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RESUMO

DEBORTOLI, G. Elaboragdo de um painel de marcadores de
ancestralidade para estudos caso-controle e orgaai@o das
informacdes em banco de dados locaR013. 112p. Dissertacdo de
Mestrado — Universidade Federal de Santa Catdfiodandpolis, SC.

A populagédo brasileira € produto da miscigenacéine etnés
principais grupos étnicos: Amerindios (que ja lealgiin estas terras a
época do descobrimento), Europeus (principalmemtdugueses) e
Africanos (trazidos de forma forcada como méao deaofiscrava).
Estimar as diferentes propor¢cées de ancestralidadepopulacfes
miscigenadas é de extrema importancia para estgdoéticos que
buscam encontrar alelos de sucetibilidade a dogngas vez que a ndo
correcdo da estratificagdo populacional pode onasidesvios levando
a associacfes espurias. Para o controle da estigdid populacional, a
utilizagdo de marcadores informativos de ancedadé tem sido
amplamente utilizada por apresentar um alto diféatrde frequéncia
entre populacBes de regides geograficamente distit objetivo deste
estudo foi genotipar quatro marcadores informatdesancestralidade
adequados para amostras da populacdo brasilemadaiestender esta
abordagem para entender a estruturacdo populactoma¢studos de
caso-controle, utilizando como modelo a doencaiaser Adicional ao
principal objetivo, um banco de dados biolégico BDoi diagramado
e implementado, para auxiliar na organizagdo e zmn@mmento de
informacdes a respeito das amostras aqui utilizasga$requéncias dos
quatro marcadores (AT3, Sb19.3, APO e PV92) foratimadas em
amostras de pacientes (PSR) diagnosticados conflagsofn=100) e
controles saudaveis (PSC) sem histérico de doengd0Q, PSC)
coletadas na cidade de Florianépolis - SC. Os ggédnéticos foram
obtidos através de PCR convencional e eletrofozesgel de agarose.
As analises estatisticas empregaram programasdai®s GENEPOP,
GDA e ADMIX 3. O BDB proposto foi desenvolvido etregurado em
sistema de gestdo de bases de dados relaciona®@l\M¥Sa interface
gréfica foi desenvolvida em linguagem PHP e HTMior Pneio de
analises moleculares e estatisticas, os resuli@iokidos evidenciaram
que os dois grupos de individuos aqui estudadoR (BSPSC)
apresentaram semelhancas quanto a sua ancestatigaética, ndo
sendo observado grandes diferencas populacionaisesfimativas de
mistura revelaram que as duas popula¢gbes analis@aati-hibridas,
com alta preponderancia do componente europeuidsede africano e
amerindio respectivamente. Apesar dos poucos dwes utilizados



foi possivel discriminar a contribuicdo genética dpupos ancestrais
indicando que mesmo um numero reduzido de marcaduode ser
suficiente, desde que apropriadamente selecionpdosyesponder uma
pergunta especifica. O BDB construido e diagrameaekie trabalho
rececbeu o nome de LAPOGEdb (LAPOGE Database
www.lapoge.sites.ufsc) e, mostrou-se uma ferramefiittaz para o
armazenamento estruturado de informacdes que vagidane dados
epidemiol6gicos e genéticos referentes a amostitezadas ao longo de
19 anos de funcionamento do Laborato6rio de Polisrads Genéticos
da Universidade Federal de Santa Catarina (LAPOGE€).
Palavras-chaveAlMs. Estratificacdo Populacional. Epidemiologia
Molecular.



ABSTRACT

DEBORTOLI, G. Elaboration of a panel of ancestry-informative
markers for case-control studies and organization fonformation in

a local database2013. 112p. Dissertacdo de Mestrado — Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC.

The Brazilian population is the product of intedxieng between
the three main ethnic groups: Amerindians (who litieal these lands
during the discovery), Europeans (mainly Portugues®l Africans
(brought forcefully as slave labor). Estimating thitferent proportions
of ancestry in admixed populations is of utmostong@nce for genetic
studies that seek to find disease susceptibiligfes, since no correction
of population stratification, can cause deviatideading to spurious
associations. To control the population stratifaatthe use of ancestry
informative markers have been widely used foretsttdire of presenting
a high frequency differential between geographjcalilistinct
populations. The aim of this study was to genotyper ancestry
informative markers suitable for samples of thezitiem population in
order to extend this approach to understand thelpbpn structure in
case-control studies, using as a model the pseriisease. Additional
to the main objective, a biological database (B@swliagrammed and
implemented through programming languages, to tasBsisrganizing
and storing information about the samples used. fére frequencies of
the four markers (AT3, Sb19.3, APO and PV92) westnated in
samples of patients (PSR) diagnosed with psoriésiss 100) and
healthy controls (PSC) with no history of disease= 100, PSC)
collected in the city of Florianépolis - SC. Thengéc profiles were
obtained by standard PCR and visualization withr@gm gel and
electrophoresis. The statistical analysis emplopesgrams such as
GENEPOP, GDA and ADMIX 3. The proposed BD was depetl and
structured in MySQL relational database managemsgstem, while the
general user interface (GUI) was developed in PH® HTML. The
results obtained from the molecular analysis aatissics, showed that
the two groups studied here (PSR and PSC) had samikarities in
their genetic ancestry, not observing large popmratdifferences.
Estimates of mixture revealed that the two popaoietiare tri-hybrid,
with high preponderance of European componentipat by African
and Amerindian respectively. Despite the few markesed it was able
to discriminate the genetic contribution of anaasgroups indicating,
that even a small number of markers may be sufficiavhen
appropriately selected, to answer a specific qoresfihe BD builtedand



diagrammed in this work was named LAPOGEdb (LAPQlzfabase -
www.lapoge.sites.ufsc) and proved to be an effectool for storing
structured information, ranging from genetic andlemiological data,
related to the samples used throughout 19 yearspefation of the
Laboratory of Genetic Polymorphisms of the Feddsaiversity of
Santa Catarina (UFSC-LAPOGE).

Keywords: AlMs. Population Stratification. Molecular Epidestogy.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA GENETICA E A VARIABILIDADE
HUMANA

Com a finalizacdo da primeira etapa de sequenciamda
Projeto Genoma Humano (PGH) a comunidade cientifica
contemporanea deparou-se com uma grande quantidaidéormacdes
valiosas relacionadas a variabilidade genéticaumgs das principais
contribuicbes foram (1) realizar estudos para derer a estrutura
genética das populagcdes humanas a partir de pfiimos genéticos
(LI et al., 2008; QIN et al., 2013); (2) estudarpasirbes de diversidade
de genes de interesse biomédico (PACKER et al§;2BBATY et al.,
2010; DUCHARME et al., 2013) e (3) desenvolver unapm de
desequilibrio de ligacdo (LD, do inglés Linkage@isdibrium) entre
regibes genémicas das popula¢gbes humanas (FRAZER 2007) que
revolucionou os estudos de epidemiologia genétiea dibencas
complexas (TODD et al., 2007; MCARTHY et al., 2008)

O Projeto HapMap (PHM) possui objetivos que vaamaldo
desenvolvimento de mapas de desequilibrio de l@aga objetivo
principal foi determinar os padrdes comuns de gédada sequéncia de
DNA no genoma humano, caracterizando estas vasadii@n como
suas frequéncias e correlagbes entre elas, em rasiode DNA
inicialmente provenientes de populagbes com ascer@ée partes da
Africa, Asia e Europa e posteriormente da AméricaNdrte (Apéndice
A) (ALTSHULER et al., 2010). Assim como o PHM, ooto
1000Genomes beneficia os estudos de epidemiolagiétiga com a
producdo de um catalogo de variacbes genéticasm@urfismos),
utilizando tecnologias de sequenciamento avangaalas refinar ainda
mais o0 sequenciamento genémico na era pos PGHpdandpasso a
frente para a criagdo de um mapa em alta resolde&oprincipais
diferencas entre os seres humanos. O projeto daéoigado em 2008
contou com o sequenciamento do genoma de mil thadde de
diferentes populagbes (Apéndice B) (ABECASIS et, &010),
aumentando para 1.092 individuos em um estudo d XBECASIS
etal., 2012).

Outro grande projeto, denominado The Genograph@jeét
consiste em um esforco internacional que visa tra¢astoria evolutiva
e migratéria da espécie humana. Embora a primesa flo projeto
tenha focado em marcadores uniparentais (Cromossvng DNA
mitocondrial), a fase atual foca em marcadoreslleagas através de
todo o genoma para obter uma compreensdo mais et@nga variacao



30

genética humana. Mesmo sem ter a premissa dedavaonsideracao a
deteccdo de variagbes que possam estar associadagngas, 0S
resultados do “Genographic” podem ajudar a delirestudos que
necessitam de um aprofundamento sobre a ascendkxscjgopulacdes
humanas (ELHAIK et al., 2013).

Estes quatro grandes projetos sdo exemplos deosstue: tem
levado em consideracdo a ascendéncia genética roestealidade
genética), das populagbes humanas. Embora a aiickeste explique
apenas uma pequena fracdo da variacdo genéticanhuragistem
variantes genéticas que possuem uma frequénciadelem populacdes
com determinadas ancestralidades, podendo estad@wassociada a
algum traco ou caracteristica complexa (por exeng@encas).

1.2 ANCESTRALIDADE EM ESTUDOS DE ASSOCIACAO
GENETICA

Estudos de associacdo genética procuram analigarfeandtipos
(tais como doengas) e genétipos (variagbes no DH&)um dado
conjunto de individuos. O objetivo dos estudos dsoeiacdo é
identificar variantes de DNA que susceptibilizamsgco de desenvolver
determinadas doencas ou outras caracteristicasteimsse (DENG,
2001).

O estudo do tipo caso-controle é considerado um rdas
simples e mais utilizado para testar associagate oasos afetados com
a doenca de interesse sdo coletados juntamenteuocwen série de
individuos controles (LEWIS & KNIGHT, 2012). No emto, estudos
de associacdo podem ser distorcidos por diferengaancestralidade
levando a associa¢gbes espurias. Por exemplo, o$tackss dubios
podem surgir se os individuos selecionados comosca®ssuirem
ascendéncia diferente, em média, daqueles condaeraontroles
saudaveis. Se houver uma maior prevaléncia da doeagopulacédo
amostrada de casos, isto pode representar umdagsenespuria, pois
individuos com a ancestralidade da populacao mrentle a doenca
for mais comum podem estar sobre-representadosnoatragem de
casos e, desta forma, qualquer alelo pode acusarciasdo com
fendtipo, mesmo este ndo sendo um alelo de suukide
(FREEDMAN et al.,, 2004; HEGALSON et al., 2005; PERI@t al.,
2008; CHOUDHRY et al., 2006).

Essas associacfes sao influenciadas por fatores ddade,
género, estrutura populacional e miscigenacéo red@iSCH, 2000).
Fatores que implicam em falsas associa¢cdes podermreoguando: (l)
um alelo é falsamente associado ao fenotipo, cat® ®eja mais
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frequente na populacdo de casos (pacientes);gitigtpincia diferencial
devido a variagbes ambientais diversas; (lll) ifeas na amostragem
(erros de amostragem por fatores ndo genéticosAREZ-KURTZ et
al., 2005). Entretanto, associacdes espurias n@@o sebservadas
guando: (I) a heterogeneidade for equivalente esosc@ controles
(ARDLIE et al., 2002); (II) a frequéncia alélica ttmo em estudo for
homogénea entre diferentes subgrupos populacioidjsa frequéncia
da doenca for a mesma nos subgrupos (ZIV & BURCHARID3).

Tais associagOes irreais devido a problemas detifstcdo
populacional sdo apontadas como a principal exgllwgara repetidas
falhas na tentativa de replicar achados positiveestudos de genética
epidemiologica (THOMAS et al., 2002; CARDON & PALNRE 2003).
Um modo efetivo de controlar estas variagfes allievido a fatores
ancestrais (estratificacdo populacional) tem siftaco de pesquisadores
ao longo dos anos.

Pesquisadores apontam que o0 controle da estrefiica
populacional pode ser obtido ao equiparar etnicéanes grupos de
casos e controles (HINDS et al., 2004; PRITCHARID&NNELLY,
2001). Porém, quanto maior o nivel de miscigenaghtre as
subpopulagcdes de uma populacdo, mais laboriosa-serra tarefa de
equiparar o mais proximo e cuidadosamente possigelcasos e
controles de um estudo de associagdo genética. difgtaldade em
nivelar os grupos étnicos pode ser observada narigandatina,
sobretudo no Brasil, cuja populagédo € consideragjaritariamente tri-
hibrida (com populacdes parentais advindas de adiesi europeus e
africanos) (LOPES et al., 2011).

Marcadores moleculares tém sido utilizados paramast a
miscigenacdo populacional e individual. Eles podsm classificados
guanto a sua localizagdo: cromossomos autossonflparentais),
DNA mitocondrial e cromossomo Y (uniparentais);anda quanto as
caracteristicas moleculares: SNPs (Single NucleBtitmorphisms),
repeticbes em tandem de numero variavel (VNTRs, idiglés
VariableNumberof Tandem Repeats), que consistemnilgo e
minissatélites e InDels (inser¢des/delecdes eg¢hissrAlu).

Marcadores uniparentais como aqueles do cromossbrodo
DNA mitocondrial séo especialmente informativosap@acar a histéria
genética paterna ou materna (respectivamente)atagggfes, mas ndo
eficientes em estimar a ancestralidade individual.

Os SNPspossuem caracteristicas importantes, inointe pela
sua abundante e ampla distribuicdo no genoma, seapazes de
fornecer informag@es de diversas regides génieagragénicas e, desta
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forma, apontados como um dos tipos de marcadoresinfiarmativos
para estudos de ancestralidade genética (ALTSHU&ER, 2010).

Os microssatélites sdo multialélicos (alguns comsnte 30
alelos diferenciados nas populagbes europeiasaafs e amerindias;
DUNCAN et al.,, 1996) e sua caracterizacdo da-se péimero de
repeticbes em tandem de seus nucleotideos.

InDels, inser¢cdes ou dele¢cdes de nucleotideos em um
determinado locus, também contribuem para a estinatle
ancestralidade individual (PENA el al., 2011; MANEAal., 2013).

As insercOes Alu s&o repeticBes intercalantes SYSHNE, do
inglés Short InterspersedRepetitiveElements) deoxapadamente
300pb e representam 10% do genoma humano. Um nivagealo de
insergdes Alu foram identificadas (BATZER et al., 1995, 1996;
BLONDEN et al., 1994, HAMMER, 1994; MILEWICZ et al., 1996),
incluindo algumas que s&@o Unicas para determinadasstralidades,
sendo passadas por descendéncia (WALLACE et al., 1991; TERREROS
et al., 2009). Os polimorfismos de inser¢coes Alo sé@nsiderados
marcadores ideais para estudos evolucionarios hasngorque os
eventos de insercdo sao irreversiveis e amplantstiebuidos, cada
qual com o estado ancestral conhecido (WATKINS.g2@01).

