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RESUMO

O alcoolismo representa uma das causas mais prevalentes de morbidade e
mortalidade e o consumo nocivo do alcool acarreta cerca de 3,3 milhdes de mortes a
cada ano, representando de todas as mortes no mundo, 5,9%. Polimorfismos
genéticos na via serotoninérgica, tais como os polimorfismos A-1438G e T102C do
gene do receptor da serotonina da famiia 2 subtipo A (5HT2A) foram
correlacionados com o inicio e a manutengdo do habito alcoolista. O presente estudo
teve como objetivo estimar a prevaléncia e investigar possiveis associacfes entre
estes polimorfismos e o0 uso abusivo do alcool em uma populacdo masculina do
Nordeste Brasileiro. Para compor o estudo foram selecionados 113 individuos
alcoolistas e 114 controles, todos do sexo masculino e idade superior ou igual a 18
anos, no periodo de 2011 a 2013, e em seguida analisados pela técnica de PCR-
RFLP. A distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas e a associacdo dos
polimorfismos ao comportamento alcoolista foram avaliadas usando o teste do Qui-
quadrado (x?), teste Exato de Fisher e Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca
de 95%, bem como foi analisado o Equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os
grupos caso e controle. A analise dos dados foi desenvolvida utilizando o programa
estatistico BioStat 5.0 com significAncia estatistica estabelecida em p<0,05. A
analise do desequilibrio de ligacdo foi desempenhada no Haploview 4.2. Para as
caracteristicas demogréaficas da populacdo, houve a observacdo de diferencas
significativas entre os grupos estudados para as variaveis: escolaridade, média de
consumo de doses por dia, histérico familiar e habito tabagista (p<0,05). Os
resultados da distribuicdo alélica entre os grupos para os polimorfismos A-1438G e
T102C revelaram uma frequéncia do alelo G de 63,7% em casos e 64,92% no grupo
controle, enquanto que para o alelo C a frequéncia no grupo alcoolista foi de 62,3%
e no grupo controle 66%. A distribuicdo dos gendtipos para os ambos os SNPs
demonstrou frequéncia do genotipo GG nos alcoolistas de 41,6% e nos controles de
39,47%, no entanto, o gendtipo CC mostrou uma frequéncia em casos e controles
de 40,72% e 41,23%, respectivamente. As frequéncias dos alelos e dos genétipos
de ambos os polimorfismos estudados nao diferiram significativamente entre
alcoolistas e controles, sugerindo auséncia de associacdo com a dependéncia
alcodlica na populagdo analisada. A andlise do desequilibrio de ligagdo dos SNPs A-
1438G e T102C no gene 5HT2A demonstrou que estes estdo em forte desequilibrio
(D= 0,86, r’= 0,73), e que o haplétipo GC considerado de suscetibilidade,
demonstrou frequéncia de 59,5% no grupo alcoolista e 60,1% no grupo controle, ndo
diferindo estatisticamente (p= 0,99). Os dados apontam para a falta de contribuicéo
dos polimorfismos A-1438G e T102C no gene 5HT2A com a dependéncia alcodlica
na populagdo investigada, no entanto, estudos adicionais sdo necessarios para a
confirmacéo dos resultados obtidos e o esclarecimento do papel dos polimorfismos
com a suscetibilidade para o alcoolismo e fatores que sao responsaveis pelo inicio e
manutencéo do habito.

Palavras-Chave: Alcoolismo; via serotoninérgica; polimorfismos; suscetibilidade.



