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APRESENTAÇÃO

O E-book “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é 
composto por 32 capítulos. Nesse volume, são abordados distintos tópicos nas 
áreas de biotecnologia, citologia, genética, saúde humana, educação, importância 
de condições ambientais que as espécies estão inseridas, bem como, potenciais 
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenário atual de 
mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é extremamente importante 
o uso adequado de técnicas em cada área. Interações entre espécies são difíceis 
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relação simbiótica 
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relação. Estudos que 
abordam essa temática são muito relevantes para compreensão da relação de 
dependência ou não que os organismos estabelecem para se manterem em um 
determinado ambiente.

O E-book também traz capítulos que abordam estratégicas didáticas para 
alunos da educação básica e da graduação. O ensino de ciências precisa ser cada 
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de 
aula, o uso de modelos confeccionados ou a própria produção de material manual 
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saúde humana se encontra em pauta trazendo o uso de células 
tronco para recuperação do tecido lesionado por queimadura, esse é um avanço 
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saúde 
humana é a manipulação de produtos altamente comercializáveis, como açaí na 
região amazônica, o qual sugere a pasteurização como tratamento térmico pelas 
indústrias produtoras.

As aplicações de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia, 
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia 
são extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas.  
Adicionalmente, análises citogenéticas, histoquímicas e toxicológicas fornecem 
informações que são relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capítulos desse livro com muita atenção, 
e desejamos que cada conteúdo abordado aqui seja útil na vida acadêmica. A 
linguagem acessível e no idioma português facilita o acesso tanto para grupos de 
pesquisas como para jovens pesquisadores da área científica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvão
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RESUMO: O uso de anti-inflamatórios não 
esteroidais (AINEs) está associado a reações 
adversas sérias aos fármacos e fatores 
genéticos estão entre os aspectos que podem 
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influenciar a resposta individual. O CYP2C9 é um gene altamente polimórfico, membro 
da superfamília do citocromo P450 e responsável, entre outros genes, pela codificação 
de enzimas que metabolizam a maioria dos AINEs. A literatura aponta que variantes 
desse gene implicam na diminuição da metabolização dos AINEs, aumentando 
a possibilidade de efeitos adversos. Assim, é extremamente importante entender 
as variações genéticas para permitir a personalização da terapia medicamentosa, 
garantindo eficácia satisfatória e efeitos colaterais mínimos. Esta é uma realidade 
em várias áreas da medicina e odontologia. O objetivo deste estudo foi genotipar 
o CYP2C9 e suas variantes alélicas mais relevantes clinicamente (CYP2C9*2 e 
CYP2C9*3). Para isso, o DNA Extract All Reagents Kit (número de catálogo 4402616, 
Applied Biosystems®) foi utilizado em amostras de saliva congelada de 50 voluntários 
e a genotipagem do CYP2C9 foi realizada pela detecção de single nucleotide 
polymorphism (SNP) pela técnica de PCR em tempo real com ensaios pré-fabricados 
e validados pela Thermo Fisher® (catálogo C_2562505_10 e C_27104892_10). Os 
resultados obtidos foram 32 homozigotos ancestrais (CYP2C9 *1/*1), correspondendo 
a 64% da amostra, e 18 voluntários mutados para o CYP2C9, 36% da amostra. As 
variantes encontradas para o CYP2C9 foram: CYP2C9 *1/*2 (11 voluntários), CYP2C9 
*2/*2 (2 voluntários), CYP2C9 *1/*3 (4 voluntários) e CYP2C9 *2/*3 (1 voluntário). 
Os percentuais encontrados parecem concordar com dados prévios da literatura. A 
população brasileira é altamente heterogênea e mista, cada região do país constituindo 
um histórico populacional distinto e modelos farmacogenéticos pré-estabelecidos não 
representam adequadamente a população brasileira. Portanto, a investigação dessas 
variantes genéticas orienta quanto ao fármaco e dosagem mais adequados para cada 
paciente, reduzindo o risco de efeitos adversos.
PALAVRAS-CHAVE: AINE. CYP2C9. Genotipagem.

