs116855232 TT homozygote in our
study cohort may be tentatively ascribed to differences
in local ancestry, that is, ancestry at specific loci versus
global ancestry, a recognized caveat in admixed popula-
tions [22].
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Supplementary Table 1.

Localities State Geographical coordinates N
Cruzeiro do Sul Acre 7°37'39"S,72°40'39" W 1
Macapa Amapa 0°2'4" N, 51° 3' 60" W 1
Sao Gabriel da Cachoeira Amazonas 0°7'48"S, 67°5'20" W 30
Manaus Amazonas 3°4'25" S, 60° 0' 20" W 8
Labrea Amazonas 7°15'36" S, 64° 47' 57" W 6
Rio Preto da Eva Amazonas 2°41'55" S, 59° 42' 3" W 5
Coari Amazonas 4°5'6" S, 63°8'30"W 4
Itacoatiara Amazonas 3°8'31"S, 58°26'33"W 4
Humaita Amazonas 7°30'22" S, 63°1'38" W 3
Parintins Amazonas 2°37'40" S, 56° 44' 09" W 3
Tabatinga Amazonas 4°15'12" S, 69°56' 19" W 1
Jacareacanga Para 6° 12'24" S, 57° 49' 28" W 11
Anajas Para 0°59'14" S, 49° 56' 25" W 9
Maraba Para 5°22'12"S,49°7'1"W 4
Candeias do Jamari Rondb6nia 8°48'35"S,63°41'9" W 14
Guajara-Mirim Rondénia 10° 46'58" S, 65° 20' 22" W 7
Cujubim Rondénia 9°21'48" S, 62° 35' 8" W 6
Porto Velho Rondénia 8°45'42" S, 63° 54' 14" W 6
Machadinho do Oeste Rondb6nia 9°25'49" S, 62° 0' 15" W 1
Boa Vista Roraima 2°49'10" N, 60°40' 17" W 2
Amajari Roraima 3°39'07"N, 61°22' 15" W 1
Caracarai Roraima 1°49'13" N, 61° 7' 57" W 1




Supplementary Table 2. Minor allele frequency (MAF) of NUDT15 and TPMT polymorphisms?

Source/population NUDT15 TPMT

rs116855232 rs1800460 rs1142345 rs1800462
This study
Overall cohort 5.5 5.9 4.3 0
Self-declared Amerindians 6.0 6.0 3.0 0
Self-declared non-Amerindians 4.9 4.1 5.7 0
Brazilians
Natives living in reservation areas® 5.2-31.7
Admixed cohort® 1.5 1.9 2.9 0.7
1000 Genomes Project®
AMR (Admixed American) 4.5(0.5-11.8) 40(1.1-6.5) 5.8(2.1-9.1) 0.6 (0-1.1)
EUR (European) 0.2(0-1.0) 28(14-4.2) 29(14-4.2) 0.6(0-1.1)
AFR (African) 0.1(0-0.8) 0.3(0-2.5) 6.7 (4.0 - 11.6) 0.1(0-0.8)
Genome Aggrgation Database®
Latino 6.0 4.3 4.8 0.3
European non-Finish 0.3 3.8 4.3 0.2
European Finish 2.3 2.7 3.1 <0.01
African 0.1 0.7 5.6 0.05

a2Expressed as percent
b Data from reference [7]

¢ Data available at http://abraom.ib.usp.br/search.php

dData available at https://www.ensembl.org/index.html for superpopulations (range in the comprised populations)
¢ Data available at https://gnomad.broadinstitute.org/
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5. LIMITACOES

A limitacdo do presente trabalho foi a utilizacdo de amostras somente do sexo
masculino porque a G6PD ¢é uma deficiéncia ligada ao sexo, sendo mais prevalente em
homens e, para se determinar a frequéncia dessa alteragdo, coletou-se amostras somente

de homens.

6. CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo da distribuicdo de frequéncias dos polimorfismos
combinados de NUDT15 e TMPT na Amazonia Legal, local onde 60% da populagéo

brasileira é autorreferida amerindia;

Os resultados mostraram nédo haver diferencas estatisticamente significantes na
menor frequéncia alélica dos SNPs NUDT15 e TPMT interrogados ou na distribui¢do dos
haplotipos TPMT e fendtipos metabolicos compostos NUDT15/ TPMT, entre amerindios

auto-relatados versus ndao-amerindios, ou entre as sub-coortes de nativos e ndo-nativos;

A distribuic@o dos fenotipos metabdlicos TPMT e NUDT15 ndo diferiu entre as
sub-coortes do estudo, consequentemente ndo foi possivel estabelecer influéncia da
ancestralidade nativa;

As recomendacdes do CPIC para ajuste da dose de Tiopurina foram aplicadas em
23% e 17% dos individuos nas sub-coortes NAT e ndo-NAT;

Outros estudos devem ser realizados com um n amostral maior, a fim de

determinar a real frequéncia dos SNPs TPMT e NUDT15 na populagédo nativa.
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7. PERSPECTIVAS