ABSTRACT

Alcoholism is one of the most prevalent causes of morbidity, mortality and harmful
alcohol consumption accounts for about 3.3 million deaths each year, representing
5.9% of all deaths worldwide. Genetic polymorphisms in the serotoninergic pathway,
such as the A-1438G and T102C polymorphisms of the receptor serotonin 2A
(5HT2A) were correlated with the onset and maintenance of alcoholic habit. The
present study is aimed to estimate the prevalence and to investigate possible
associations between these polymorphisms and abusive alcohol use in a male
population in Northeast Brazil. 113 alcoholic individuals and 114 controls were
recruited, all male and 18 years old were selected from 2011 to 2013, and then
analyzed by PCR-RFLP technique. The distribution of genotypic and allelic
frequencies and the association of polymorphisms with alcoholic behavior were
evaluated using the Chi-square test (x?), Fisher's exact test and Odds Ratio (OR)
with 95% confidence interval, as well as it was analyzed the Hardy-Weinberg
equilibrium in both case and control groups. Data analysis was performed using the
statistical software BioStat 5.0 with statistical significance established at p<0.05.
Linkage disequilibrium analysis was performed in Haploview 4.2. For the
demographic characteristics of the population, significant differences were observed
among the studied groups for the variables: schooling, average of drinks per day,
family history and smoking habits (p<0.05). The results of the allelic distribution
between the groups for the A-1438G and T102C polymorphisms revealed a G allele
frequency of 63.7% in cases and 64.92% in the control group, whereas for the C
allele the frequency in the alcoholic group was of 62.3% and in the control group was
66%. The distribution of the genotypes for both SNPs showed frequency of the GG
genotype in alcoholics of 41.6% and controls of 39.47%, however, the CC genotype
showed a frequency in cases and controls of 40.72% and 41.23%, respectively. The
frequencies of the alleles and genotypes of both polymorphisms studied did not differ
significantly between alcoholics and controls, suggesting no association with alcohol
dependence in the studied population. Analysis of the Linkage disequilibrium of the
A-1438G and T102C SNPs in the 5HT2A gene demonstrated that they are in heavy
disequilibrium (D'= 0.86, r2 = 0.73), and that the GC haplotype considered
susceptible, showed frequency of 59.5% in the alcoholic group and 60.1% in the
control group and did not differ statistically (p = 0.99). The data showed to the lack of
contribution of the A-1438G and T102C polymorphisms in the 5SHT2A gene with the
alcohol dependence in our population, however, additional studies are necessary to
confirm the results obtained and clarify the role of the polymorphisms with the
susceptibility to alcoholism and factors that are responsible for the onset and
maintenance of the habit.

Keywords: Alcoholism; serotonergic pathway; polymorphisms; susceptibility.
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1. INTRODUCAO

Sendo de facil acesso, baixo custo e apresentando carater licito, o alcool é
aceito pela sociedade atual de forma diferente quando comparado com outras
drogas (OLIVEIRA e LUCHES, 2010). Essa substancia psicoativa, dependendo da
forma que € usada, pode levar a dependéncia, e subsequente a isso, desenvolver
um quadro clinico conhecido como alcoolismo. Quando ingerido de maneira
exagerada, alcanca rapidamente a circulacdo, podendo atingir 6rgdos vitais do
corpo, vindo posteriormente causar problemas neurolégicos, gastricos, musculares,
hepaticos, pancreaticos e, por conseguinte, uma predisposicdo para o
desenvolvimento de canceres (WHO — World Health Organization, 2014; MENEZES
et al., 2015; INCA, 2015).

Globalmente, o consumo de alcool resulta em aproximadamente 3,3 milhdes
de mortes a cada ano. De todas as mortes no mundo, 5,9% delas séo atribuidas ao
consumo alcodlico, essa porcentagem é maior do que as mortes advindas da AIDS
(2,8%), violéncia (0,9%) ou tuberculose (1,7%). No Brasil, 0 uso nocivo do &lcool
aumentou 31,1% em 2012, sendo 50% da populacdo geral considerada alcoolista,
dentre os quais 17% abusam da substancia e sdo dependentes. Nesse mesmo
periodo, a Regido Nordeste (NE) aumentou o consumo alcodlico em 67%, sendo a
regido que mais cresceu nesse quesito considerado abusivo (13,8%), e esse
aumento esta ligado a individuos com baixo grau de escolaridade (LARANJEIRAS et
al., 2012; WHO, 2014).