1.2.1 Marcadores Informativos de Ancestralidade

Uma das formas mais utilizadas atualmente parantrale da
estratificacdo populacional é o uso de Marcadordgrrhativos de
Ancestralidade (AIMs, do inglés Ancestrylnformatarkers;
BONILLA et al, 2004). Primeiramente chamados deloal de
populagcbdes especificas (PSAs, do inglés Popul&mscificAlleles;
SHRIVER et al., 1997), AlMs séo loci (SNPs, Indélficrossatélites,
Insercbes Alu, entre outros) que apresentam almos significantes
diferencas de frequéncia entre populacdes de regjéegraficamente
distintas (MARTINEZ-FIERRO et al., 2009).

A eficiéncia na determinacao dos niveis de mis@igédo em uma
populacao, individuo ou regido cromossdmica depardalmero de
AlMsgenotipados e principalmente do diferencial fdequéncia )
superior a 30% entre quaisquer duas populacdestpeEréSILVA et al.,
2010). Alguns autores defendem um diferencial d=gjuéncia &)
superior a 50% para considerar um determinado marazomo AlM
(YEAGER et al.,, 2008; GALANTER et al.,, 2012). A d®b 1
exemplifica de forma hipotética trés AIMs com atiderencial de
frequéncia entre popula¢fes parentais.
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Tabela 1Exemplo hipotético de trés AIMs com seus respestiliferenciais ¢
frequéncia §) entre populagbes parentais: africanas (AFR),pmias (EUR)
amerindias (AMZ).

Diferencial de Frequéncia)(

AlMs* AFR/ AFR/ EUR/
EUR AMZ AMZ
A 0,993 1,000 0,007
B 0,670 0,151 0,780
C 0,077 0,748 0,825

*A = Distingue Africanos de Europeus ou Amerindid®;=
Distingue Europeus de Africanos ou Amerindios; Mistingue
Amerindios de Europeus ou Africanos.

Os AlMs ja foram empregados em estimativas de naisétnica
em populacdes das Américas do Norte, Central eulcE® um estudo
realizado por Parra et al. (2001), observou-seajuastura africana é
preponderante nas populacdes afro-americanas.i 8alat. (2005) e
Choudhry et al. (2006) observaram que a misturaopeia €
predominante nas estimativas de mexicanos-amesgcanoporto-
riquenhos (hispanicos). A ancestralidade ameriadiiropeia é maior
dentre os mexicanos e equatorianos (MARTINEZ-MARKENet al.,
2007; BRYC et al., 2010) e quase completa entmeatisos americanos
do México (BONILLA et al., 2005) e da Amazdnia Bhaisa (LUIZON
et al., 2008). Um estudo na Bahia mostrou prev@éncdas
ancestralidades europeias e africanas (TELO, 200gstado de Santa
Catarina a contribuigcdo europeia (sobretudo deugueses), prevalece
em comunidades consideradas isoladas e semi-isoladailha de
Floriandpolis (MUNIZ, 2008).

Estes marcadores vém sendo cada vez mais utilizpdos
verificar a homogeneidade genética de populactes, tomo para
identificacdo da estratificacdo populacional emdss de caso-controle
com populagdes miscigenadas (HOGGART et al., 2HOB)CH et al.,
2006; LINS et al., 2011). A despeito da grande tdade de
marcadores que podem ser utilizados como AlMs,destuecentes
demonstram que a informacdo de ancestralidade iéiestémente
confiavel para as inferéncias estatisticas (GALARTEt al., 2012;
PEREIRA et al., 2012). Do ponto de vista econbm&aytilizacdo de
AlMs é desejavel para a reducao dos esforcos detigagem, por
permitir a diminuicdo do numero de marcadores rsEcEs para
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estimar a miscigenagdo em testes de estratificdgd@opulacédo e
estudos de epidemiologia genética, mantendo aawdi da analise
(CIRULLI & GOLDSTEIN, 2010).

1.3 A POPULACAO BRASILEIRA COMO MODELO TRI-HIBRIDA

A populacdo brasileira é o produto da miscigenasdtoe trés
principais grupos étnicos: Amerindios, Europeudrec@nos (LOPES et
al., 2011). O processo de miscigenacéo inicioueepdranos de 1500 e
1530 com a chegada dos europeus (portugueses)reegias africanos,
estes Udltimos trazidos como m&o de obra escravaymantontinente
habitado por aproximadamente 2.000.000 de nativoerieanos
(ALMEIDA, 1997; SALZANO & BORTOLINI, 2002).

A forte crise de subsisténcia que assolava Portdgaido a
densidade populacional elevada obrigou a buscanpeas terras e a
formacdo de novas colbnias portuguesas. O estiduulei de Portugal
as familias a emigrarem deixava claro o propdséoodupacdo do
territério, através de uma colonizacdo de basevedstd entdo recém-
descoberto Brasil (FLORES, 2000). Além de portugse Brasil
recebeu imigrantes de outros paises como: italiaenades, espanhdis,
poloneses, japoneses e sirio-libaneses que saikkasews paises em
busca de melhores condi¢des de vida nas Amérigass A abertura dos
portos em 1808, o fluxo de imigrantes europeusntensificado com a
chegada de italianos, alemées e espanhdis (SALZ&NORTOLINI,
2002; VENANCIO, 2000). Estima-se que cerca de 1thdes de
europeus tenham cruzado o Atlantico até 1880 eegtre 1881 a 1915
0 numero de migrantes tenha alcancado seu apdysgardo a cerca de
31 milhdes de individuos (FAUSTO, 1999).

O componente africano na populacdo brasileira fidbiddo a
pratica escravagista que teve inicio por volta 5@81e se manteve por
aproximadamente 350 anos (SALZANO & FREIRE-MAIA, 7D9.
Durante este periodo, milhares de escravos forabarados no litoral
atlantico da Africa, em diversos locais da costa ge estende do
Senegal ao sul de Angola e ao norte da Namibienleéa no litoral da
Africa Oriental, de Mocambique & Soméalia. Estesagai no pais
principalmente pelo Maranhdo, Bahia, Rio de Janeif®ernambuco,
sendo posteriormente distribuidos para as demgiSe® (TAVARES,
1988).

Estima-se que até 1880, tenham sido trazidos paantinente
americano pelo menos 10 milhGes de africanos. Aapéip em massa
de europeus e de africanos promoveu padrdes gemdliferentes,
sendo observados apenas nas geracfes seguintesnddawo
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estabelecimento de popula¢des com varios tiposwgsgie mistura em
toda América. Além disso, a migragdo em massa premdambém

mudancas demogréficas, havendo reducdo da populzg@ia em

aproximadamente 90% do que existia a época dmidgcicolonizacao
(BEDOYA et al., 2006).

Os grupos indigenas encontrados no litoral brasilgielos
portugueses eram principalmente tribos do tronqu. T®omavam cerca
de um milhdo de indios, divididos em dezenas dé&osrie
aproximadamente 300 a 2000 habitantes em cadaaaB¢BEIRO,
1997). Os primeiros habitantes das terras quedmojespondem a Santa
Catarina foram indigenas, identificados em relagiitronco linguistico
em dois grandes grupos: Tupi (Guarani) e MacroK&infang e
Xokleng) (RODRIGUES, 2000; 2011).

A bibliografia relativa aos Guarani € provavelmeatmais vasta
das tribos brasileiras, uma vez que desde o seddloinimeras obras
descritivas comp8em um dos mais numerosos registeo§povos
indigenas sul-americanos. Dominavam as florestasapicais do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Misionggel#ina), assim
como as florestas tropicais de Sao Paulo, Matogerde Sul, Paraguai
e Bolivia (SCHIAVETTO, 2003). Os Guarani do BraSiéntral podem
ser divididos de acordo com diferencas linguistiegeeculiaridades da
cultura material em trés grandes grupos: Nandewiowé e M'Bya
(apud MARRERO et al., 2007). O declinio da popuaGuarani foi
devido a causas ndo muito diferentes daquelas ijinegaram outras
populacdes nativas: novas doencas de origem earapeiafricana,
associadas a ataques de bandeirantes, entre ouwsasas
(DERENGOSKI, 2002).

Este processo migratério que envolveu o Brasil @esdpoca de
seu descobrimento e que perdura ha mais de cicatpbséulminou na
atual composicdo da populagdo brasileira e impliodw somente
alteracBes nas composi¢Bes genéticas inerentescigamiacdo, como
também na insercao de diferentes culturas e costume

Além de ser uma populacéo com o histérico de foadmaecente,
estudos em genética molecular e de populacdesntesaade grande
contribuicdo na tentativa de caracterizar as bgsesticas de uma
populacdo sabidamente tri-hibrida como a brasjlejtee possui um
confiavel registro historico de miscigenacéo.
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14 GENETICA EPIDEMIOLOGICA DAS DOENCAS
AUTOIMUNES

Identificar genes e variantes causais de doencaleras
representa um importante passo para compreensaoneognismos
genéticos envolvidos na patogénese dessas dogngaisadguns casos,
na melhora do tratamento, diagnostico e prevendid SHULER et
al., 2008). A busca por respostas satisfatériasan@®a tem levado
cientistas ao rastreamento de diferentes polinmd$s genéticos,
principalmente pela sua ampla distribuicdo no genosendo capazes
de fornecer informacgdes de diversas regides géaieatragénicas.

Em doencas autoimunes complexas, por exemplo, gi@aelas
muitas variantes com pequenas contribuices ingigdem relacédo aos
fatores de risco. Além disso, deve existir um geandimero de alelos de
suceptibilidade para um dado gene, portanto, @ gdzbal de um gene
serd a combinagdo entre o risco individual paraacatelo de
sucetibilidade em um locus. Interpretacfes sobrea ypossivel
associacdo entre determinado gene e uma doencandéepedo
conhecimento do desequilibrio de ligacdo entre MBsg§enotipados e
os alelos funcionais (DESHMUKH et al., 2008).

O estudo da ancestralidade genética em doencasnants
possui alguns relatos na literatura, principalmemqtara Lupus
Eritematoso Sistémico. Contudo, a maioria destiegles se restringe a
populagBes europeias e norte americanas (ALONSC=RPE& al.,
2011, 2012; MOLINEROS et al., 2009), com poucosudst para
populac¢des latinas (SANCHEZ et al., 2010; SELDINIgt2008).

Portanto, € de extrema importancia testar se ala@les
suscetibilidade a doencas autoimunes estdo rekisn com
componentes étnicos, levando em consideragéo demrileadas etnias
possuem diferencas nas ocorréncias destas doencas.

1.5 BIOINFORMATICA E A GERACAO DE DADOS BIOLOGICOS
As origens da bioinforméatica, tanto como termo<igiina, séo
dificeis de datar (ATTWOOD et al., 2011). Durantdézada de 1960,
grupos de pesquisadores das mais diversas areagdeisis bioldgicas
viram-se diante da necessidade de dedicar esfoegosaprender
aspectos computacionais para aplicar em seus sbgto estudo.
Posteriormente, o inicio do PGH, na década de 18&porcionou o
grande impulso para o desenvolvimento da bioinftioade o seu
estabelecimento como disciplina. Além disso, o mkeseimento e o
uso cada vez mais difundido da internet na década980 tornaram
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possiveis 0 acesso instantaneo, intercadmbio e gdigdb de dados
biolégicos (HIGGINS & TAYLOR, 2001).

O grande volume de dados bioldgicos gerados camabzhicéo
da primeira etapa do PGH evidenciou o que até emt@icabidamente
esperado e, de certa forma, temido pelos pesquesm@nvolvidos no
projeto: O PGH estaria fadado a falhar caso a tegimocomputacional
(principalmente no campo da sistematizacao de ebesabioldgicas e
armazenamento de informacg6es) ndo evoluisse dea fooncomitante e
progressiva com o projeto (ROBBINS, 1994). Ademaisucesso do
PGH dependia ndo apenas da evolugao das tecnoioffiamacionais,
como também da capacitacdo dos pesquisadores &ddmddi dos
mesmos em interpretar dados de sequenciamentdagdes genéticas,
até entdo uma novidade para muitos da &rea da ip@sgplicada
(JORDAN, 2010).

Um Banco de Dados (BD) é um arquivo informatizatlizado
para armazenar e organizar os dados de tal formaagunformacoes
podem ser recuperadas facilmente através de unezlade de critérios
de pesquisa. O objetivo principal do desenvolvimed¢ um BD é
organizar dados em um conjunto de registros esaaibs para permitir
a facil recuperacéo de informagbes. Cada registnobém chamado de
entry, deve conter um nimero de campos que posssi@ens de dados
reais, por exemplo, campos para nomes, nimeradalerte, enderecos,
datas. Para recuperar um determinado registro dooBisuario pode
especificar uma determinada informacdo, chamadeatlee, para ser
encontrado em um campo particular e esperar o dachpu para
recuperar todo o registro de dados para esta iafgfim Este processo €
chamado de making a query (do inglés, fazendo uwomsuita)
(WILTON & COLBY, 2005).

De modo geral, pequenos laboratérios de pesqusasitilizado
arquivos comuns ou planilhas (por exemplo, Excal@no BD. Este
tipo de abordagem torna-se interessante para anarazgequenas
informacdes (com um ndmero finito de informacbes sarem
armazenadas), exigindo menor poder de trabalho aopatador.
Entretanto, a medida que aumenta o tamanho do B&eas tipos de
dados se tornam mais complexos, o estilo de BDvédrde arquivos
comuns ou planilhas pode tornar a recuperacao fdamacdo muito
dificil, frequentemente causando falhas no sisteleado a falta de
memdaria ou processador para executar a tarefa (D2JE3).

Para facilitar o acesso e recuperacdo de dadosticados
programas de computador para organizar, pesquesegssar dados tém
sido desenvolvidos. Eles sdo chamados de Sisteen@erknciamento
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de Banco de Dados (SGBD). Esses sistemas conténsamdente o0s
registros de dados, mas também as instrucfes apecpara ajudar a
identificar as conexdes entre os registros de d#&dlobjetivo da criacdo
de uma estrutura de dados por um SGBD é facilitexecucao de
pesquisas e combinar diferentes registros paraafomelatorios de
pesquisa final. Um dos modelos de SGBD mais utiiza® o modelo de
Banco e Dados Relacionais (BDR) (ELMASRI & NAVATHE)10). A
figura 1 demonstra de forma simplificada a arquitetde um BD
padrdo com o uso de um SGBD (STEIN, 2003).