CYP2C9 GENOTYPING FOR PHARMACOGENETIC TRIALS FROM SALIVA 
SAMPLES: A PILOT STUDY

ABSTRACT: Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) use is associated with 
serious adverse drug reactions and genetic factors are among the aspects that can 
influence the individual response. CYP2C9 is a gene, member of P450 cytochrome 
superfamily, that are responsible, among other genes, for the codification of enzymes 
that metabolizes most of NSAIDs and is highly polymorphic. Literature points that 
variants in this gene imply in decrease of NSAIDs metabolization, increasing the 
possibility of adverse effects. Thus, it is extremely important understand the genetic 
variations to allow the personalization of drug therapy, guaranteeing satisfactory 
effectiveness and minimal side effects. This is a reality in several areas in medicine and 
dentistry. The aim of this study was genotyping CYP2C9 and its most clinically relevant 
allelic variants (CYP2C9*2 and CYP2C9*3). For this, the DNA Extract All Reagents Kit 
(catalog number 4402616, Applied Biosystems®) was used in frozen saliva samples 
from 50 volunteers and genotyping of CYP2C9 was performed by the detection of 
single nucleotide polymorphism (SNP) by real-time PCR technique with pre-fabricated 
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and validated tests by Thermo Fisher® (catalog C_2562505_10 and C_27104892_10). 
The results obtained were 32 ancestral homozygous (CYP2C9*1/*1), corresponding 
to 64% of the sample, and 18 volunteers mutated for CYP2C9, 36% of the sample. 
The variants found for CYP2C9 were: CYP2C9*1/*2 (11 volunteers), CYP2C9*2/*2 
(2 volunteers), CYP2C9*1/*3 (4 volunteers) and CYP2C9*2/*3 (1 volunteer). The 
percentages found seem to agree with previous literature data. The Brazilian population 
is highly heterogeneous and mixed, each region of the country constituting a distinct 
population history and pre-established pharmacogenetic models do not adequately 
represent the Brazilian population. Therefore, the investigation of these genetic variants 
guides to the most appropriate drug and dosage for each patient, reducing the risk of 
adverse effects.
KEYWORDS: NSAID. CYP2C9. Genotyping.

1 |  INTRODUÇÃO

A individualização das prescrições de medicamentos ganhou interesse no 
campo da pesquisa farmacológica devido a necessidade de minimizar os efeitos 
adversos e tornou-se realidade em vários países. De acordo com um estudo de 
2001 realizado nos Estados Unidos, os anti-inflamatórios não esteróidais (AINEs) 
representavam 70 milhões de prescrições e 30 bilhões de AINEs sem receita 
eram vendidos anualmente (GREEN, 2001; ROLLASON et al., 2014). Além disso, 
de acordo com dados e estatísticas da Organização Mundial da Saúde (OMS) de 
vários países, alguns AINEs estão entre os medicamentos mais utilizados no mundo 
(SOLEIMANPOUR et al., 2016).

O uso de AINEs está associado a reações adversas graves, principalmente 
nos sistemas gastrointestinal, renal e cardiovascular, incluindo dor de estômago, 
sangramento gastrointestinal, úlceras, hipercalemia, insuficiência renal aguda, 
hipernatremia, taxa de filtração glomerular prejudicada e edema (GREEN, 2001; 
WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012; ROLLASON et al., 2014; SOLEIMANPOUR 
et al., 2016). Embora vários fatores possam influenciar as respostas individuais aos 
medicamentos, como idade, sexo, peso, histórico médico, estilo de vida e interações 
medicamentosas, fatores genéticos também podem alterar a farmacocinética (PK) e 
a farmacodinâmica (PD) dos fármacos, modificando os perfis de toxicidade e eficácia 
(ROLLASON et al., 2008, 2014; WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012).