Quando ingerido, o &lcool causa efeitos no organismo que variam de acordo
com a rapidez e a frequéncia, porém essa situacao se torna distinta em diferentes
populacBes por estar intrinseca a fatores genéticos (DOTTO-BAU, 2002). O
alcoolismo enquadra-se como um distarbio multifatorial, ou seja, existe influéncia
ambiental e genética que corrobora para a manifestacdo desse fenétipo. Estudos
com gémeos demonstram que ha intervencdo de fatores genéticos de forma elevada
para dependéncia ao &lcool, principalmente para o sexo masculino, apresentando
uma herdabilidade entre 40% e 60%. Com isso, é valido destacar que fatores
genéticos e ambientais demonstram relevante contribuicdo para o inicio e
manutengdo do habito alcoolista (MESSAS; FILHO, 2004; HAES et al., 2010).

O etanol aumenta a agdo dos neurdnios na Area Tegumentar Ventral (ATV)

e nos nlcleos acumbens, relacionados com os efeitos da recompensa, favorecendo
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a liberacdo de dopamina no sistema de recompensa cerebral (SR), além disso, é
visto que os receptores do sistema serotoninérgico podem modular a atividade
dopaminérgica (YOSHIMOTO et al., 1991; ZALESKI et al., 2004; CARROLL, et al.,
2006; IKEMOTO e BONCI, 2013).

Neurotransmissdo mediada pela serotonina (5-hidroxitriptamina - 5-HT)
demonstra papel importante em muitas fungbes fisiologicas, tais como atividade
motora, modos de alimentacdo, sono, atividade reprodutiva, assim como estados
cognitivos e emocionais. Uma baixa atividade central serotoninérgica tem sido
correlacionada com o aumento do consumo de alcool e tem sido implicada como um
possivel fator de wulnerabilidade para a dependéncia alcodlica (SANDER et al.,
1997; LOVINGER et al., 2013). Variacdes genéticas afetando a transmissao
serotoninérgica representam potenciais candidatos para o entendimento do
comportamento alcoolista (PREUSS et al., 2001; TYNDALE, 2003).

O gene do receptor da serotonina 5HT2A localizado na regido cromossomica
13914-g21 apresenta dois SNPs de consideravel relevancia por serem associados a
diversas desordens e problemas relacionados com uso abusivo de substancias. Os
SNPs A-1438G e T102C demonstram efeito sobre a expressdo do gene por
diminuirem a afinidade dos fatores de transcricdo iniciarem de forma eficiente a
formagdo do RNAm (POLESSAKAYA & SOKOLOV,2002; PARSONS et al., 2004;
MYERS et al., 2007). Ainda, de acordo com estes trabalhos anteriormente citados,
estes polimorfismos estdo quase que completamente em desequilibrio de ligacao.

Partindo do pressuposto, pesquisas genéticas que promovam uma
investigacdo do papel genético na suscetibilidade a dependéncia alcodlica e,
consequentemente, identifiguem gendtipos correlacionados a essa doenca sédo de
extrema relevancia. Até o presente momento ndo ha evidéncias na literatura de
estudos destes polimorfismos em populacbées no nordeste do Brasil, 0 que torna
esse estudo pioneiro. Assim sendo, este estudo podera atuar na prevencdo de
doencas secundérias ao alcoolismo, como também direcionar para alguma

estratégia terapéutica em uma populacdo alcoolista do estado do Piaui, Brasil.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ALCOOLISMO

2.1.1 O alcool e seus efeitos

O alcoolismo é uma sindrome multifatorial que pode comprometer a vida do
individuo em ambito fisico, mental e social. Os critérios de diagnéstico atuais sédo
baseados na Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10) da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), e no Manual de Diagnéstico e Estatistica de Disturbios
Mentais da Associacdo Norte-Americana de Psiquiatria (DSM-IV; American
Psychiatric Association, 1994) (DOTTO-BAU, 2002).