Em vez de usar uma Unica tabela como em uma phardBR
usam um conjunto de tabelas para organizar os d&hma tabela,
também chamada de “relacdo”, é composta de linheslunas. As
colunas representam os campos individuais. As dimkaresentam os
valores nos campos de registros. As colunas de tabela s&o
indexadas de acordo com uma caracteristica comuamado
“atributo”, para que eles possam ter uma referéogiaada em outras
tabelas. Para executar uma consulta em um BDRtems seleciona os
itens de dados ligados de diferentes tabelas eionanals informacdes
em um Unico relatério. Portanto, informacgbes edigesi podem ser
encontradas mais rapidamente a partir de um BDRaqo@rtir de um
BD de arquivo simples ou de uma Unica tabela (STEON3).

Os BDR podem ser criados usando uma linguagem de
programacdo chamada Structured Query Language (S®Icyriacéo
deste tipo de bases de dados é trabalhosa e degdendm grande
planejamento durante a fase de construcdo e meaeldg banco. Apés
a criagdo da base de dados uma nova categoria dis gede ser
facilmente adicionada sem exigir que todas asaaletistentes tenham
que ser também modificadas. Fatores tais como eddigrto, alta
velocidade de processamento e disponibilidade parms sistemas
operacionais, devem ser levados em consideracaepeolher o SGBD
a ser utilizado na construcdo de BD. O SGBD MySQiliza a
linguagem SQL e, sua rapidez, capacidade de manugeades
quantidades de dados e por atender todas as éspgisls citadas
acima, o MySQL pode ser considerado como um dos BBRnaior
sucesso no mundo atual (TAHAGHOGHI & WILLIAMS, 2007



Figura 1: Estrutura de um Banco de Dados. A estrutura deBDme
dividida em trés partes: A primeira consiste de wgietema de
gerenciamento de banco de dados; a segunda decahfdervidor), onde
sdo armazenados os dados; a terceira é a intgyfafiea para o usuario
do banco realizar as consultas e gerar relatdasspgsquisas realizada
no banco de dados. Fonte: STEIN. 2(

Layout - Acesso do usuario E
r
Local de hospedagem,
armazenamento. Weo server
L =)
software
SGBD - Sistema computacional: \T
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1.5.1 Banco de Dados Bioldgicos

Bancos de Dados Biol6gicos (BDB) sao consideradesreiais
para a experimentacdo e andlise biologica. Comeled representam
uma importante base nas descobertas cientificaSABRKH et al.,
2006).

Uma forma adequada e organizada de armazenar dados
biolégicos evidenciou um papel central em bioinfatioa, sobretudo no
que diz respeito aos BDB. Eles oferecem aos ctasts oportunidade
de acessar uma grande variedade de dados biolagitamelevantes,
incluindo as sequéncias genémicas de uma gamaveadanais ampla
de organismos (BAXEVANIS, 2011).

Com base em seu contetdo, BDB podem ser divididosr&s
categorias: bancos de dados primarios, secundariespecializados.
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Bancos de dados primarios contém os dados biol®gidginais. Eles
sdo arquivos de sequéncia ou dados estruturaisempaelos pela
comunidade cientifica. GenBank
(http://mvww.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) e DDBJ (http://www.ddlig.ac.jp/) sédo
exemplos de bases de dados primarios. Bancos des dadundarios
contém informagBes computacionalmente processadas lase na
informacado original a partir de bancos de dadomimibs. Bases de
dados de sequéncias de proteinas traduzidas contandtagéo
funcional pertencem a esta categoria. Swiss-Prot
(http://www.ebi.ac.uk/uniprot) é um exemplo de bande dados
secundario. Bases de dados especializadas sd@aaquel atendem a
um interesse de investigacdo particular. Por exgmpptlubase
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/FLU/FLU.htmle banco de
dados de sequéncia do HIV (http://www.hiv.lanl.gawitent/index), sdo
bases de dados que se especializaram em um orgapéstitular ou a
um tipo particular de dados. A maioria dos labaragdde pesquisas
académicas utilizam os bancos de dados especiagizgmhdo em vista
que, cada laborat6rio possui suas particularidashessuas pesquisas
(XIONG, 2006).

Os BDB se tornaram componentes essenciais no amidia
vida cientifica atual. Tal afirmacdo remete aosndes BDB,
permitindo aos cientistas, o facil acesso (puble&a)ma base de dados
estavel para as suas andlises. Grandes BDB commexf6es gerais de
diversos organismos, como GenBank, EMBL e DDBJ cséisiderados
referéncias para modelos de BDB. A integracéo deslé, talvez, uma
das funcionalidades mais marcantes destes barm@stigdo que nao
haja por exemplo, a sobreposi¢cdo de informacBgsouligeis. Isto
permite a criagdo e implementacdo de bancos meeagspecializados
que atendam as necessidades de cada grupo despd&jUtIN, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Dados sobre a ancestralidade gendémica utilizanddsA$&o
importantes para avaliar as implicacdes da estugenética da
populagdo em estudos de associacao entre gendtgwtpo, do tipo
caso-controle, especialmente em uma populacdoolyéteza como a
brasileira. Desta forma, a padronizacédo de AlIM&gagb a populacdes
brasileiras auxiliarhd no delineamento de estudosarestralidade e
epidemiologia genética, visando evitar associag@@girias devido a
diferencas nas frequéncias alélicas entre indigdpimvenientes de
diferentes regides geogréficas, uma vez que o rikcwbter falsos
positivos em estudos de associacdo genotipo/fendgpende do nivel
de estruturacao (ou estratificagéo) da populagéo.

Uma vez que marcadores de ancestralidade promovem u
estimativa de mistura étnica confiavel, a hipétespie estes podem ser
utilizados para genotipagem, verificando de foregusa a estruturacao
populacional, bem como determinar se diferentepagycom e sem
determinada doenca) podem ser utilizados em estieloaso-controle.

Anterior a proposta da genotipagem de AlMs o Latdoi@ de
Polimorfismos Genéticos da Universidade FederalSdata Catarina
(LAPOGE - UFSC), buscava determinar a ancestradidad
fenotipicamente entre as amostras de casos e lamtiEntretanto, tal
abordagem mostrou-se insuficiente, sendo a utdizata metodologia
agui apresentada uma possivel solucdo para contgrassiveis
problemas gerados pela estratificacdo populacional.

O grande volume de dados gerados pela genotipagehiMt e
marcadores de outras naturezas em estudos de épigen genética
da suporte a hipétese de que a construcéo e implagd® de um BDB
informacional e relacional é vantajosa para garaati adequada
organizacdo dos dados obtidos, bem como, de grali@eno auxilio
para andlises e metanalises que venham a ser deftasteriori em um
determinado estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Através de analises moleculares, genotipar quatiMsA

adequados para amostras da populacédo brasileira,como estender
esta abordagem para entender a estruturacéo piopallaem estudos de
caso-controle, utilizando como modelo a doencaiaser

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Genotipar os marcadores selecionados em amostiadidieluos
diagnosticados com psoriase (casos) e individuwms lestérico
de doengas (controles).

Calcular as frequéncias alélicas obtidas, visandantificar a
mistura étnica nos diferentes grupos amostraiogcasontroles)
e estabelecer comparacdes entre eles, avaliandmtabaicdo
dos componentes africano, europeu e amerindio mzaféio da
referida populacao.

Verificar a dindmica do processo de mistura étrécére os
diferentes grupos.

Construir e implementar um BDB utilizando linguagede
programacdo de alto nivel para o armazenamento das
informacdes genéticas, clinicas e epidemiolégicas inclua
todas as amostras depositadas no LAPOGE, visanumtemar
infomacdes e intercruza-las, para futuras analises.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho € parte de projetos maiores, intihda(1) “Estudo
genético e epidemiolégico em pacientes com psoniasestado de
Santa Catarina”, (2) “Genética da autoimunidaddinofismos em
LUpus Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide gamientes de
Santa Catarina” e (3) “Cancer de Mama: avaliacdopdémetros
informativos para diagndstico, prognostico e tratiatm de pacientes na
populagdo do estado de Santa Catarina”, todos ecadds pela Dra
lliada Rainha de Souza e aprovados pelo Comitétida &m Pesquisa
com Seres Humanos da UFSC (CEPSH/UFSC): (1) ene 2bitibro de
2010, parecer no 1034/12, (2) em 26 de junho des,2p@recer n°
172/06, prorrogado pelo oficio de no 9/CEPSH/PRPHIZ 02 de
marco de 2011, e (3) em 26 de junho de 2006, panec849/05, com
adendo citado pelo oficio de nimero 107/CEPSH/PGIRED terceiro
projeto também foi aprovado pela Comissdo NaciatealEtica em
Pesquisa (CONEP) sob parecer n°. 027/2006 e @di38812, de 24 de
janeiro de 2007.

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras de casos utilizadas neste trabalho coodelo
foram pacientes diagnosticados com psoriase, doialinente foram
utilizadas em um projeto/dissertacdo de mestradalizagla no
Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) dHSC,
disponivel no acervo de teses e dissertacbes bhotbta central da
UFSC sob o titulo de “Polimorfismos do gene HLA-@ @acientes
com psoriase”.

A amostra foi constituida de 100 pacientes diagrexds com
psoriase, atendidos pelo Ambulatério de Dermatal®goriase do
Hospital Nereu Ramos, no periodo de dezembro deé 20bvembro de
2011 e de 100 individuos-controles, sem diagndstiem histérico
familial para a patologia em estudo, que séo peaiites de projetos
realizados paralelamente pela equipe do LAPOGE-UFE8&dos em
tépico anterior.

Os dados epidemiol6gicos e familiais dos pacierdesios
individuos-controles, foram obtidos através de esidtas realizadas
com questionarios estruturados (Apéndices C efds a assinatura dos
Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos (T¢LBslos
voluntarios (Apéndices E e F). Apds as entrevisiasystras de sangue



46

periférico (cerca de 8 ml) foram coletadas atradgspuncédo venosa,
para extracdo do DNA gendmico e obtencdo dos dgdoséticos, e
armazenadas e transportadas a 4°C para 0 pogtesimessamento no
LAPOGE.

As amostras bioldgicas e os questionarios obtiégssaipesquisa
foram catalogados e constituem um banco de dadasastras, de
pacientes com psoriase e de individuos-controlesazenado no
LAPOGE.

Alguns desses dados obtidos através dos questien&omo a
idade de manifestacdo da psoriase e o0 possiveletiomnto das
articulacdes (artrite psoriasica) foram utilizagasa correlacionar com
os dados genéticos obtidos no trabalho (dissertalgianestrado),
mencionado anteriormente.

4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO
As amostras de sangue periférico foram centrifugada

(Centrifugue 206 BL Excelsa 1I®) a 3000g (1835rminjante 15 min a
temperatura ambiente (TA) para a separacdo dos ar@nies
sanguineos. Apds a centrifugacdo, foram separadgdasma, o
concentrado de hemécias e a camada de leucécitsss Eomponentes
sanguineos foram aliquotados, identificados e edtic a -20°C. Os
leucécitos foram utilizados para a extracdo do Diegndémico. O
plasma e o concentrado de hemacias ndo foramadtiliznesse estudo.

Reagentes e Solucbes

1) Solucédo de Lise | (TriB<CI 0,01M, Amresco®,; Sacarose 0,32M,
Merck®; MgCI2 0,0025M; Triton X 100 — 1%, Nuclear®);

2) Solucéo de Lise Il (Tris-H@L 01 M, Amresco®; KCI 0,05M, Vetec®);
MgCI2 0,0025M, Nuclear®); Nonidet — 1%, Amresco®,; TWEEN 20 —
1%, Amresco®);

3) SDS 10%(Amresco®);

4) Solugdo de Perclorato de Sodio 5,0M (Vetec®),

5) Solugdo Saturada de NaCl 6,0M (Nuclear®);

6) TE (Tris-HCI 1M, Amres®, EDTA 0,5M, Vetec®);

7) Alcool Isopropilico Absoluto, TARmperatura Ambiente (Merck®);
8) Etanol 70%, TA (Merck®).

Procedimentos

A extracdo de DNA foi realizada através de um nutde
Salting Out modificado, baseado em Miller et al988). Para cada
amostra, foram colocados 100 da camada de leucOcitos em
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microtubos de polipropileno de 1,5mL (tipo eppemdantilizando-se
uma micropipeta e ponteiras estéreis. Em segudieioaou-se 1,0mL
Solucéo de Lise | em cada um desses microtubosnfgstras foram
homogeneizadas e centrifugadas (Centrifugue 54Ezpendorf®) a
13400g (12000 rpm) durante 4 min a TA. O sobrenad@an descartado
e, este procedimento foi repetido (de 3 a 4 veatsyjue os glébulos
vermelhos fossem removidos e o0 precipitado aprassatcor branca,
indicando a presenca dos glébulos brancos. Pastenide, foi
acrescentado ao precipitado de leucécitosiB@E Solucdo de Lise I,
10uL de SDS 10% e {8 de Perclorato de Sédio 5M. As amostras
foram agitadas em um agitador de tubos, do tiptexpe a cada tubo
foi acrescentado 130 de NaCl 6M e, a seguir, as amostras foram
centrifugadas a 13400g por 5 min a TA. Novos midros de 1,5mL
foram identificados e, para esses, foram transferiws sobrenadantes
resultantes da centrifugacdo. Ao sobrenadante fadicibnados 300

de Alcool Isopropilico Absoluto e as amostras faramvamente,
centrifugadas a 13400g por 15 min. O sobrenadantetcartado e ao
precipitado foi acrescentado 300de Etanol 70%. As amostras foram
centrifugadas a 13400g por 5 min, o sobrenadantdegcartado e o
precipitado foi seco, a temperatura ambiente, dgetnApos a secagem
dos precipitados, foi adicionado a cada tubo dl0de TE. As amostras
foram colocadas no banho-maria a 56°C, por 30 mposteriormente,
armazenadas a -20°C.

4.4 MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE
UTILIZADOS

4.4.1 Determinacgéo fenotipica (nomenclatura)

Para os AIMs analisados no presente estudo a deagau dos
alelos foi feita seguindo a convencdo estabeleeidaPARRA et al.
(1998), onde o alelo *1 (por ex., AT3*1) € o fragne correspondente
a banda de maior peso molecular observada no gejatese, devido a
presenca de uma insercdo ou insercdo Alu (parao@sAT3-I/D,
Sb19.3, APO e PV92).