Devido ao amplo uso de AINEs e aos efeitos adversos associados, é fundamental 
entender as variações genéticas individuais e promover a dosagem individualizada 
(WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012; ROLLASON et al., 2014). No entanto, a 
personalização da terapia medicamentosa provavelmente não será universalmente 
adotada devido aos custos dos testes farmacogenéticos (WYATT; PETTIT; 
HARIRFOROOSH, 2012). Portanto, metodologias que minimizam o custo, o tempo 
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e a dificuldade dos testes farmacogenéticos antes da prescrição de medicamentos 
têm sido amplamente estudados.

Os efeitos dos polimorfismos genéticos são descritos para a maioria dos 
parâmetros farmacológicos de PK e PD (WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 
2012; ROLLASON et al., 2014). CYP2C9, parte do citocromo P450, metaboliza 
aproximadamente 15% dos medicamentos disponíveis comercialmente, incluindo 
a maioria dos AINEs, e é altamente polimórfico, com 56 variantes alélicas e 
várias subunidades caracterizadas (PERINI et al., 2005; ZHOU; ZHOU; HUANG, 
2010; WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012; ROLLASON et al., 2014). Neste 
estudo, avaliamos o CYP2C9*2 (430C → T, rs1799853) e o CYP2C9*3 (1075A → 
C, rs1057910), presentes em diferentes grupos étnicos com frequências variadas. 
A população brasileira é altamente heterogênea, portanto, não é apropriado usar 
dados farmacogenéticos gerados a partir de grupos étnicos homogêneos, visto que 
cada região do país tem um histórico populacional diferente (SUAREZ-KURTZ et al., 
2012).

Neste estudo, genotipamos voluntários para os polimorfos clinicamente 
relevantes do CYP2C9, CYP2C9*2 e CYP2C9*3, usando um método rápido e 
eficiente, visando criar um banco de dados para futuros estudos farmacocinéticos 
e farmacodinâmicos. A saliva foi escolhida como fonte de DNA por várias razões, 
incluindo facilidade de coleta, baixo custo, natureza não invasiva e indolor, baixo 
risco de infecção (MURUGANANDHAN; SIVAKUMAR, 2011; NEMODA et al., 2011; 
ABRAHAM et al., 2012; CALVO et al., 2016; GARBIERI et al., 2017). A saliva contém 
vários tipos de células, incluindo células epiteliais descamadas e leucócitos, dos 
quais o DNA genômico pode ser extraído para genotipagem (MURUGANANDHAN; 
SIVAKUMAR, 2011; GARBIERI et al., 2017).

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

Os procedimentos laboratoriais desta pesquisa foram integralmente realizados 
no laboratório das disciplinas de Farmacologia e Genética do Departamento de 
Ciências Biológicas da Faculdade de Odontologia de Bauru - Universidade de São 
Paulo.

2.1 Seleção dos participantes da pesquisa

Foram selecionados 50 voluntários, entre 18 e 60 anos, em tratamento no 
Laboratório de Farmacologia e Fisiologia Clínica da Faculdade de Odontologia de 
Bauru da Universidade de São Paulo (LAFFIC - FOB/USP). Todos os participantes 
da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da FOB - USP 
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(CAAE: 88326918.3.0000.5417).
Os critérios usados para selecionar os participantes foram bom estado de saúde 

geral, ausência de infecção ou inflamação e inexistência de doenças sistêmicas. 
Tais parâmetros foram determinados através da aplicação de um questionário oral 
prévio. Os critérios para exclusão foram gravidez ou lactação, existência de doenças 
sistêmicas, inflamação ou infecção em curso, histórico de sangramento gastrointestinal 
ou ulceração, presença de doenças cardiovasculares, renais ou hepáticas, além do 
uso de medicamentos antidepressivos, diuréticos ou anticoagulantes e histórico de 
alergia a AINEs.

2.2 Coleta de saliva

Após a explicação do projeto, aplicação do questionário oral e assinatura do 
TCLE, os participantes receberam um tubo falcon de 50 mL, dos quais 4 mL deveriam 
ser preenchidos com saliva. Para obtenção da maior quantidade possível de células 
imersas na saliva, foi orientado ao participante que esfregasse a língua contra a 
mucosa bucal por alguns segundos antes de realizar a coleta.