Comumente usada pela populacdo mundial, o alcool é uma substancia que
dependendo da forma que é usada pode levar a um estado de abuso, dependéncia,
intoxicagdo e abstinéncia. O termo dependéncia refere-se a um padrdo mal
adaptativo do uso de alguma substancia, que leva a prejuizos ou sofrimento clinico
significativo, podendo evidenciar trés ou mais caracteristicas que incluem tolerancia,
abstinéncia ou abandono das atividades sociais, ocupacionais ou recreativas,
justamente pelo uso da substancia em um periodo de 12 meses (DSM-IV; American
Psychiatric Association, 1994).

As bebidas alcodlicas foram usadas por populacdes desde antes de Cristo,
como no Oriente Médio, até mesmo pela sociedade da ldade Média. A partir da
idade média a producdo do alcool foi intensificando-se ao ponto dos problemas
relacionados ao uso da substancia tornarem-se socialmente relevantes. No entanto,
€ importante destacar que com o advento da destilacdo, a disponibilidade do alcool
teve um grande avanco, e concomitante a isso, o0 aumento do uso exagerado e
abusivo tornou-se notavel na sociedade atual (MARQUES, 2001; DOTTO-BAU,
2002).

Estudos historicos revelaram que no Brasil a pratica de consumo de bebidas
alcodlicas existia ainda antes da chegada dos portugueses. Os indios produziam
uma espécie de bebida a partir da fermentagcdo do milho e mandioca chamada
cauim. Porém, com a chegada dos portugueses a producdo e disponibilidade da
cachaca através do cultivo da cana-de-acucar levou a popularizacdo dessa bebida
com alto teor alcodlico (GALDUROZ et al., 2007; FERREIRA et al., 2011).
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O etanol quando consumido de forma descontrolada leva ao acometimento
de varios sistemas do organismo. Tais efeitos podem comprometer 6rgdos do
sistema digestorio, nervoso, muscular, o que pode implicar em riscos ao
desenvolvimento de desordens organicas e aparecimento de processos neoplasicos
(HAES et al., 2010; BONGAERTS et al., 2011; LI et al., 2012; URASHIMA et al.,
2013; VOLKOW et al., 2017).

Os efeitos do alcool predominam-se sobre os dois principais componentes
do Sistema Nervoso, o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Nervoso
Periférico (SNP), podendo ter efeitos negativos em alguns processos fisiologicos,
tais como sono, temperatura e coordenacédo (OSCAR-BERMAN et al., 1997).

Com a ingestdo de bebidas alcodlicas, existe o aparecimento dos efeitos
estimulantes, bem como os efeitos depressores. Dentre os efeitos estimulantes,
destacam-se a euforia, a desinibicdo e o desembaraco, ja os efeitos depressores
destacam-se a perda da coordenacdo motora, o descontrole e a intensa sonoléncia,
contudo esses efeitos depressores podem ser ainda mais exacerbados quando a
ingestdo € constante e em grandes quantidades, podendo levar até mesmo a um
estado de coma (HAES et al., 2010; PRACZ et al., 2010).

Os danos associados ao uso do alcool podem ser caracterizados em trés
mecanismos: a toxicidade fisica, a intoxicacdo e a dependéncia a substancia. A
possibilidade de dependéncia ao alcoolismo vai de acordo com a frequéncia e
quantidade ingerida pelo individuo, em que elevacdes dos niveis na corrente
sanguinea podem levar a mudancas de comportamento e refletir em danos como a
intoxicacdo aguda, acidentes e violéncia (BLAINE e SINHA, 2017). Além disso, a
pratica de ingerir bebidas alcoodlicas continuamente pode acarretar em problemas
secundéarios de saude como, cirrose hepatica, pancreatite e outras doencas que
tendem a se estender por outras partes do corpo (DUAILIBI et al., 2007; BECKER,
2017).