4.4.2 Insercao/delecdo (AT3-1/D)

O gene da AT3 localiza-se no cromossomo 1 (1g2pdgsui
19kb e sete éxons. No presente estudo foi analisagoesenca do
polimorfismo de comprimento de 76pb na regido 5édon 1 (LIU et
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al., 1995). A presenca desta inser¢cdo gera um &aggmde 572pb e
caracteriza o alelo AT3*1, mais frequente na pogAdaafricana.

4.4.3 InsergOes Alu (SB19.3, APO e PV92)

A insercdo Alu Sb19.3 esta localizada no cromossdgml2
(ARCOT et al., 1998). A presenca da insercdo Aliagen fragmento
de aproximadamente 457pb que caracteriza o aldl8.$ti. Este alelo
apresenta frequéncia elevada em europeus e natieoeanos. O
locusAlu APO esta préximo ao complexo de genespadipproteina
AI-ClII-AIV no brago longo do cromossomo 11 (KARARNASIS et
al.,1986). A presenca da insercdo Alu gera um feagm de
aproximadamente 409pb e caracteriza o alelo AP@&huente em
nativos americanos e europeus. O gene Alu PV92lizaese no
cromossomo 16 (BATZER et al., 1994) e a caractedizado alelo
PV92*1 da-se pela presenca da insercdo Alu quelwgeritagmento de
aproximadamente 400pb, mais prevalente em popudagisivo
americanas (LUIZON et al., 2008).

4.5 GENOTIPAGEM DOS MARCADORES INFORMATIVOS DE
ANCESTRALIDADE

A genotipagem dos quatro AlMs selecionados foi izadh
através da amplificacdo dos fragmentos desejadizs Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerasi Geaction).

4.5.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Reagentes e Solucdes

1) Agua Ultrapura;

2) dNTPs solugdo estoque: quatro solucGes separadas0OmM de
cada base (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 8,3 (Invitrogen®),

3) dNTP solugdo de trabalho (20mM): obtida diluindo-m agua a
solucéo estoque (100mM) de cada dNTP para uma &olugica de
concentracdo 20mM (16 de 4gua de MiliQ autoclavada mais 2D
da solugdo estoque de cada dNTP);

4) MgCI2 1,5mM (50mM, Invitroge®),

5) Tampdo de PCR 10X (0,2M T#&=! pH 85, 0,5M KCI;
Invitrogen®);

6) Iniciadores (Primers) especificos — solucdo esto@l00uM): os
primers liofilizados (IDT®) Foward e Reverse esfiecs para cada
AIM foram diluidos em agua auto-clavada, e estosaparadamente.
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7) Iniciadores (Primers) — solucéo trabalho (2481): 10 uL do primer
Foward, 10uL do primer Reverse e 130 de agua auto-clavada.
8) Tag DNA Polymerase Platinum (0,50f Invitrogen®).

Procedimento

Os ensaios da PCR foram realizados em concentfiagéiale 25
uL. Todos os reagentes (Agua, Tamp&do, dNTP — soltigimalho,
primers — solucéo trabalho, MgCI2 e a TagPlatinuRADpolimerase),
com excecdo do DNA, foram misturados para cadaslecu um Unico
tubo de 0,6uL (mistura de reacéo) para garantir a homogeneidade
reagcbes. O célculo para uma reacéo foi: 1@/l%le agua; 2,5L de
Tampao de PCR; 0,2pL de dNTP (solucéo trabalho); 1,QQ de
MgCI2; 2,00uL de Primers (solucéo trabalho) e @llde TagPlatinum
Polimerase. Apds feito 0 mix de reacéouP2da solugao de reagéo sédo
pipetados e distribuidos em tubos dey,2

Em cada microtubo de 04 foram pipetados 3L do DNA
gendmico, previamente extraido. Para cada andisaisado como
controle negativo contendo agua no lugar do DNAdgeco. Em cada
microtubo, sob a amostra, foram pipetadosi22la mistura de reacéo.
Os termocicladores utilizados foram o Mastercycleppendorf® e
MyCycler, Bio-Rad®. A este passo seguiu-se 0 progra
correspondente a cada locus (Tabela 2). Apds drérda reacdo de
PCR o produto da PCR foi guardado em geladeira)(4®€ sua
utilizacéo.

Condicbes de PCR

Ap6s um passo inicial de desnaturacdo de 5 min °€,94s
amostras foram amplificadas por 30 ciclos nas teatpes de
desnaturacdo/pareamento/extensdo especificadasRT&) para cada
loci, seguidos por um passo final de extenséo pamirba 72°C. A
menos que indicado em PCR - NOTAS, o0s passos de
desnaturacdo/pareamento/extenséo foram respectite&id® seg; 1min
e 1 min.
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Tabela 2: Condi¢des de PCR dos quatro AIMs analisados.

Locus Tipo PCR Notas Referéncia
AT3-I/D 76pb indel 1’ ext.
APO Insercéo Alu 1’ des./2’ par./z

ext. LUIZON et al.
PV92 Insercdo Alu iXtdes./Z par./z2007
Sb19.3 Insergdo Alu iXtdes./Z par./z

4.5.2 Analise dos produtos amplificados

Reagentes e Solucbes

1) UltraPure Agarose (Invitrogen®)

2) Tampdo TBE 1X (100mL do Tampdo TBE 10X; 900mL H20);

3) Agua Ultrapura;

4) Peso Molecular de 100pb (BioLabs®).

5)GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc.)

6)Tampao de Aplicacdo de Amostras (90de Bromofenol, Merck®;
900 pLXilenocianol, Sigmatldrich®,; 900 uL TBE; 4,5mL Ficoll 30%
diluido em H20, Sigmad#drich®; 1,8mL EDTA 0,5M pH 8,0, Vetec®;
3,6g Sacarose, Merck®),;

Procedimento

Os produtos amplificados (Tabela 3) foram visudlizaatravés
de eletroforese em gel de Agarose a 1,5%. Estes fgeam feitos
adicionando: 40,0 mL de TBE 0,5%; 0,6 g de Agar&ssa solucao foi
colocada em suporte especifico para a gelificagiigeal e, apos este
processo, a placa contendo o gel foi encaixadauba de eletroforese
modelo BIOAHS-12G (Bioamerica Inc.). As amostrasfo preparadas
da seguinte forma: 0 de produto de PCR;ul de mix de aplicacéo
contendo 0,3uL de GelRed; 0,3uL de Tamp&o de Aplicacdo de
Amostras e 4,QL de Agua Ultrapura); e, posteriormente, aplicatas
gel. No primeiro poco foi colocado o padrdo de pesmecular de
100pb para, posteriormente, ser comparado comraabamplificadas.
A corrida foi realizada, durante 50min, e a fontéeetktroforese (CBS,
ScientificCompany, Modelo EPS 4000) foi reguladantBneira que, a
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Voltagem (V) ficou fixa em 85 e, a Amperagem (mA3 Poténcia (W)
ficaram livres.

Tabela 3Comprimentos dos fragmentos, localizacdo citogea&
sequéncia doprimers dos quatro AIMs analisados.

Alelo €
Locus Tipo Localizacdo Sequéncia dos Primers (5,_3;I'amanho d
ragmentos
(pb)*
CCACAGGTGTAACATTGT
AT3- Indel 1025.1 GT 1: 572
I/D geo- GAGATAGTGTGATCTGAG  2:496
GC
B AAGTGCTGTAGGCCATTT
APO Insercac 1123 AGATTAG 1: ~ 400
Alu AGTCTTCGATGACAGCGT 2:~ 100
ATACAGA
AACTGGGAAAATTTGAAG
Insercac AGAAAGT 1.~ 400
PV92 16923.3
Alu a TGAGTTCTCAACTCCTGTC 2:~130
TGTTAG
TCTAGCCCCAGATTTATG
Insercac GTAACTG 1:~ 450
Sb19.3 Alu 19p12 AAGCACAATTGGTTATTT 2:~150
TCTGAC

*LUIZON et al., 2007

Leitura dos resultados no gel de agarose

O modo de visualizagdo dos fragmentos de DNA paleteccio
e anotacao dos AlMs do tipo Insercao Alu (APO, PVOR19.3) esta
representado na figura 2. Nessa figura, é possbssrvar a presenca de
uma insercao Alu homozigota (raia 4), insercaofdlgraias 1, 2 e 3),
delecdo homozigota (raias 6 e 7). Na raia 5 nareapamplificacéo.
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Figura 2:Gel de agarose corado com GelRed pé@mualizacdo ¢
fragmentos de Insercéo Alu. O gel digitalizadotitas presenca de u
insercdo Alu homozigota (raia 4), insercdo/dele(@as 1, 2 e 3
delecédo homozigota (raias 6 e 7).

e o .-
1 2 38 4959

A figura 3 representa o modo de visualizacdo dagnfientos de
DNA para a determinacdo dos gendtipos do AIM AT3{indel). E
possivel observar a presenca de uma insercdo hgotmz{raia 3),
insercdo/delecéo (raias 1 e 5) e delecdo homoZigoés 2, 4 e 6).
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Figura 3: Gel de agarose corado com GelRed para visualizeg
fragmentos de Indel. O gel digitalizado ilustra eesenca de ur
insercao homozigota (raia 3), insercdo/delecd@grdi e 5) e deleg
homozigota (raias 2, 4 € 6).

4.6 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

4.6.1 Aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg as frequéncias
genotipicas esperadas no equilibrio podem ser a&ddisna partir da
expansao do seguinte bindmio:

2 2
(xl. +xj)2 =X, +2x,x, +2x,

Onde:
xi2 é a frequéncia esperada dos homozigotos dwiale
2 xixj é a frequéncia esperada do heterozigoto ij;
2xj2 é a frequéncia esperada dos homozigotosgpaledo j.

A aderéncia das frequéncias genotipicas observaams
proporcbes teoricas de Hardy-Weinberg foi verifecadtravés do
programa GENEPOP®, versdo 3.4 (RAYMOND; ROUSSET95)9
Foram realizados trés testes baseados na hipatiesdenunido aleatéria
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dos gametas: teste exato de probabilidade, teste geteccdo da
deficiéncia e para detecgéo do excesso de hetetogig

No teste exato de probabilidade, o valor de p spoede & soma
de probabilidades de todas as tabelas com prateatbdimenor ou igual
ao observado. O segundo e o terceiro sdo testssseraiveis do que o
de probabilidade e utilizam uma hip6tese alteraativl) de excesso ou
de deficiéncia de heterozigotos, respectivamente.

4.6.2 Estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas (xi) e genotipicas (Xii)adela locus, em
casos e controles foram estimadas utlizando-se rogrgma
GENEPOP® (RAYMOND; ROUSSET, 1995) versdo 3.4 (digpel
em http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop), de acomo as seguintes
as equacoes:

2n. + Y n. n..
.\.,' = i - € X = —=
2n n

Onde:
xi é a frequéncia do alelo “i";
Xii é a frequéncia do gendtipo “ii”;
nii e nij correspondem ao numero de homozigotos e
heterozigotos observados para o alelo i, respectinge;
n corresponde ao nimero de individuos analisados.

4.6.3 Associacdes par-a-par entre loci

A analise de LD foi realizada utlizando-se o peoga
GENEPOP®, versdo 3.4 (RAYMOND; ROUSSET, 1995). Adtése
nula é a de que a distribuicdo genotipica em unmslécindependente da
distribuicdo em outro locus. A verificacdo da oéania ndo aleatdria de
certas combinacg@es alélicas foi realizada pelaistegidrmula:
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Aab = Pab— PPo

Onde:
Aap € 0 valor do desequilibrio de ligacéo;
Pab € a frequéncia observada de um hapl6tipo;
p. € a frequéncia observada do alelo a de um dads;loc
p, € a frequéncia observada do alelo b de um outigsjo
PP € a frequéncia esperada de um haplétipo ab.

O desequilibrio de ligacdo pode assumir valoremteovalo de -
1,0 a +1,0, sendo que os valores negativos indecaepulsdo entre os
alelos em questéo, os valores positivos indicaoplamento e, o valor
zero indica a auséncia de desequilibrio de ligacao.

4.6.4 Diferenciacdo genética das populacdes

Os testes exatos para diferenciacdo populaciorahfoealizados
com o uso do programa GENEPOP® 3.4 (RAYMOND & ROHES
1995a). Este utiliza Tabelas de contingéncia RxCradss
automaticamente para cada locus, em que R é o aldagropulacdes e
C é o numero de alelos no locus.

Este procedimento compara cada locus em parespigagoes,
para determinar se existem diferencas nas freca®nalélicas e
genotipicas observadas, onde a hip6tese nula @estad de que a
distribuicdo alélica é idéntica entre as populacRAYMOND &
ROUSSET, 1995b).

4.6.5 Diversidade interpopulacional (estatisticas)F

As estatisticas F foram obtidas como descrito p&tR\M1984),
usando o software GDA® (Genetic Data AnalysisPagkagWIS &
ZAYKIN, 1997). Nesta dissertacdo foram definidgsa2ametros:

Fis: Coeficiente de endogamia dentro de uma populéaéficit
de heterozigotos dentro de uma populacao);

Fst. Coeficiente de endogamia em um par de populagizak)
pela probabilidade de dois alelos tomados ao amasduas populacdes
serem idénticos por descendéncia (déficit de hatptos entre
populacgdes).

Para testar se os valores dg €&Fs diferiam significativamente
de zero, foi realizado o procedimento de bootstagm 1000
replicacdes. Se o intervalo de confianca de 95%®@bido incluia o
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zero, a estimativa foi considerada significativateediferente de zero
como= 5%.

4.6.6 Estimativas de mistura étnica

As estimativas das propor¢des étnicas foram obsdgsindo o
método de identidade génica (CHAKRABORTY, 1985) @ram
realizadas com o uso do programa ADMIX 3®.

A estimativa foi realizada primeiro utilizando asduéncias nas
trés populacdes parentais admitindo-se um modetbibiido de
mistura. As frequéncias parentais europeias forepnesentadas por
Portugueses (TOMAS et al., 2002) e as africanaa frelquéncia
observada na cidade de Santana, cidade da llhdal@@né (TOMAS
et al., 2002), tal como realizado por Parra ef24103). Esta Ilha serviu
como entreposto durante o trafico negreiro pel@mtito e, por isso,
possui uma populacdo teve origem em varias regdganas
(TOMAS et al., 2002). A frequéncia média de setteias da Amazonia
Brasileira foi utilizada como parental amerindi®(ZON et al., 2008).