Sabendo que essas alteracOes genéticas podem estar presentes na populacao
estudada, ainda se necessita de mais estudos para se determinar com uma maior precisdo
a prevaléncia desses polimorfismos. Também pode-se procurar realizar um estudo nos
pacientes portadores de leucemia para se determinar a presenca desses polimorfismos na
populacédo doente e seguir os protocolos com as dosagens individuais para se determinar

se houve, ou ndo, um aumento na toxicidade dos pacientes.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO I - Protocolo de Extra¢éo de DNA

Extracdo de DNA
e Adicionar 25uL de Proteinase K e 200uL de amostra bioldgica em cada pogo da

Placa de Coleta;

e Pipetar a solucdo no fundo do pogo sem encostar nas bordas do poco;

IMPORTANTE

Para amostras com menos de 200uL, completar o volume com PBS 1X;

o Adicionar 200uL de Tampéo de Lise C em cada pogo da Placa de Coleta;

e Opcional: Centrifugar rapidamente para coletar todo liquido no fundo do pocgo se

as solucdes ndo forem dispensadas corretamente;

o Selar a Placa de Coleta com Filme Adesivo e incubar em temperatura ambiente (18-
25°C) por 10min. Durante o tempo de incubacdo, assegurar completa mistura das
solugdes por meio de ciclos de 3 a 5 aspiracOes (repetir 3 a 5 vezes) ou passar a
placa suavemente sobre o vortex em baixa velocidade (também de 3 a 5 vezes)
por alguns segundos. Caso se tenha um shaker para homogeneizagdo da placa,
manter a uma velocidade de rotagdo (1200-1500rpm) durante os 10 minutos.
Dependendo do modelo do shaker e da frequéncia de agitacdo aplicada, fixar a

placa com fita adesiva ou el&stico para evitar o deslocamento;

e Apb6s o tempo de incubagdo, o lisado se tornar4 amarronzado. Caso se esteja
trabalhando com amostras antigas, aumentar o tempo de incubagdo para 30

minutos;

e Adicionar 200puL de Etanol (96-100%) em cada poco e homogeneizar por
pipetagem repetitiva por 3 vezes.
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ATENCAO
Apos a adicdo do etanol ao lisado, misturar imediatamente por, no méaximo, 1 minuto!
Nao deixar o etanol na superficie do lisado por mais de 1 minuto pois pode ocorrer

diminuigdo do rendimento e pureza do DNA extraido;

e Colocar a Placa de ligagdo sobre uma nova Placa de Coleta e transferir toda a
suspensdo da Placa de Ligacéo;

e Cobrir a placa com um novo Filme Adesivo e colocar todo o bloco (Placa de
Ligacdo + Placa de Coleta) na centrifuga por 3 minutos a 5.600xg;

e Retirar todo o bloco da centrifuga e desprezar o filtrado;

e Reencaixar a Placa de Ligacdo na Placa de Coleta;

NOTA
Se algumas amostras ndo passarem completamente pela membrana, repetir o passo de

centrifugagdo dentro de 10 minutos, ndo sendo necessario descartar o filtrado

e Adicionar 500uL do Tampéo de Lavagem C1 em cada poco da Placa de Coleta e

cobrir novamente com um novo Filme Adesivo;

e Colocar todo o bloco (Placa de Ligacdo + Placa de Coleta) na centrifuga por 5
minutos a 5.600xg e quando terminar, retirar todo o bloco e desprezar o filtrado;

Reencaixar a Placa de Ligacdo na Placa de Coleta e repetir 0 passo anterior;

Encaixar a Placa de Ligagéo sobre a Placa de Eluicdo, adicionar 200uL de Tampé&o

de Eluicéo S e cobrir a placa com um novo Filme Adesivo;

Colocar todo o bloco (Placa de Ligacdo + Placa de Eluicdo) na centrifuga por 2
minutos a 5.600xg;

Retirar todo o bloco da centrifuga e descartar a Placa de Diluicdo;

e Selar a Placa de Eluicdo para armazenar o DNA.
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Biosseguranca e descarte de residuos

Todo o procedimento deve se realizar sob condi¢es de biosseguranca (1). Os residuos
serdo descartados de acordo com as normas da Geréncia de Malaria. O lixo liquido sera
incubado com hipoclorito de sédio durante a noite, depois pode descartado pelo esgoto.
Alternativamente pode ser colectado em recipiente de lixo liquido que sera buscado por
profissionais. As ponteiras usadas podem serao autoclavadas e depois podem ser
descartadas no lixo comum.

Limpeza de material e equipamento

Limpeza de placas e poco profundo
e Deixar as placas de molho em hipoclorito de sodio durante a noite;
e Enxaguar com agua destilada;

e Embrulhar em papel aluminio e autoclavar.

Limpeza da Centrifuga (1x/M&és)
e Limpeza do interior da centrifuga (tampa incluida) e dos suportes das placas com
agua e detergente;
e Desmontar rotor e colocar de volta bem apertado;

e Aplicar gordura na parte exterior do suporte de placa.