As consequéncias do consumo do alcool transcendem aos danos a saude
do consumidor. Os efeitos acabam atingindo familiares, amigos, colegas e demais
pessoas do convivio social. Entre essas decorréncias incluem-se o absenteismo,
diminuicdo da renda familiar, desemprego na familia (para cuidar de algum parente
com problemas advindos do consumo alcodlico), violéncia, aumento de gastos com

saude tanto da familia como do Estado, impacto na saude mental (depresséo,
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ansiedade, traumas, abusos) e ocorréncias de lesbes no trabalho ou em locais
publicos (FERREIRA et al., 2013; MONTEIRO, 2016).

2.1.2 Epidemiologia do alcoolismo no Mundo

Bebidas alcodlicas sdo uma das substancias recreativas mais usadas na
sociedade e contém um componente psicoativo — o etanol. E bem conhecido que o
abuso do élcool esta ligado a varios resultados negativos em termos sociais,
econdmicos e fisicos (RYU et al., 2016). HA um crescente impacto significativo do
uso nocivo do alcool, ndo apenas em individuos consumidores, como também na
saude global (CREMONTE etal., 2016).

O éalcool comecga a produzir mortes relativamente cedo na vida, mostrando
uma maior tendéncia entre o inicio e meados da idade adulta. No que diz respeito
aos padrbes de consumo de alcool, a nivel mundial, é ligeiramente mais prevalente
entre os jovens de 15 — 19 anos (11,7%) em comparagao com a populacdo total com
idade superior (7,5%) (DELKER et al., 2016)

A proporcdo de mortes atribuidas ao alcool é significativamente maior em
homens (7,6%), quando comparada em mulheres (4%), demonstrando que essa
distingdo entre os dois sexos € um indicador de diferenca no habito de beber
bebidas alcoodlicas entre ambos. Existem cerca de trés vezes mais jovens do sexo
masculino do que jovens do sexo feminino que fazem uso exagerado do alcool
(LARANJEIRA etal., 2007; WHO, 2014).

Dentre as doencas, injurias e perturbacdes causadas pelo uso abusivo do
alcool, o maior nimero de mortes é consequéncia da instalacdo de doencas
cardiovasculares, seguidas de lesdes (especialmente as lesées nao intencionais),
doencas gastrointestinais (cirrose hepatica) e canceres (WHO, 2014) (Figura 1).

O’'Keefe e colaboradores (2007), demonstrou que o 4&lcool pode ser
considerado uma “espada de dois gumes”, pois dependendo da forma que é
consumido pode conferir efeitos benéficos ou ser um fator de risco para doencas
cardiovasculares. O uso abusivo do alcool pode comprometer o musculo cardiaco,
explicando assim o aparecimento de efeitos deletérios no sistema cardiovascular
(BORBA, 2015). Uma estimativa de 780.383 mortes cardiovasculares (441.893 e
338.490 mortes entre homens e mulheres, respectivamente) foi atribuida

globalmente em 2012 ao consumo nocivo de alcool, contando uma porcentagem de
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1,4% de todas as mortes e 26,6% de todas as mortes advindas do alcool (REHM et
al., 2016).

Figura 1: Distribuicdo das mortes atribuidas ao alcool

3,3 milhdes de mortes a cada ano

E Canceres

® Doencas cardiovasculares e
Diabetes

= Desordens neuropsiquiatricas
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= Doengas infecciosas

= LesOes nao intencionais

H [ esOes intencionais

Categorias por doencgas causadas pelo uso do alcool. Adaptado de WHO, 2014.