A amostra foi armazenada em gelo e, posteriormente, os 4 mL de saliva 
foram pipetados e distribuídos igualmente em tubos de microcentrífuga estéreis, 
com capacidade de 2 mL cada. Em seguida, as amostras foram imediatamente 
armazenadas em freezer a - 20ºC, onde foram mantidas até o momento de extração 
do DNA.

2.3 Extração de DNA genômico das amostras de saliva

Os tubos de microcentrífuga contendo as amostras de saliva foram 
descongelados em geladeira a 4ºC e, em seguida, homogeneizados em agitador 
(Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil). Posteriormente, as 
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 18ºC, durante 5 minutos (High-speed 
Micro Centrifuge CF16RN, Himac, Hitachi Koki Co., Ltda, Japão) e o sobrenadante 
foi retirado, deixando apenas o pellet.

Para a extração de DNA genômico a partir da saliva foi utilizado o DNA Extract 
All Reagents Kit (número de catálogo 4402616, Applied Biosystems®, Estados 
Unidos da América), conforme orientações do fabricante. O processo consiste nas 
seguintes etapas: 

I. Eluição do pellet em 200 µL de PBS 1X (Phosphate Buffered Saline) e 
realização de vórtex em agitador;

II. Logo após, 3 µL das amostras devem ser pipetados para placas de 96 
poços;

III. Posteriormente, em cada um dos poços foi adicionado 20 µL da solução 



Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3 Capítulo 31 358

de lise celular do kit, que promove a lise das membranas celular e nuclear, 
expondo o material genético, e as placas foram levadas para a centrífuga 
a 2.000 rpm, a 18ºC, durante 1 minuto;

IV. A placa, então, deve permanecer durante 3 minutos em temperatura 
ambiente e, em seguida, devem ser adicionados a cada poço 20 µL da 
solução de estabilização de DNA do kit e as placas devem ser novamente 
centrifugadas a 2.000 rpm, a 18ºC, durante 1 minuto.

 
2.4 Genotipagem do CYP2C9

Para a discriminação dos diferentes genótipos do CYP2C9 foi utilizado o sistema 
Taqman® no aparelho de PCR (reação em cadeia da polimerase) em tempo real Viia 
7 (Applied Biosystems®, Estados Unidos), assim como os ensaios produzidos e 
validados pela empresa Applied Biosystems®.

Os ensaios consistem na presença de quatro oligonucleotídeos, o primer 
Forward (que vai da posição 5’ para a posição 3’ do DNA), o primer Reverse (que vai 
da posição 3’ para a posição 5’ do DNA) e as Sondas (que também vão da posição 
5’ para a posição 3’ do DNA).

Os primers Foward e Reverse flanqueiam a região do DNA que possui o 
polimorfismo e será amplificada pela técnica de PCR. As sondas, por sua vez, se 
anelam exatamente na região em que o polimorfismo pode existir, com uma delas 
marcada com o fluoróforo FAM e a outra marcada com o fluoróforo VIC. A única 
diferença entre as sondas é que uma possui a sequência de bases nitrogenadas 
considerada ancestral enquanto a outra possui praticamente a mesma sequência de 
bases, exceto por uma que caracteriza o polimorfismo. Qual das sondas corresponde 
a ancestral ou mutado é definido nas configurações do Viia 7 antes da realização das 
ciclagens.

Assim, após o término do experimento, poderemos obter as seguintes situações:
I. Apenas amplificação de fragmentos de DNA marcados com a sonda 

referente ao ancestral, indicando que o indivíduo é homozigoto ancestral 
para o gene em estudo, ou seja, não mutado.

II.  Amplificação somente de fragmentos de DNA marcados com a sonda 
referente ao polimorfismo, o que caracteriza indivíduo homozigoto mutado.

III. Amplificação de fragmentos de DNA de ambas as sondas, assinalando um 
sujeito heterozigoto, ou seja, que apresenta o polimorfismo em apenas um 
dos alelos.