4.7 BANCO DE DADOS BIOLOGICOS

4.7.1 Organizacédo dos dados fisicos e virtuais

Os questionéarios (dados fisicos) estdo catalogadogicharios
(cada qual para sua doenca e/ou populacéo espgcffigo conteddo
estdo apenas 0s questionarios e os TCLEs. O LAPQ@GESuI
questionarios de doencas autoimunes como PsorRSR),( Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) e Artrite ReumatoideRTA, além de
guestionarios referentes aos pacientes diagnosicadm Céncer de
Mama (CMA) e, por fim, questionarios de popula¢desii-isoladas e
hibrida atual (que ndo possuem caso clinico codbedo estado de
Santa Catarina. Os dados virtuais estdo armazenedpstabelas
(planilhas) assim como os questionarios fisicoda gdanilha representa
um BD referente aos pacientes, controles e popegag@mi-isoladas.

4.7.2 Diagramacao e programacao
Para a diagramac¢do e programacdo do BDB, dois gasso
essenciais foram seguidos:

. Identificar as informacdes (perguntas) comuns eghog00s
formularios utilizados pelo LAPOGE para a coleta de
informacdes de pacientes, controles e populacdereesh

. Dividir as informacdes identificadas em categorlatormacdes
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pessoais, familiais, epidemiologicas, genéticas gmbntuarios

clinicos.

Apo6s a identificacdo e divisdo das categorias, uagrdma
chamado de Entidade Relacional (ER) foi criado pasaalizar as
informacdes de cada categoria (formulario) (Apéa@g¢. O modelo ER
é utilizado como uma ferramenta para construirsaalizar um modelo
conceitual de BD, auxiliando na definicdo da estaie das restricoes,
durante a fase de analise de desenvolvimento dBMIHOFFER et
al., 2011).

Definido o modelo de ER, o BDB foi programado engliagem
SQL (MySQL), tendo sua interface gréfica desendal\vém linguagem
HTML, com implementacbes em PHP estabelecendo gardsnde
conexdo entre os formularios e MySQL. HTML é a wiagio para
HyperTextMarkupLanguage ou Linguagem de MarcacapeExto,
uma linguagem simples composta de marcacdes deatigéo e
diagramacao de hipertexto/hipermidia (informac@astexto, imagens,
sons e acgdes ligadas umas as outras) e que seadestescrever
documentos que possam ser lidos por browsers (adwegg) (SILVA,
2008). A linguagem de programacéo PHP (Hypertespi@cessor) é de
ampla utilizacao, interpretada e de livre acessm®, € especialmente
interessante para desenvolvimento de websites,ndodser mesclada
dentro do cédigo HTML. Além disso, possui compéditiade com a
linguagem de BD MySQL para criar paginas web dicasique
interagem com os visitantes. Com a combinacdo RHBQL, pode-se
coletar dados de seus usuérios e criar conteugesiisos em tempo
real.

A programacéo foi realizada com o emprego do edietexto
Sublime Text 2, disponivel de forma livre na web
(http://wvww.sublimetext.com/). A hospedagem local BDB encontra-
se em um computador desktop localizado no LAPOGE:dkrecdes de
erros, updates e aprimoramentos do BDB foram mmdiz com o
emprego do phpMyAdmin (uma ferramenta de software bscrito em
PHP, destinado a lidar com a administracdo do My$&la internet ou
localmente) (www.phpmyadmin.net).

A hospedagem do BDB localiza-se em um servidorpfod da
UFSC (Figura 4), com senha criptografada e intexhsfl, para a
seguridade dos dados, sendo realizadas copiaggdmsea trés vezes
ao dia para garantir a recuperacdo dos dados amadz®e Eventuais
alteracbes de corre¢cbfes ou updates foram primanamealizadas
localmente no computador desktop do LAPOGE e posteente
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enviadas ao Servidor da UFSC com o auxilio do software livre FileZilla
(www.filezilla-project.org).

Figura 4: Especificacbes para o servidor da UFSC
gerenciamento de Banco de Dados.

£

(/)

1
1

[~
|
| —

Server: mysql.sites.ufsc.br via TCP/IP
Software: MySQL

Software version: 5.5.20-log - Source distribution
Protocol version: 10

User: lapoge@150.162.242.23

Server charset: UTF-8 Unicode (utf8)
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5.1 FREQUENCIAS GENOTIPICAS, ALELICAS E EQUILIBRIOE

HARDY-WEINBERG

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada usngd@atro
AlMs (AT3, Sb19.3, APO e PV92) estdo descritas alaela 4. O
tamanho amostral para cada locus variou, pois slguiividuos nao

amplificaram.

Tabela 4. Comprimento dos fragmentos, localizacao citogea
e sequéncia dgsrimers dos quatro AIMs analisados.

Locus

Casos (PSR)

Controles (PSC)

n (frequéncia)

AT3

Ins

Del

Total de Alelos

Ins/Ins

Ins/Del

Del/Del

Total de individuos

70 (0,361)
124 (0,639)
194
14 (0,144)
42 (0,433)
41 (0,423)

97

64 (0,320)
136 (0,680)
200
16 (0,160)
32 (0,320)
52 (0,520)

100
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Locus Casos (PSR) Controles (PSC)
n (frequéncia)
Sb19.3
Ins 177 (0,903) 170 (0,850)
Del 19 (0,097) 30 (0,150)
Total de Alelos 196 200
Ins/Ins 81 (0,827) 73 (0,730)
Ins/Del 15 (0,153) 24 (0,240)
Del/Del 2 (0,020) 3 (0,030)
Total de individuos 98 100
Locus Casos (PSR) Controles (PSC)
n (frequéncia)
APO
Ins 189 (0,945) 192 (0,960)
Del 11 (0,055) 8 (0,040)
Total de Alelos 200 200
Ins/Ins 90 (0,900) 93 (0,930)
Ins/Del 9 (0,090) 6 (0,060)
Del/Del 1 (0,010) 1 (0,010)

Total de individuos

100 100
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Locus Casos (PSR) Controles (PSC)

n (frequéncia)

PV92
Ins 46 (0,232) 58 (0,290)
Del 152 (0,768) 142 (0,710)
Total de Alelos 198 200
Ins/Ins 4 (0,040) 12 (0,120)
Ins/Del 38 (0,384) 34 (0,340)
Del/Del 57 (0,576) 54 (0,540)
Total de individuos 99 100

As frequéncias genotipicas dos quatro AlMs forammmaradas
aos valores esperados pelo Equilibrio de Hardy-Wés@ onde
constata-se o equilibrio nas populagbes de casBR)(R controles
(PSC) para os locus APO, Sb19.3 e PV92. Somentadeswio do
equilibrio foi encontrado na populacéo de PSC @dkU3) (Tabela 5).

Tabela 5: Valores de p para o Equilibrio de Hardieinberg. Valore
em equilibrio para p >0,05.

Populacdo  AT3 Sb19.3 APO PV92

PSR p=0513 p=0,210 p=0,253 p=0,586

PSC  p=0,011* p=0,463 p=0,137 p=0,092

*Valor fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

5.2 ASSOCIACAO ENTRE LOCI NAO LIGADOS

Associacgles significativas entre loci ndo ligadas mdicativas
de desequilibrio de ligagdo por mistura recente DJAldo inglés
AdmixtureLinkageDisequilibrium(PFAFF et al., 2001) e sugerem a
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presenca de estrutura genética, razéo pela quahétisado o padréo de
associacdes par a par entre os AlMs néo ligados.

Em cada uma das popula¢des, os quatro AIMs comsidsmar-
a-par permitiram 12 comparagfes. Nao foram obsaesvadsociacdes
entre os loci para a populacao de casos, poréop@atdo de controles
apresentou associagdo entre os loci APO/Sb19.30@40e APO/AT3
(p=0,008).

5.3 DIFERENCIACAO POPULACIONAL

A diferenciacdo genética (alélica e genotipica) reentis
populagdes de casos (PSR) e controles (PSC) estétdena tabela 6.
N&o houve diferenciacao alélica e genotipica siatiffa entre as duas
populagbes aqui estudadas.

Tabela 6: Diferenciacéo alélica e genotipica entre as popesgl
casos (PSR) e controles (PSC).

Loci Diferenciacéo alélica Diferenciacdo genotipica
PSR X PSC PSR X PSC
AT3 0,390 0,428
Sb19.3 0,134 0,157
APO 0,637 0,679
PV92 0,215 0,226
Total 0,274 0,330

5.4 DIVERSIDADE INTER-POPULACIONAL (ESTATISTICAS F)

5.4.1 Coeficiente de endogamia (& e diversidade inter-
populacional (Fst)

Ambos, o coeficiente de endogamia (Fis) e a didad® inter-
populacional (Fst) foram significativos em casoSRP e controles
(PSC) (Tabela 7).
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Tabela 7: Valores de Fie Fst nas populacdes de casos (P
controles (PSC), adotande- intervalo de confianca de 95%

95%).
Populacdes Fis IC 95%
PSR 0,700 -0,969 a -0,339
PSC 0,190 0,100 a 0,262
Fst 0,191 0,003 a 0,344

5.5 ESTIMATIVAS DE MISTURA ETNICAS

As estimativas de mistura étnica apresentaram ealor
preponderantes de contribuicdo européia em ambam@mdacdes. A
contribuicdo africana foi a segunda maior nas c@gaulacdes, com
contribuicbes muito semelhantes, seguida da caotéb amerindia
(Tabela 8).

Tabela 8. Estimativa de mistura étnica nas populagdes des
(PSR) e controles (PSC) considerando os quatro Addisados.

Populacdo Europeu Africano  Amerindio r°

PSR 87,1+4,7 86+23 43+406 87,4

PSC 751+40 84+19 165%+38 939

5.1 BANCO DE DADOS: LAPOGEdb

Os scripts de programacédo deste BDB néo estdoidoslinos
Anexos e Apéndices desta dissertacdo devido aoneokia quantidade
de linhas de programacéo tornar invidvel a visaglip em formato
impresso. Desta forma, os scripts estdo armazermadasn repositorio
online, podendo ser visualizado mediante requetionea® e-mail
lapoge.mail@gmail.com.
5.1.1 Acesso e definicBes de usuario e senha

O BDB proposto nesta dissertagdo recebeu o nome de
LAPOGEdb (LAPOGE database) e atualmente encontrardme
podendo ser acessado diretamente no endereco naletrd
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www.lapoge.sites.ufsc.br. O site encontra-se haapedo dominio
[ufsc.br]. A solicitagcdo para a utilizacdo do doimifoi realizada pela
Dra. lliada Rainha de Souza junto a Superintendédei Governanca
Eletrénica e Tecnologia da Informacdo e Comunica@eTIC) da

UFSC. A figura 5 mostra péagina inicial do site dAROGE

(www.lapoge.ufsc.br), realcando a opcao de linlapat APOGEdb.

Figura 5: Pagina inicial do site LAPOGE com o link no mer
direita da pagina (destacado em vermelho).

FEX Ministério da Educacio

4
s#=: UNIVERSIDADE FEDERAL
¥ DE SANTA CATARINA

Estudante.ufsc.br STAE.ufsc.br Comunidade.ufscbr  Estruturaufscbr  Geral

UFSC » Laboratério de Polimorfismos Genéticos

Laboratério de Polimorfismos Genéticos At

APOG

[ovogasso | Apresentagdes de Trabalhos de Conclusio de Curso
Inicio

Graduanda: Amanda Firmino » Préximos eventos

Titulo: Estudo de associagdo da AluyHG e InDel14pb do gene HLA-G em pacientes com psoriase do estado de Santa
Catarina

» Uista de Links

Banca Examinadora: Dra. Yara Costa Netto Muniz, Orientadora (UFSC)

Dra. liiada Rainha de Souza, Coorientadora (UFSC)

Msc. Bibiana Sgoria de Aimeida (UFSC)

Dr. Erick da Cruz Castelii (UFG) (ad hoc)

Dra. Andrea Rita Marrero (UFSC)
1960 - 2010 - Universicade Federal de Santa Catarins (UPSC) | Central Telefbnica - (48) 37219000

A pagina inicial do LAPOGEdb (figura 6), mostraa@ampos de
login de usuario e senha, bem como links Uteisci@tados ao
LAPOGE e a estudos de genética epidemioldgica.ogisd e senhas
foram definidos de acordo com os participantesoatigto laboratério
(professores, poOs-doutores, alunos de doutoradstrame e iniciacéo
cientifica). A revogacao do acesso aos participaéatdefinida ao final
de um projeto de pesquisa, caso nao haja mais agdowdo vinculo
destes com o LAPOGE.

A utilizacdo de um sistema de login de usuariorthnadorna-se
vital para a seguranca dos dados, além de gaGueiro acesso aos
dados seja exclusivo de integrantes ativos do LAPQOG controle de
acesso ao LAPOGEdb é verificado utilizando um siatele rastreio
através de data e horario dos usuarios que pondilitualizaram ou
editaram o banco (ELMASRI & NAVATHE, 2010). Alémsdi, é dado
um acesso de controle geral do banco para um désios, definindo-o
como "Administrador do Banco de Dados" (DBA, dolésgDatabase
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Administrator). Este usuario é capaz de realizeratdes na estrutura
do LAPOGEdb podendo, por exemplo, incluir, altecar remover
categorias dos formularios.

Figura 6: Pagina inicial do LAPOGEdb. Links e campo
Identificacdo para usuério e senha.

Laboratério de Polimorfismos Genéticos
UFSC CCB BEG LAPOGE

IDENTIFICAGAO

nsira seu nome e sua senha para acessar os dados:

Ususrio

Divergenome
NeBI
Mendeley
CAPES
CNPq

Lattes
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5.1.2 Cadastro de questionarios

Depois de realizar o login o usuério é direcionadpagina de
cadastro (Cadastrar Novo Formulario) e edicdo dedl@rios (Editar
um Formulario) (Figura 7).