REFERENCIA
e Richmond JY, Mckinney RW. Biosseguranca em laboratérios biomédicos e de
microbiologia. Brasilia: Ministério da Saude: Fundacdo Nacional de Salde;
2001.
e Biopur Kit Extracdo Mini Cent Centrifugacdo (Biometrix Diagnostica Ltda.,
Curitiba — Parand — Brasil)
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9.2 ANEXO II - Procedimento para realizacdo da genotipagem de SNPs de TPMT e
NUDT15

Materiais
e Pipetas automaéticas de 10uL, 100uL e 1000 pL;
e Ponteiras com filtro para pipetas automaticas;
e Pipeta multicanal;
e Multipipetador;
e Ponteiras para multipipetador (0,5mL);
e Tubos eppendorf de 1,5e 2,0mL;
e Microplacas de 0,1mL com 96 pocos para sistema de PCR em Tempo Real;

e Adesivos Opticos para vedar as microplacas.

Equipamentos
o \ortex;
e Centrifuga;
e Termociclador de PCR em Tempo Real,

e Nanodrop.

Reagentes
e Mastermix universal,
e Mastermix de genotipagem;
e Sondas de genotipagem;

e Agua nuclease free.

Reacéo de genotipagem
Obtencdo de DNA
e A extracdo do DNA deve ser feita de acordo com o POP: Procedimento para
Extragdo de DNA em placa
e As amostras devem ser armazenadas em tubo eppendorf ou microplaca e

devem ser mantidas em camara fria a 4°C.
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Preparacdo do Mix de genotipagem

O mix de genotipagem deve ser preparado e distribuido na microplaca para
PCR na area apropriada (capela de fluxo laminar VECO CFLV estéril para
preparo de reagentes PCR);

Ligar a luz UV (germicida) da capela de fluxo laminar cerca de 30 minutos
antes do preparo. Apés esse periodo, desligar a luz

Com o fluxo laminar da cabine em operacédo, proceder o preparo do mix de
genotipagem;

Centrifugar as sondas;

Em um tubo de eppendorf, pipetar os reagentes nas seguintes proporcdes:

Obs: Pode-se utilizar também os reagentes e volumes (mix de genotipagem e DNA
template) recomendados pelo fabricante das sondas de genotipagem, a Thermofisher

Scientific

Sondas Polimorfismo
C 154823200 10 rs116855232 - NUDTI15
C 19567 20 rs1142345
C 30634116 20 rs1800460 TPMT
C 12091552 30 rs1800462
Proporc¢ao Volume
Mastermix universal 10uL

Sonda de genotipagem
(tabela abaixo)
DNA para genotipagem ouL

Volume final 20uL

1pL

Montagem da placa de genotipagem

Vortexar e/ou centrifugar todos os tubos e microplacas de armazenamento de
DNA;

Pipetar 20uL da solugdo de genotipagem em cada pog¢o da microplaca de
genotipagem;

O controle negativo deve ser feito pipetando 20uL de agua (miliQ/agua para
injecdo/agua nuclease free) em cada poco selecionado como controle
negativo;
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Aplicar o adesivo Optico para vedar a microplaca, evitando de tocar em sua
area central e centrifugar a placa.

Reacéo de PCR real time

A reacdo utiliza o software Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System;
Selecionar Advanced Setup na tela inicial,

No Experiment Menu = Setup > Experiment properties: identificar o nome
do experimento e o instrumento de corrida (7500/96wells), o tipo de
experimento (genotyping), o reagente (TagMan® Reagents) e a velocidade
(Standart, ~2hours to complete run)

No Experiment Menu = Setup - Plate setup: Atribuir o SNP assay, Criar o
novo SNP assay; identificar o SNP assay, definir o alelo 1 e 2 base e selecionar
VIC e FAM, respectivamente e no Plate layout, selecionar os pogos e definir
0s SNP assay para cada polimorfismo ou o que estiver sendo estudado.

No Experiment Menu -> Setup - Run Method: configurar a corrida
preenchendo a quantidade de pL da reacdo (que pode ter entre 10uL a 30uL),
na aba Tabular View, selecione os tempos e temperatura da reagcdo bem como
0 numero de ciclos.

Thermal Cycling (Performed on a dedicated thermal Post-PCR
Pre-PCR Read cycler) Read
Step/Stage -
Holding Stage Holding Stage Cycling (50 cycles) Holding stage
i i
g-tag g-tag Denature Anneal/Extend gstag
Temperature 60°C 95°C 95°C 60°C 60°C
Times (mm:ss) 01:00 10:00 00:15 01:30 01:00
Data Colletion Yes No No Yes Yes

Apos configurar a PCR, conferir o Plate Layout e salvar a reagdo, em seguida
clicar em Start Run;

O desenho da reacdo pode ser salvo como template para as demais analises;

Anélise da reacéo e definicdo do haplotipo

No Experiment Menu - Analysis = Multicomponent plot: analisar as curvas
de genotipagem
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