Dessa forma, o procedimento acima descrito consistiu na preparação de placas 
de 384 poços (número de catálogo 4343370, Applied Biosystems®, Estados Unidos) 
com os seguintes reagentes:

I. TaqMan® GTXpress™ Master Mix (número de catálogo 4401892, Applied 
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Biosystems®, Estados Unidos), que possui parte das substâncias 
necessárias para a reação, dentre elas a enzima Taq polimerase, o cloreto 
de magnésio e as bases nitrogenadas.

II. Single Nucleotide Polymorphism (SNP), que contém os primers e 
sondas necessários para cada polimorfi smo testado, nesta pesquisa 
correspondendo ao CYP2C9*2-rs1799853 (430C→T) e CYP2C9*3-
rs1057910 (1075A→C), números de catálogo C_25625805_10 e 
C_27104892_10, respectivamente.

III. Água ultrapura e a amostra contendo o DNA.

 Esquematicamente, na Tabela 1 é possível observar a composição e 
quantidades da mistura de reagentes necessários para as reações de 
discriminação alélica.

Tabela 1 – Composição de uma reação de discriminação alélica 

Após a confecção dos ensaios, neste experimento realizados em duplicata, as 
duas placas de 384 poços, cada uma contendo os SNP de um dos polimorfi smos, 
foram colocadas no aparelho Viia 7. As seguintes condições de ciclagem foram 
utilizadas para a realização da PCR: temperatura inicial de 95 ºC por 20 segundos 
para a ativação da Taq polimerase, em seguida 50 ciclos de 95 ºC por 3 segundos e 
60 ºC por 20 segundos.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos estão descritos de forma detalhada na Tabela 2. Não 
foram encontrados indivíduos homozigotos mutados para o CYP2C9*3 e também 
não foram encontrados indivíduos que possuíssem ambas as mutações (CYP2C9*2 
e CYP2C9*3) em homozigose.
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Tabela 2 – Polimorfi smos do CYP2C9 nos participantes da pesquisa (n = 50) 

Dentre os participantes da pesquisa, 64% não possuíam os polimorfi smos 
investigados no gene CYP2C9 (*2 e *3), sendo, portanto, homozigotos ancestrais 
(CYP2C9 *1/*1). Nos demais 36%, havia a presença de um ou ambos os polimorfi smos 
estudados; 26% dos voluntários apresentaram os polimorfi smos investigados para 
o CYP2C9*2; 8% dos voluntários possuíam polimorfi smo para o CYP2C9*3; e, 2% 
dos voluntários apresentavam ambos os polimorfi smos em heterozigoze (CYP2C9 
*2/*3). 

Esta pesquisa foi um estudo primário para rastrear possíveis voluntários para 
ensaios clínicos de farmacocinética e farmacodinâmica. No entanto, é importante 
destacar que a pesquisa não constitui um estudo populacional e não é adequada 
para separar os voluntários em grupos étnicos.

Levando em consideração estudos anteriormente realizados em relação ao 
CYP2C9 com a população brasileira, nossos dados parecem concordar com os 
dados presentes na literatura. Embora o presente estudo não tenha a intenção de 
estabelecer uma alíquota de indivíduos mutados, mesmo que para uma população 
restrita, é visível, a partir dos dados levantados, a grande variabilidade entre as 
porcentagens alélicas presentes na população brasileira. Com uma população superior 
a 200 milhões, o Brasil possui uma população substancialmente heterogênea, cada 
região mostrando um histórico populacional diferente, o que difi culta a extrapolação 
de dados de grupos étnicos bem defi nidos para a população em geral (SUAREZ-
KURTZ et al., 2012; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2018).

Vianna-Jorge e colaboradores, em 2004, chegaram às seguintes porcentagens 
em relação ao total de sua amostra de 331 indivíduos saudáveis e não relacionados: 
8,6% variantes alélicas detectadas para o CYP2C9*2 e 6,5% variantes alélicas 
encontradas para o CYP2C9*3 (VIANNA-JORGE et al., 2004). 