Figura 7: Pagina do LAPOGEdb com duas opg¢fes: uma p
cadastro de novos questionarios e outra opgao Ppadicao d

formularios.
2 [ Horn | Dvcerecr |
~
| 'ﬁii
LAPOGE Laboratério de Polimorfismos Genéticos

UFSC UFSC CCB BEG LAPOGE

Cadastrar Editar um
Novo Formulério Formulério

A opcao de “Cadastrar Novo Formulario” redirecienasuéario a
pagina de Dados Pessoais (DP) (Apéndice H). Nestaufario o
usuario preenche informacfes relacionadas a itemg#fo pessoal,
endereco e algumas informacdes pessoais refeseatasstra. Na caixa
de “IDENTIFICACAO PESSOAL”, o tipo de formulario aer
cadastrado no banco é especificado pela opcdo “GODIonde o
usuario pode escolher entre as doencas ou popslagiedadas no
LAPOGE (Figura 8). Logo abaixo, a opgdo “COD. ANOG
(questionario)” remete-se ao cddigo de identificagd amostra anotado
no questionario fisico a ser cadastrado. Uma dstffigativas para a
diagramacao e construcdo do LAPOGEdb foi a necadside organizar
e padronizar a nomenclatura das amostras colepmiad APOGE ao
longo de seus 19 anos de funcionamento. Questizndel uma mesma
doencga ou populagdo acumularam ao longo destesraissle um tipo
de nomenclatura (por exemplo, CMA, CaMa e CAMA pdesignar
amostras de pacientes diagnosticados com Cancktad®). Utilizar
diferentes nomenclaturas para identificar uma mesarével pode
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levar a erros de conflito na busca pela variaveltemBD (seja ele
construido em tabelas simples ou relacional comuxilia de um

SGBD). Portanto, c6digos novos sdo gerados para d¢god de

guestionario cadastrado, obedecendo a nomencldauraés letras e
quatro numeros (por exemplo, PSR0001 para idemtifc primeira

amostra a ser cadastrada na variavel Psoriasegntiglar assim a
padronizagdo das nomenclaturas. Estes coédigos sa@dog

automaticamente a medida que um questionario fisicadastrado e
portanto, torna-se extremamente importante o preeento da variavel
gue leva a nomenclatura do codigo antigo, poisaddstma, a

correlacdo entre o codigo antigo anotado no quesiio fisico e o novo
codigo gerado automaticamente pelo banco fica elstziia.

Apb6s o preenchimento do formulario de DP, o usu@cde
escolher passar para o proximo formulario e coatirau cadastrar as
informacdes ou limpar os dados do atual formul&i@pcéo “Salvar /
Préxima Etapa” avanca ao préximo formulario, entuaue a opgao
“Limpar Formulario” apaga todos os campos preerashida pagina de
DP.
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Figura 8: Formulario de Dados Pessoais do LAPOGEdb. Cai
selegdo para o tipo de formulario a ser cadastrado.

2 oo | cec |

Laboratério de Polimorfismos Genéticos
UFSC UFSC CCB BEG LAPOGE

«voltar Home Dados Pessoais

ART - Artrte Reumatoide
CLG - Costa da Lagoa

CMA - Cancer de Mama

LES - Lupus Eritematoso Sistémico

PSC - Populagdo de Santa Catarina
PSR - Psoriase

SRV - S80 Jodo do Rio Vermeho
VAL - Valongo

Nio sabe o CEP? PESQUISE AQUI

O formulario de Dados Familiais (DF) apresenta rimiacdes
sobre a origem familial (paterna, materna e irmamd)istoricos de
doencas na familia (doencgas autoimunes e tipoart=r) (Apéndice ).
A parte superior do formulario mostra o novo caédigerado
automaticamente e 0 seu respectivo codigo antigen¢pido no
formulario de DP) (figura 9), informando ao usuadonumero de
registros atuais cadastrados no banco para estgalgeopulagéo, uma
vez que, conforme mencionado, 0 novo cbdigo €é gerad
automaticamente de acordo com o ultimo cadasti@ada no banco.
A programacéao realizada na secdo “ANTECEDENTES” coamprego
de caixas de selecdo permite o cadastro de irdinggistros de historico
familial de doencas autoimunes e tipos de can¢Ergsra 10).
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Figura 9: Formulario de Dados Familiais do LAPOGEdb.
destaque (cor verde e marrom), o novo cédigo dtifdmcao gerac
automaticamente pelo banco e o cdigo antigo, céspeente.

NOVO CODIGO

COD. ANTIGO (questionario)

Estado/Cidade onde nasceu

Profissio

Onde nasceu o avd paterno do
probando

Onde nasceu a avé paterna do
probando

Figura 10: Formulario de Dados Familiais do LAPOGEdb. Caixe
selegdo para histérico de doengas na familia.

Historico de cancer na familla?

Grau de Parentesco

Histérico de doenga autolmune na
familla?




7

o

O formulario de Dados Genéticos (DG) agrega infgea de
diferentes marcadores genéticos utilizados no LAB@&éndice J). O
objetivo principal deste formulario € obter a im@acdo de quais
marcadores a amostra possui genotipado e, quasadwes ela nao
possui resultado. A visdo geral do quadro de mareadgenotipados
para cada uma das amostras cadastradas no LAPQi@Edibe estudos
mais complexos do ponto de vista das andlises a-amétlises (figura
11). Concentrar os dados genéticos em apenas umeBfa a
redundancia causada ao armazenar o mesmo tipoddevéeas vezes
em diferentes arquivos e, desta forma, a perdeadesd(ELMASRI &
NAVATHE, 2010).

Figura 11: Formularo de Dados Genéticos do LAPOGE
Caixas de selecdo de marcadores e seus possinetipgs.

IDENTIFICAGAO INICIAL

R s

'COD. ANTIGO (questionario) PSR 01

INS/IDEL

-]
INS Homozigoto ~|
DEL Homozigoto v/

INS/DEL =l

O formuléario de Informacfes (Apéndice L) estd desld a
registrar dados acerca de informacdes fisicas dastesm Dados como a
data da coleta do material bioldégico, armazenamertzalizacdo dos
materiais pés-processamento (separacao de sarsgws eontituintes) e
métodos de extracdo de DNA. Um aspecto fundamelatgbesquisa
biol6gica gira em torno da coleta de amostras epseservacao para
exame e analises posteriores. Uma vez que o temporrd entre o
momento da coleta e quando a amostra é de fatisaam| amostras
biol6gicas muitas vezes estao sujeitas a degraddmngo do tempo.
Portanto, é imperioso que haja um processo de armaaento (curto e
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longo prazo) eficiente e que preserve a integriddde amostra
(HOLLAND et al., 2003). A catalogacéo informacioratavés de um
BDB das amostras em seus acondicionamentos (geladeifreezers)
prevé a organizacéo e o facil rastreio das mesma@nitindo, assim, o
rapido acesso ao material desejado para realizdedexperimentos
(Figura 12).

Figura 12: Formulario de Informagbes do LAPOGEdb. Caixa
selegdo para organizagao e localizagao fisica dstaas.

[Freezer TRES | ~|

Néo se apiica
Freezer UM
Freezer DOIS

Freezer QUATRO
eladeira

EL
Naoseaplica  ~|

Naoseaplica |

Salting Out ~| | Data da Extragdio 24/10/2011
Naoseaplica ~|  Data da Extragio

Naoseaplica ~| Data da Extragéo

O cadastro das informacdes termina com o formuldlgo
InformagBes no botdo “CONFIRMAR”. Este botdo recivea o
usuario a uma tela de confirmacéo dos dados, @mutes tas variaveis
(independente destas estarem ou ndo preenchidasdxibidas na tela.
Desta forma, o usuario pode conferir em apenas pdgina todas as
informacdes cadastradas ao longo dos 4 formuléigairas 13 e 14).
Apés conferir os dados, o botdo “CONCLUIR CADASTRé@"cerra o
cadastro e redireciona todas as informacdes pafdP@GEdb.
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Figura 13: Formulario de Confirmagdo do LAPOGEdb. Todas a
variaveis de todos os formularios sdo mostradosel@ainformando ¢
dados preenchidos e dados nédo informados (ndoghides).

IDENTIFICAGAO INICIAL

COD. ANTIGO (questionério)

ENDEREGO

R e

DADOS DE CONTATO

e
N oo
O wmmsen

INFORMAGOES PESSOAIS

o
O s
e R

E e
Cerrae-
rmen e R
R oo
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Figura 14: Formulario de Confirmagédo do LAPOGEdb. Todas asvars di
todos os formularios séo mostrados na tela infodmars dados preenchidc
dados néo informados (n&o preenchidos).

Profissio

Onde nasceu o avd paterno do
probando

Onde nasceu a avé paterna do
probando

Profissio

Onde nasceu o avé materno do
probando

Onde nasceu a avé matera do
probando

Histérico de doenga autoimune na
familla?

ANTECEDENTES
S s _

Grau de Parentesco

PV92 (INS/DEL)

$b19.3 (INS/DEL)

Data da Coleta da Amostra

et s
e

CONCLUIR CADASTRO
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5.2.3 Edicao de formuléarios

A opcao de edicdo de um formulario abre uma ca&aetkct
(selecdo), retornando as opcdes de formularioouigpis para edicdo.
O retorno dos formularios disponiveis para a ediédmalizado com
base nos formularios que se encontram cadastradbanto. Portanto,
caso uma determinada doenca ou populagéo ndo pumsiiam registro
cadastrado, ndo havera retorno desta, pois a mesmaconsta
cadastrada no banco. A figura 15 mostra o retomdodmulérios de
PSR (casos de pacientes diagnosticados com p3oriase foram
cadastrados no LAPOGEdb para a realizacéo desertigao.

Figura 15: Edicao de formularios no LAPOGEdb. Formulario
PSR (100) disponiveis para edi¢cdo de informacdes.

2 [ ame | Docec |

Laboratério de Polimorfismos Genéticos
UFSC UFSC CCB BEG LAPOGE

Cadastrar Editar um 0083
Novo Formulério Formulério e
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6 DISCUSSAO

6.1 FREQUENCIAS ALELICAS E EQUILIBRIO DE HARDY-
WEINBERG

Das frequéncias alélicas dos quatro AIMs aqui sadbs, trés
deles (AT3, Sb19.3 e APO) apresentam frequénciaslbantes entre
europeus e amerindios (AT3, EU=0,240 e AM=0,046;195h
EU=0,930 e AM=0,713; APO, EU=0,937 e AM=0,996), dmor
contrastantes daquelas encontradas em populac@ieanas (AT3,
AF=0,850; Sb19.3, AF=0,540; APO, AF=0,407) (Figlid (PARRA et
al., 1998; MUNIZ et al., 2008; BRUM et al., 201¥)s marcadores
PV92 e AT3 apresentam alta frequéncia em amerin(fd42) e
africanos (AT3), porém baixa frequéncia na popuaefiropéia e
africana (para PV92, EU=0,152 e AF=0,225) e eusgéiamerindia
(para AT3, EU=0,240 e AM=0,046) (SHRIVER et al. 0230 LUIZON
et al, 2008; MUNIZ, 2008; BRUM et al., 2013). Raoro, os
marcadores PV92 (capaz de diferenciar amerindiosutdepeus e/ou
africanos) e AT3 (capaz de diferenciar africanosedeopeus e/ou
amerindios) sdo especialmente importantes no egdomposicao tri-
hibrida da populacdo brasileira que, como nos nméon os relatos
histéricos, foi constituida pela unido de europépsncipalmente
portugueses), africanos (trazidos como méao deedmava) e indigenas
autéctones (RIBEIRO, 1995).
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Figura 16: Comparacdo das frequéncias alélicas dos AIMs (dBl@ntre
as populag@es de casos (PSR) e controles (PSCaspopulacbes parent
europeia (Portugueses; TOMAS et al., 2002), amixifidJIZON et al.
2008) e africana (TOMAS et al., 2002).

1,0

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Sb19.3 PV92

EPSR mPSC mEU =AM ®EAF

Quando comparadas as frequéncias alélicas doqihlis nas
populacdes de casos e controles desta dissert®#8B € PSC,
respectivamente) foram encontradas frequénciaslisantes em outros
dois estudos brasileiros (Apéndice M), sendo o @irinenvolvendo
pacientes com Doenca Arterial Coronariana e cagreém histérico de
doenca (ZEMBRZUSKI et al., 2006) e o segundo esteiolvendo
dois grupos de pacientes (um grupo diagnosticado Meuromielite
Optica e o outro com Esclerose Miiltipla) e seugrotes sem historico
de doencga (BRUM et al., 2013).

Considerando as duas populacbes de casos e centaqle
analisadas (PSR e PSC) e os loci estudados, apendgsvio para o
EHW (p<0,050) foi observado para o marcador AT30(p%l) na
populagéo de controles (PSC). O desvio observadB®61poderia ser
explicado pelo fluxo génico, uma vez que, os imtliek pertencem a
uma populacdo exogamica. Outra hipétese
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6.2 ASSOCIACAO ENTRE LOCI NAO LIGADOS

O fluxo génico entre populacdes geneticamente nthisti gera
ALD entre os loci (ligados e nao ligados) que pessudiferentes
frequéncias alélicas (HARTL & CLARK, 2010). Assogies entre loci
ndo ligados sugere miscigenacdo recente, sendademada tdo mais
recente quanto maior for ALD. Em cada uma das agdeals, os quatro
AIMs considerados par a par permitiram 12 compasc¢iduas
comparacgfes na populacdo de controles (PSC) apmemendesvios
significativos ( APO/Sb19.3, p=0,004 e APO/AT3, ®B8B). Pode-se
admitir que estas duas associacdes seriam indicadivmistura recente
ou até mesmo atribuidas ao acaso.

6.3 DIFERENCIACAO POPULACIONAL

A partir de testes exatos, ndo foram encontradéeredicas
alélicas e genotipicas entre as duas populacdéestgdadas. Portanto,
aceita-se a hipotese de que os alelos e gendtipssigm a mesma
distribuicdo em casos e controles.

6.4 DIVERSIDADE INTER-POPULACIONAL

Ambas populagbes de casos e controles (PSR e PSC,
respectivamente) apresentam Fis significativo, &a, 0 intervalo de
confianca de 95% obtido n&o incluiu o zero, comaitdo a estimativa
significativamente diferente de zero cam5%.

Entretanto, as duas popula¢des apresentam hist@m@grafica
de mistura étnica caracteristica de populacfeséemiogs. Os AlMs
analisados neste estudo indicam que ambas as poeslasdo tri-
hibridas (Tabela 7 pag 48) e, portanto, tal pan@mederia
provavelmente decorrente da sub-estrutura populacie n&do de
endogamia.

O Fst obteve um resultado significativo considerdmiixo
(0,191). Um baixo valor de Fst, significa que &sxjfrféncias alélicas nas
populacdes de casos e controles sdo similaresnpmé uma pequena
diferenciacdo (HOLSINGER &WEIR, 2009).