O uso abusivo do alcool também é um fator de risco para o aparecimento de
cancer oral, faringe, eséfago, colorretal, figado, laringe, mama, pancreas e préstata
(BAGNARDI et al., 2015). No ano de 2002, 3,6% de todos os casos de morte por
cancer foram derivadas do consumo alcoodlico. Em 2012, um total de mortes por
cancer atribuidas ao alcool aumentou aproximadamente 770.000 em todo o mundo,
(5,5% do numero total de casos de céancer) -540.000 homens (7,2%) e 230.000
mulheres (3,5%) (PRAUD et al., 2015).

2.1.3 Epidemiologia do alcoolismo no Brasil

O uso do alcool no Brasil vem apresentando-se bastante difuso. Acredita-se
gue o alcool seja responsavel por 2,3 milhdes de mortes a cada ano no Brasil
(GARCIA et al., 2015). A frequéncia do consumo na vida varia entre 51 e 71,5% nas
diferentes regides brasileiras (FILIZOLA et al., 2008). Dados de 2012 que enfatizam
a consequéncia da dependéncia ao alcool, em termos de mortalidade e morbidade,
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demonstraram que no Brasil 28,8% dos homens e 5,8% das mulheres podem
desenvolver cirrose hepatica; além disso, acidentes relacionados com o uso abusivo
do alcool perfazem 52,5% em homens e 11,3% nas mulheres, a cada 100.000
habitantes (WHO, 2014).

Vieira e colaboradores (2007) ao desenvolverem um estudo para analisar o
perfil de estudantes brasileiros do estado de S&o Paulo a respeito do consumo de
alcool, perceberam que a prevaléncia do alcool na vida desses jovens foi de 62,2%;
32,8% dos estudantes de 10 — 12 anos ja fizeram uso do alcool, além disso,
tomando como base todos os estudantes que experimentaram alguma bebida
alcodlica, 99,1% foi antes dos 18 anos. Isso mostra que ainda em fase prematura da
vida, pessoas estdo tratando o uso do alcool como um estilo de vida.

O uso abusivo do alcool pela populacdo brasileira surge como uma
problemética para a saude publica nos dias atuais. O Observatério Brasileiro de
Informagdes sobre Drogas (OBID) aponta que 65% dos homens adultos e 48% das
mulheres adultas bebem pelo menos uma vez a cada ano, levando um total de 52%
de brasileiros acima de 18 anos. Entre os homens adultos, 28% bebem cerca de
guatro vezes por semana e 11% bebem todos os dias da semana (MORETTI-PIRES
et al., 2011).

H& distingdes no indice de beber diario (mais frequente) entre as diferentes
faixas etarias (de jovens a idosos), entretanto, a abstinéncia € superior a 79% em
individuos com 60 anos ou mais em relacdo aos jovens de 18-24 anos. Tal fato ndo
€ surpreendente, pois a populacdo mais idosa tende a ter um carater mais
conservador; no entanto, sendo o Brasil um pais que abrange um grande
contingente populacional jovem, esse consumo nessa mesma populacdo pode estar
associado com maiores problemas relacionados ao élcool no pais (LARANJEIRAS
et al., 2007).

O uso de drogas psicoativas também se destaca como uma causa de mortes
em acidentes de transito. O Brasil, nos dias atuais, reconhece o comportamento de
dirigir alcoolizado como um grave problema de salude publica. As poucas estatisticas
existentes demonstram um quadro preocupante para 0s programas de politicas
publicas em saude. Um estudo realizado entrevistando caminhoneiros na cidade de
Passos, Minas Gerais, indicou que o alcool era utilizado em 91% deles e que
adquiriam a bebida principalmente em postos de combustiveis na estrada. Tal

estudo salientou a importancia de campanhas preventivas e informativas voltadas
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para essa categoria de profissionais, alertando sobre 0s riscos que a ingestao de
alcool nas estradas pode ocasionar (CAMPOS et al., 2008; ALMEIDA, 2014).

No triénio de 2010 a 2012 foram registradas no Brasil aproximadamente 20
mil mortes, nas quais o consumo alcodlico foi o responsavel, o que equivale a 1.500
mortes a cada més, ou 50 por dia. O sexo masculino concentrou mais de 90% das

mortes, com taxas 10 vezes superiores as mulheres (GARCIA et al., 2015).