Por outro lado, em 2012, a Rede Nacional de Farmacogenética/Farmacogenômica 
(REFARGEN), rede colaborativa de pesquisadores de todo o Brasil, concluiu um 
estudo coorte com 1034 voluntários saudáveis, não relacionados, advindos de 4 
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das 5 regiões brasileiras (Norte, Nordeste, Sudeste e Sul) (SUAREZ-KURTZ, 
2004; SUAREZ-KURTZ et al., 2012). O estudo demonstrava, em relação a amostra 
completa, 10,8% variantes alélicas para o CYP2C9*2 e 5,2% variantes alélicas para 
o CYP2C9*3, com grande variação entre as regiões brasileiras: para o CYP2C9*2, 
as porcentagens variavam de 8,4% a 13,5% entre as regiões; e, para o CYP2C9*3, 
as porcentagens variavam de 2,5% a 6,4% (REFARGEN, 2012; SUAREZ-KURTZ et 
al., 2012; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2018) (SUAREZ-KURTZ et al., 
2012; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2018).

Já em 2018, Naranjo e colaboradores realizaram um estudo para o CYP2D6, 
CYP2C9 e CYP2C19 com 6060 indivíduos advindos de vários países da América do 
Norte, América Central e América do Sul, além de Portugal e Espanha, separando 
tais voluntários em grupos étnicos. Para o CYP2C9, 5537 indivíduos foram estudados 
e as porcentagens encontradas foram as seguintes: 7,96% variantes alélicas para 
o CYP2C9*2 e 3,8% variantes alélicas para o CYP2C9*3 (NARANJO et al., 2018).

O estudo de Suarez-Kurtz e colaboradores em 2012 indicou, a partir de 
uma série de levantamentos, que a distribuição dos polimorfismos na população 
brasileira era influenciada por diversos fatores, dentre eles a “cor”, parâmetro 
autodeclaro utilizado pelo Censo no Brasil, região geográfica e, inclusive, a interação 
dos dois fatores anteriores, de forma que não se poderia prever a frequência dos 
polimorfismos presentes em toda a população a partir de dados isolados para 
um grupo em determinada região (SUAREZ-KURTZ et al., 2012). Além disso, o 
parâmetro “cor” unicamente não poderia ser usado como um preditor adequado, 
visto que a distribuição dos polimorfismos está mais alinha a proporção individual 
entre as ancestralidades, independente da “cor” (SUAREZ-KURTZ et al., 2012).

Além dos dados farmacogenéticos, é importante destacar que o uso de amostras 
de saliva neste estudo foi fundamental para garantir a aderência ao protocolo da 
pesquisa, visto que o procedimento foi rápido e indolor comparado a métodos como 
a coleta de sangue (CALVO et al., 2016). Quanto ao kit escolhido para a extração de 
DNA genômico das células imersas na saliva, o DNA Extract All Reagents permitiu 
uma genotipagem eficaz e exigiu menos etapas do que outros métodos, permitindo a 
conclusão da primeira fase do experimento em um dia a um custo menor (GARBIERI 
et al., 2017). 

4 |  CONCLUSÃO

A população brasileira é extremamente heterogênea e miscigenada, com muitas 
peculiaridades regionais, de modo que a definição de um perfil da distribuição dos 
polimorfismos é ainda problemática. Frente aos estudos populacionais já realizados, os 
dados encontrados no presente trabalho parecem concordar com os dados presentes 
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na literatura, ilustrando a heterogeneidade da população brasileira e reiterando a 
importância da existência de pesquisas populacionais, principalmente para estudos 
farmacogenéticos, vista a possibilidade de eventos adversos importantes com o 
uso de fármacos comumente utilizados, como os AINES. Além disso, metodologias 
que reduzem custos, facilitam e agilizam a genotipagem, podem ajudar a tornar a 
individualização da prescrição mais acessível aos profissionais de saúde.
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