6.5 ESTIMATIVAS DE MISTURA ETNICA

Os resultados aqui observados mostraram que ambas a
populagdes de casos e controles sdo consideratifisrilas (Tabela 8,
pag 48). A preponderante contribuicdo européiaches populacdes
estudadas estdo de acordo com outras estimativiidasbpara
populacdes da regido Sul do Brasil a partir de AlRETa et al. (2003)
observou a predominancia europeia na regido S@rdsil através de
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um conjunto de dez AIMs, assim como Santos et2809), com uma
estimativa de 94% de contribuicdo europeia em 8ivvituos da regido
Sul do Brasil com um painel de 48 AlIMs indels endet al. (2011),
que verificou um componente europeu de 77% em utodes
envolvendo 238 individuos do Rio Grande do Sul ®é&&atarina com
um painel de 40 AlMs indels. Destaca-se que amastias de mistura
ancestral entre as populagbes de casos (PSR) mlesnfPSC) séo
semelhantes, tornando-as aptas para estudos @dé&géso

A contribuicdo africana em ambas as populagbes adesce
controles (8,6% e 8,4%, respectivamente), sédo aiesl a estimativa
observada em uma amostra Euro-derivada (6,5%) €&@ampor
individuos controles saudaveis do Rio Grande do u§ilitando dez
AlMs, incluindo trés AlMs analisados nesta dissgta(APO, AT3 e
Sb19.3) (ZEMBRZUSKI et al., 2006). Foram encontséatimativas
semelhantes em controles saudaveis em dois estedizados em
Florianépolis, Santa Catarina (14,7% MUNIZ, 20083% LUIZON,
2007), com ambos os estudos utilizando 0 mesmouctnjde oito
marcadores, sendo os quatro AlMs aqui analisadobém inclusos
nestes. Entretanto, estimativas de mistura coatrtes foram
encontradas para europeus e africanos em um estuekiado da Bahia,
onde Tel6 (2010), observou estimativas de misténaaaa (45,08%),
europeia (45,16%) e amerindias (9,75%) (este tambimando os
marcadores aqui descritos, além de outros marcadatessdmicos).

A populacédo de casos (PSR) apresenta um desviaepackior
que a propria estimativa de mistura para a popaolpaéental amerindia,
0 que se deve possivelmente ao nimero de marcaatdizsdos e até
mesmo as populacdes parentais escolhidas uma eeh&escassez de
frequéncias alélicas das populagbes amerindias pmpssivelmente
poderiam ter participado na formacédo das populaggesestudadas.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os quatro AlMs autossdémicos aqui analisados forapazes de
estimar a ancestralidade genémica das populacasss(@ controles)
deste estudo (Tabela 8 pag), sugerindo a efetigidadtes marcadores
para o propésito de controle da estratificacdo lampnal. As
estimativas de mistura étnica mostraram que asphyadacdes sao tri-
hibridas (Tabela 8 pag), com preponderéncia do ooemde europeu,
seguido do componente africano e amerindio, respewnte.

Para conhecimento, este é o primeiro estudo nal Bjass utiliza
a psoriase (um dos modelos de doencas autoimune)eptudos de
controle da estratificacéo populacional com o wséd/is. A afirmacédo
de que a psoriase (e muitas outras doencas) é nureddemente
associada com uma ou outra ascendéncia genéticeiaisas
principalmente na percep¢éo visual das caractassfienotipicas dos
pacientes e ndo necessariamente do backgroundogeriéd presente
estudo pode-se observar que as contribuicbes dgsiass ancestrais s
apresentam pequenas diferencas entre o grupo dentesc(PSR) e
controles (PSC), e que a contribuicdo europeiaopngth tanto em
pacientes como em controles.

Apesar dos poucos AlMs, bem como o pequeno numero d
individuos utilizados neste trabalho, foi possivdiscriminar a
contribuicdo genética dos grupos ancestrais indiague mesmo um
numero reduzido de marcadores pode ser suficieqigando
apropriadamente selecionados, para responder ugianpe especifica.

As perspectivas futuras incluem a incorporacao menamero
maior de AIMs para refinar as estimativas aqui sgméadas. Estimar a
ancestralidade individual de pessoas diagnosticamtagpsoriase podera
auxiliar na compreensdo das bases genéticas eta®lvino
aparecimento da doenca, como também evidenciaalaprevaléncia
desta doenca em individuos com ascendéncias easoricanas e
amerindias.

O LAPOGEdb mostrou-se uma ferramenta eficaz para o
armazenamento estruturado de informacdes que vagidne dados
epidemiol6gicos e genéticos referentes a amostitezadas ao longo de
19 anos de funcionamento do LAPOGE-UFSC.

Os proximos passos serdo a implantacdo de um sisterbusca
eficiente, que saia do abstracionismo das linhas cdmandos
implementadas por programacgdo e torne a busca eehigé usuario.
Desta forma, os usuarios do LAPOGEdb poderéo eadizas consultas
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de dados sem a necessidade de conhecimento peépimgramacao e
linhas de comando.

Diversos programas de analises estatisticas patadoss
genéticos humanos (populacionais e epidemioldgpas3uem arquivos
de entrada de dados distintos. Isto demanda terpgeésquisadores
para montar arquivos e adequar seus dados paraicwddas andlises
necessarias. A implementagcéo de uma ferramentardersao de dados
para os mais variados programas utilizados em estugnéticos,
auxiliaria de forma incisiva os pesquisadores géie demandam de
tempo para converter seus dados para diferentesagfas. Levando
isto em consideracdo, o LAPOGEdb propde como petispeutura, a
utilizagdo de um Unico arquivo com formatacdo mtnida, para
converter os dados nos formatos que mais se adegaarprincipais
softwares disponiveis para analises em genéticaulgmpnal e
epidemiologica humana.

Destaca-se também a ideia de que o layout do LARIDG&
programado para a possibilidade do uso deste whegti@ nas
entrevistas através de tablets, reduzindo a madgemrros durante a
coleta de dados. Desta forma, 0 uso de tabletditsitis a necessidade
de realizar questionarios fisicos para a coletdadids, exceto o TCLE.
As informacdes serdo diretamente cadastradas eadasvi ao
LAPOGEdb, semelhante ao que ocorre com o0s cadadtrosenso
demogréfico brasileiro realizados pelo Institut@Sleiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), onde as informacdes coletagtas2010 pelo
agentes do censo s@o automaticamente cadastradas aaxilio de um
aparelho portatil para tal finalidade.
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APENDICE A — Populages estudadas pelo Projeto Haphp

Populac¢des estudadas pelo Projeto HapMap.
P?)Igtlj?a?;zo Populagao
ASW African ancestry in Southwest USA
CEU Utah residents with Northern and Westert]
European ancestry from the CEPH

CHB Han Chinese in Beijing, China
CHD Chinese in Metropolitan Denver, Coloradd
GIH Guijarati Indians in Houston, Texas
JPT Japanese in Tokyo, Japan
LWK Luhya in Webuye, Kenya
MEX Mexican ancestry in Los Angeles, Californi
MKK Maasai in Kinyawa, Kenya
TSI Toscans in Italy
YRI Yoruba in Ibadan, Nigeria

Adaptada de: ALTSHULER et al., 2010.
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APENDICE B — Populagdes estudadas pelo Projeto 10@enomes

Populacdes estudadas pelo Projeto 1000 Genomes
Sigla da ~
Pogulagao Populagdo
CHB Han Chinese in Bejing, China
JPT Japanese in Tokyo, Japan
CHS Southern Han Chinese
CDX Chinese Dai in Xishuangbanna, China
KHV Kinh in Ho Chi Minh City, Vietham
CEU Utah Residents (CEPH) with Northern ang
Western European ancestry
TSI Toscani in Italia
FIN Finnish in Finland
GBR British in England and Scotland
IBS Iberian population in Spain
YRI Yoruba in Ibadan, Nigera
LWK Luhya in Webuye, Kenya
GWD Gambian in Western Divisons in The Gambja
MSL Mende in Sierra Leone
ESN Esan in Nigera
ASW Americans of African Ancestry in SW USA
ACB African Carribbeans in Barbados
MXL Mexican Ancestry from Los Angeles USA
PUR Puerto Ricans from Puerto Rico
CLM Colombians from Medellin, Colombia
PEL Peruvians from Lima, Peru
GIH Guijarati Indian from Houston, Texas
PJL Punjabi from Lahore, Pakistan
BEB Bengali from Bangladesh
STU Sri Lankan Tamil from the UK
ITU Indian Telugu from the UK
Adaptada de: ABECASIS et al., 2012.
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APENDICE C — Questionario pacientes com psoriase

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e &ea/CCB
Ambulatério de Dermatologia/Psoriase — HospitaleNéRamos
Estudo Genético e Epidemioldgico em Pacientes caonidse no Estado de
Santa Catarina

QUESTIONARIO
PACIENTES COM PSORIASE

DADOS PESSOAIS

Nome:
Data:
Idade: anos SEXO: ( )F ( ™M cuPacéo:
Cidade onde mora: Naturdé:
Telefone para
Contato:

CordaPele:( )B( )N( M( )P( )A
DADOS FAMILIARES

Nome do pai:
Cidade onde nasceu:

Profissao:
Ascendéncia: Materna

Paterna
Nome da mae:
Cidade onde nasceu:

Profissao:

Ascendéncia: Materna

Paterna

HISTORICO DA DOENCA

Tempo de doenca diagnosticada:

Fator
desencadeante:

Local que surgiram as primeiras
lesdes:

Classificacdo da doenca na consulta:

() ausente ( ) leve ( ) moderada (avgr ( )
muito grave

Classificacdo PASI:

Padrao Morfoldgico:
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() Vulgar () Gutata ( ) Pustulosa ( )tEdérmica () Palmoplantar ( )
Invertida

Tratamento Atual:

HISTORICO DE DOENGAS PESSOAIS E/OU NA FAMILIA
Psoriase  ( )S ( IN Parentesco:

Doenca de Crohn ( )S ( )N Artrite ( )S)N DM ( )S (
JN HAS ( )S ( )N
Dislipidemia ( )S ( )N Depresséo ( )S N Hepatite ( )S( )N HIV (

)S (N

Dermatite Tépica ( )S ( )N Dermatite de Comta )S ( )N

Outras ( )S ( )N

Quais?

Observacgoes:

HABITOS

Alcool: ( )S ( N
Frequéncia

Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia: Ja

fumou? ( )S ( )N

Drogas llicitas: ( )S ( )NJa usou? ( )S ( N
Qual?

Observacgoes:

OUTRAS INFORMACOES

TTT Medicamentoso Antes do Diagnostico: ( )S ()N
Quais?

TTT Hormonal Antes do Diagnéstico: ( )S ()N a ( JAC ( )
Outro

Idade da Menarca: anos Menopausa: ( 0OSs N
Idade: anos

N° de Gestacles: N° de
Filhos:

PAINEL LABORATORIAL

Hemograma c/ plaguetas:
ALT/AST: yGT: Fosfatase Alcalina: Uréia:
Creatinina:

Acido Urico: Colesterol Total: HDL:___ diicerideos:

Glicose:



97

Na, K, Ca, Mg: VHS: Proteindreéativa:
ASLO: HBSAg: _ Anti-HBS:___ Anti-HCV:____ ArtllV 1 e 2.
FAN: IgE total:

Observacgoes:
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APENDICE D — Questionario individuos-controles

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e &ea/CCB
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO
INDIVIDUOS-CONTROLES

Dados Pessoais:
Data: [/ [

Nome:
Endereco:

Cidade: Telefone
Residencial:
Telefone Trabalho: Celular:

Idade: Sexo: () M ( )F Dat mhscimento:

Estado Civil: Tipo de
sangue:
Profissao: Aposentad8im  ( )N&o
Escolaridade:

() analfabeto () 1° grau incompleto ()1
grau completo

() 2° grau incompleto () 2° grau completo () superior
incompleto

( ) superior completo ( ) p6s graduacao

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia:
Materna Paterna
Etnia: ( ) Euro descendente () Afescendente

( ) Asiatico descendente (djgrena descendente
Cordapele: ( )negra ( )mulata éamarela ( ) branca
Observacgoes:

Dados Familiares:
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Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia do pai:
Materna Paterna

Profissao:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:
Materna Paterna

Profissao:

Possui Irméos: ( ) Sim () Nao Quantos:

Possui filhos: () Sim () Ndo Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o
Frequéncia: ( ) Todos os dias ( )Fim deas®m
( ) Esporadicamente (Festas)
Quantidade (copos 200ml):

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequeetea?
() Cerveja () Vinho () Cachaga ( Qutro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?
() Cerveja () Vinho () Cachacga ( Qutro

Pratica EXERCICIOS FiSICOS? ( ) Sim ( )N&o
Tipo:

Quantidade: ( ) menosde 30 min ( )30 min 16 ( )maisde1h
Frequéncia: ( ) 1x semana () 2-3x semand )4-6x semana
( ) Todo osdias ( ) Merde 1x semana

Vocé FUMA? ( )Sim ( )N&do Vocé ja FUMOU?)%im ( ) Nao
Tipo: () Cigarro () Charuto ( ) Cachimbo ( ) Outro

Quantidade e Frequéncia (n° de cigarros por
dia):

Tempo que fuma ou fumou:
Ha qguanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo
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Idade da MENARCA:

MENOPAUSA: ( ) Sim () N&do Idade

HISTERECTOMIA: ( ) Sim () Nao

PARIDADE:

N° de gestacOes Idade Ifa
gestacao

N° de filhos ( ) nulipara N:
Abortos ()P ()E N
Amamentou: ( ) Sim ( ) Nao Tempo total (mégses

TRAT. HORMONAL:

Utiliza AC? ( )Sim () Nao

Jé utilizou AC? ( )Sim () Nao

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do
AC:

Tempo que usa ou usou
AC:

Ha guanto tempo
parou?
Faz TRH? ( )Sim ( ) N&o

Jafez TRH? ( )Sim () Ndo

Nome do
Hormonio:

Tempo que faz ou fez
TRH:

Ha quanto tempo
parou?
() Outros horménios Tempo total:

Observagoes

Historico Médico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () N&o
Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim ) Néo

Grau de Parentesco: ( ) filha ()irmda ()méde ()avd
() tia matertfagrau ( ) tia paterna 1° grau
() prima matert® grau ( ) prima paterna 1° grau

( )
Outros _
Casos de CANCER de outro tipo na familia? ( )Sirq ) Nao
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Grau de Parentesco e tipo:

Caso de TUMOR BENIGNO pessoal? ( )Sim () Nao
Local:

Caso de DOENCA AUTOIMUNE pessoal? ( )Sim N&do
Qual?

Tempo de
diagndstico:

Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? ( )Sim ) Nao

Grau de Parentesco e
tipo:

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR?: ( )Sim( ) N&o
Qual?

(s)

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim () N&o
HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )Sim () Ndo

OSTEOPOROSE: ( )Sim (8oN

DOENCA REUMATICA: ( )Sim ( ) N&o

DIABETES: ( )Sim( ) Nao

ASMA: ( )Sim( ) Nao

HIV: Sim ( )Nao () Nunca fez exame
HEPATITE: ()Sim( ) Nao () Nunca fez exame
DENGUE: ( )Sim( ) N&o

TUBERCULOSE: ()Sim (Bl

DISTURBIO RENAL: ()Sim () Nao

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim ( ) N&o
DISTURBIO HEPATICO:  ( )Sim () N&o

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( )Sinf ) Nado
Grau de parentesco:

Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sirt ) Ndo

Grau de parentesco:
OUTRAS

DOENCAS?:

Alérgico a algum

medicamento?
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Alérgico a algum
alimento?

Teve
DEPRESSAO?

Utilizou ou utiliza alguma medicacgéo por longo terg ) Sim () Nao
Nome do medicamento (dosagem e freqiiéncia) e teoqu® utilizou:
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APENDICE E — Termo de consentimento livre esclaredb

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e &ea/CCB
Ambulatério de Dermatologia/Psoriase — HospitaleNéRamos
Estudo Genético e Epidemioldgico em Pacientes caonidse no Estado de
Santa Catarina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PACIENTES COM PSORIASE

Projeto de Pesquisa: “Estudo genético e epidenmmdm pacientes com
psoriase no estado de Santa Catarina”.

InformagOes: Pesquisadores da Universidade Feder&anta Catarina estdo
desenvolvendo um projeto de pesquisa para avalidedéatores genéticos,
doencas e habitos alimentares e pessoais que pestamassociados com a
psoriase. Para isto pedimos sua permissdo partaroois uma amostra de
sangue sua (cerca de 10 ml) e colaboragédo parandsspum questionario que
dura aproximadamente quinze minutos. Com essa ENO&Ls iremos extrair
uma quantia pequena de DNA (molécula que contérngeogs, que sdo as
informacBes de suas caracteristicas biolégicasDNA sera analisado no
laboratério para tentarmos descobrir se ha relagii® alguns de seus genes,
propostos no atual projeto (genes relacionados lalasé de defesa do
organismo) e esta doencga. A amostra coletada oeat#io podera ser utilizada
em possiveis futuros projetos que envolvam teste€tgos, aprovados pelo
sistema CEP/CONEP, desde que receba novamentaisuaacao, apds um
novo contato. Deixamos claro que sua participacaosotuntaria, nao
influenciando no seu atendimento e tratamento. Auipeq agradece
antecipadamente sua colaboracéo e se coloca aspasigdo para responder
qualquer pergunta que vocé queira fazer, e eselameisquer duvidas que
porventura aparecam. Para isso vocé pode telefiararo nimero (48) 3721-
9804 e conversar com a Prof2 Dra. lliada Rainh&aléza ou com qualquer
outro participante do estudo.

Riscos: A coleta de sangue é um procedimento ngoeral o tratamento da sua
doenga. O aparecimento de mancha roxa ou dor abdacespetada da agulha
podem ocorrer sem representar maiores preocupagdesinformacdes
coletadas e os resultados das andlises genétiéasrsantidos em sigilo e seréo
utilizados somente pela equipe da pesquisa.

Custos: Como ja dissemos a sua participagdo nesspipa € voluntaria, ndo
havendo, portanto, nem custos nem pagamento [gara is

Beneficios: Vocé néo tera nenhum beneficio diretparticipar desta pesquisa,
mas o0s resultados deste estudo poderdo no futuspongionar novas
alternativas para tratamento dessa doenca, bem pameo identificacdo de
pessoas que tem risco de desenvolvé-la.
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Desisténcia: Caso vocé desista de participar desselo, mesmo ja tendo
assinado esse termo, vocé s precisa entrar enatcombm a equipe
realizadora, através do telefone (48) 3721 980#afamar a sua desisténcia.
Nenhum tipo de penalidade Ihe sera aplicada.

DECLARAGCAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , Glaresido (a) sobre a
pesquisa “Estudo genético e epidemiolégico em péEsecom psoriase no
estado de Santa Catarina”, e concordo que meussdsgjam utilizados na
realizagdo da mesma e autorizo a guarda de meuiahdielogico para o caso
de futuras pesquisas, sendo eu contatado (a)qraeecer nova autorizacdo caso
forem realizadas novas pesquisas ndo mencionadtsprejeto.

Florianopolis,
Assinatura:
RG:
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APENDICE F — Termo de consentimento livre esclaredd
individuos-controles

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e &ra/CCB
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INDIVIDUOS-CONTROLES

Projetos de Pesquisa: “Cancer de mama: avaliacgamdenetros informativos
para diagndstico e prognostico na populagdo dadestie Santa Catarina”,
“Genética da autoimunidade: polimorfismos em LURtgemMatoso Sistémico e
Artrite Reumatéide em pacientes de Santa CatamndEstudo Genético e
Epidemiol6gico em Pacientes com Psoriase no Esta&anta Catarina”
Informagdes: Pesquisadores da Universidade Feder&anta Catarina estdo
desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliaghidatbres genéticos,
doengas e habitos alimentares e pessoais que pedtn associados ao
aparecimento do cancer de mama e doencas autoinRarasisto pedimos sua
colaboracéo e permisséo para fazer parte do gaugoote e para extrairmos de
parte de seu material biolégico, uma quantia peauEnDNA (molécula que
contém os genes, que sao as informagdes de saasecksticas bioldgicas). O
DNA ser4 analisado no laboratério para tentarmgsal®ir se ha relagéo entre
alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligeatm metabolismo de
hormdnios sexuais, de substancias estranhas aoismga relacionados ao
reparo de DNA e sistema imune) e 0 aparecimentasle®encas. A amostra
coletada nesta ocasido podera ser utilizada enivpas$uturos projetos que
envolvam testes genéticos, aprovados pelo sisteBR/GDNEP, desde que
receba novamente sua autorizagdo, apdés um novatcobteixamos claro que
sua participacdo € voluntaria. A equipe agradectecgradamente sua
colaboragao e se coloca a sua disposi¢do parandgespqualquer pergunta que
vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer duvidapagrventura aparecam. Para
isso vocé pode telefonar para o ndmero (48) 372%-38 conversar com a
Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou seus oridotan

Procedimentos: Caso vocé concorde em participacé VoA preencher um
guestionario para sabermos seus dados pessoai® (nome, endereco e
telefone) e ir4 assinar um termo de consentimewte ¢ esclarecido para que
possamos utilizar seus dados pessoais e mateoldigltio nestas pesquisas.
Também precisaremos tirar um pouco de sangue nernga. O DNA extraido
das amostras coletadas sera guardado no Laboratilsioesponsabilidade da
coordenadora do projeto.

Entraremos em contato pelo telefone fornecido osnbméve possivel para
realizarmos um novo questionario de duragdo madma20 minutos. Este
questionario ird conter dados como seus habitaneatares e pessoais,
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histérico reprodutivo e historico clinico, esseiggara o desenvolvimento das
pesquisas.

Riscos: A coleta de sangue é um procedimento nopaal a realizacdo de
varios exames. O aparecimento de mancha roxa onadlorcal da espetada da
agulha podem ocorrer sem representar maiores raoes. As informacgdes
coletadas, bem como os resultados das analisesiogsngéerdo mantidas em
sigilo e serdo utilizadas somente pela equipe gquisa.

Custos: Vocé néo precisara pagar nada para fazerdeste estudo.

Beneficios: Vocé néo terd nenhum beneficio diretparticipar desta pesquisa,
mas o0s resultados deste estudo poderdo no futuspongionar novas
alternativas para prevencdo do cancer de mamargaoautoimunes, e para
identificacdo de pessoas que tem risco de desesrvessas doencas, podendo
beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador responsavel

Florianoépolis, /[

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,  fui
esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de nmrabacdo de parametros
informativos para diagnéstico e prognéstico na fadio do estado de Santa
Catarina”, “Genética da autoimunidade: polimorfismam lGpus eritematoso
sistémico e artrite reumatdide em pacientes deaS@atarina” e “Estudo
Genético e Epidemiolégico em Pacientes com Psorias&stado de Santa
Catarina” e concordo que meus dados sejam utdizath realizacdo das
mesmas.

Florianopolis,

Assinatura:
RG:




APENDICE G — Modelo Entidade Relacional do BDB

? user_id INT(11)

+idINT(11)  dado_id INT(11)
 diseasepopcod CHAR(3) < dadname VARCHAR(255)
% questcode CHAR(4) © dadplacecounty VARCHAR(255)
 oldcode CHAR(10) © dadplacestate CHAR(2)
< intenviewdate DATE  dadplacecity VARCHAR(255)
 namex VARCHAR(255) < dadjob VARCHAR(255)
 zipcode VARCHAR(9) < dadotherjob VARCHAR(255)
 address TEXT < dadretired VARCHAR(255)
CHAR(2)
 city VARCHAR(255)  dadgrandmacountry VARCHAR(255)
 state CHAR(2) © dadgrandmastate CHAR(2)
 country
< phone CHAR(14) © dadobs TEXT
© businessphone CHAR(14) < momname VARCHAR(255)
 celiphone CHAR(14) » momplacecountry VARCHAR(255)
 email R(2)
 timefrom TIME.  momplacecity VARCHAR(255)
 timeto TIME > momjob VARCHAR(255)
4 bithdate DATE  momotherjob VARCHAR(255)
 weight FLOATIS,1) © momgrandpacity VARCHAR(255)
 height FLOAT(3.2)  momgrandmacountry VARCHAR(255)
< bloodtype CHAR(2)  momgrandmastate VARCHAR(255)
 thiactor CHAR(1) < momgrandmacity VARCHAR(255)
 genre CHAR(1)  momobs TEXT
 Job VARCHAR(255)  brothers CHAR(1)
Lad % al
 retired CHAR(1)  femalebiosisters CHAR(10)
& skincolor 10)
 skincolomesearch VARCHAR(255)  stepsistors CHAR(10)
 cilstatus VARCHAR(255)  familycancer CHAR(1)
 education VARCHAR(255) < obscancer TEXT
 educationcompinc VARCHAR(255)  aid CHAR(1)
 obsini TEXT < obsad TEXT
 interview_id INT(11)  otherdisease CHAR(1)
TEXT
 datemodity DATETIME S user i INT(11)
 user_id VARCHAR(255)

& dado_id INT(11)
 historictype VARCHAR(255)

 kinship VARCHAR(255)
 disease VARCHAR(255)
< user_id INT(11)

 dado_id INT(11) dado_id INT(11)
 14bp INS/DEL TEXT  sampledate DATE

3003 TIC TEXT  wholeblood CHAR(1)
3010 GG TEXT  wbireezer VARCHAR(80)
3027 AC TEXT leukocytes CHAR(1)
3035 CTTEXT ©leukofreezer VARCHAR(80)
3142 GC TEXT  plasm CHAR(1)

3187 NG TEXT  plasmireezer VARCHAR(80)
3196 G/C TEXT  enythrocytes CHAR(1)
 AT3 INS/DEL TEXT < enyfreezer VARCHAR(80)
 APOINS/DEL TEXT  seum CHAR(1)

 PV92 INSDEL TEXT © seumfreezer VARCHAR(80)
) Sb19.3 INSIDEL TEXT  tissue CHAR(1)

© obsstorage TEXT
 dnafirstext CHAR(1)
 firstextmethod VARCHAR(55)
 fistexidate DATE
 dnasecondext CHAR(1)
 secondextmethod VARCHAR(SS)
 secondextdate DATE
 dnathirdext CHAR(1)
 thirdextmethod VARCHAR(SS)
 thirdextdate DATE
 obsextraction TEXT
 storagecon CHAR(1)
 storagecontreezer VARCHAR(SS)
 usecon CHAR(1)
 usecontroezer VARCHAR(SS)

© dikiioncon CHAR(1)
 dikioncontreezer VARCHAR(5S)
 obsaliquots TEXT

user idINT(11)
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APENDICE H — Pagina do formulario de Dados Pessoaislo
LAPOGEdb

Laboratério de Polimorfismos Genéticos
UFSC CCB BEG LAPOGE

]~ [ e | e [ ]
i v

ETNICIDADE (pelo 1BGE)

UmparTudo [ Saivar/Préxima Etapa



109

APENDICE | — P4gina do formulario de Dados Familias do
LAPOGEdb

Salvar  Préxima Etapa
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APENDICE J — P4gina do formulario de Dados Genétic® do
LAPOGEdb

Laboratério de Polimorfismos Genéticos
UFSC UFSC CCB BEG LAPOGE

i N é

IDENTIFICAGAO INICIAL

NOVO CODIGO
COD. ANTIGO (questiondrio)

T

HLA-G 3'UTR +3003 (T/C)

!

HLA-G JUTR +3010 (C/G)

E

HLA-G 3UTR +3027 (AIC)

‘l

HLA-G J'UTR +3035 (CT)

HLA-G JUTR +3142 (GIC)

E

HLA-G JUTR +3187 (A/G)

‘

HLA-G JUTR +3196 (G/C)

E

AT3 (INS/DEL)

‘

APO (INS/DEL)

|

PV82 (INS/DEL)

$b19.3 (INS/DEL)

E

|

Salvar / Préxima Etapa
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APENDICE L - Péagina do formulario de Informacbes do
LAPOGEdb

Laboratério de Polimorfismos Genéticos

UFsSC UFSC CCB BEG LAPOGE
— ol
A
IDENTIFICAGAO E DATA DE COLETA

NOVO C6DIGO

COD. ANTIGO (questionrio)

DATA DE COLETA DA AMOSTRA

® Sangue Total

® Loucdcltos

HHH

®Plasma

® Homéclas

:
i

E|E
HIH
HH
Le Jille

EXTRAGAO DE DNA|
@ Método da Primeira Extragiio Nao se aplica v, ]

Wétodo da Sogunda Exrto. | [T TR ]
Witodo da Torcora Extragt |[CT TR ]

Observagao

® Concentragio Estoque

H
H
H
L

® Concentragao do Uso

z
&
8
i

H
£

®Diluigio

i

Limpar Tudo Confirmar Dados
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APENDICE M — Frequéncias dos AlMs (AT3, Sb19.3, APQPV92)
em dois estudos brasileiros do tipo caso-controle

Zembrzuski et al, 2006*| Casos (DAC)** Controles
AT3 0,306 0,235
Sb19.3 0,854 0,819
APO 0,942 0,951

*O marcador PV92 néo foi estudado em Zembrzus&i.e2006.
*DAC = Doenca Arterial Coronariana.

Brum et al, 2013| Casos (NO)* | Casos (EM)**| Controles
AT3 0,483 0,310 0,421
Sbh19.3 0,698 0,794 0,804
APO 0,888 0,883 0,874
PV92 0,310 0,258 0,336

*NO= Neuromielite Optica
*EM = Esclerose Multipla
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