2.1.4 Epidemiologia do alcoolismo no Nordeste

Binge Drinking é uma pratica conhecida na literatura cientifica internacional e
significa beber consumindo um volume excessivo de alcool em um curto espaco de
tempo, e é considerado um tipo muito perigoso de consumo alcodlico e associado a
uma série de problemas fisicos, sociais e mentais (NAIMI et al., 2009; MALTA et al.,
2014).

Segundo o Levantamento Nacional sobre os padrdes de consumo do alcool
na populacado brasileira (2012), a regido Nordeste se destaca por apresentar
consumidores de bebidas alcodlicas que bebem em ocasides especiais, mas em
grandes quantidades, com 13% de bebedores que consomem de 12 ou mais doses
por dia de consumo.

Tratando-se de problemas advindos do uso excessivo do alcool no Nordeste,
existe uma prevaléncia de 14% para problemas sociais, 16% relacionados a
violéncia, 17% para problemas familiares e 41% para problemas fisicos (|
LEVANTAMENTO NACIONAL DE CONSUMO ALCOOLICO, 2007). Isso mostra que
o alcoolismo desencadeia efeitos maléficos expressivos na populacdo do nordeste
do Brasil, e que é preciso maiores e melhores estudos para o entendimento dos
mecanismos relacionados.

Em um estudo descritivo realizado entre os anos de 2010 e 2012, que teve o
objetivo de analisar o niumero de Obitos advindos do uso alcodlico nas diferentes
unidades da federacdo do Brasil, demonstrou que a mortalidade prevaleceu
significativamente na Regido Nordeste com 15.135 mortes para o sexo masculino e
1.895 mortes para o sexo feminino (GARCIA et al., 2015).

Nos dUltimos anos, tem crescido o numero de beneficios concedidos a
pessoas acometidas dos problemas advindos do uso exacerbado do alcool. Dados

do Ministério da Previdéncia Social, em Teresina (PI), revelaram que de janeiro de
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2003 a abril de 2014, o Instituto Nacional de Seguro Social (INSS) concedeu 572
beneficios a segurados com doencas relacionadas ao alcoolismo. Cerca de 1 milhdo
de reais foi investido em vitimas asseguradas pelo 6rgdo que apresentavam
doencas associadas ao alcoolismo (Ministério da Previdéncia Social, 2014). Em
Parnaiba, regido norte do estado do Piaui, ndo existem levantamentos de dados

epidemioldgicos a respeito do alcoolismo.

2.1.5 Alcoolismo e Genética

E perceptivel que o alcoolismo mostra ser um tema discutido em todo o
mundo na literatura cientifica, sendo influenciado por fatores genéticos e ambientais,
isso explica o carater multifatorial que apresenta. Por isso, varios estudos de
associacdo tém buscado entender a relacdo que existe em alguns genes que
podem, possivelmente, estarem ligados a uma predisposicdo a dependéncia
alcodlica (WRZOSEK et al., 2012; JONAS et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015;
WU et al., 2016; FELTMANN et al., 2018).

Estudos com gémeos demonstraram a existéncia de uma concordancia
maior em monozigoéticos quando comparados com dizigéticos; isto sugere um efeito
genético, principalmente se tratando do alcoolismo de inicio precoce. Além disso,
outros estudos tentando compreender a herdabilidade que existe no alcoolismo,
revelaram que h& aproximadamente 40-60% de herdabilidade tanto para homens
quanto para mulheres (DOTTO-BAU et al., 2002).

A herdabilidade do alcoolismo esta intimamente relacionada com o
tabagismo, podendo explicar a forte associacdo que ha entre esses dois problemas,
tomando como forte consideracdo as vias neurobioldégicas e de metabolizacdo que
estes dois fendtipos compartilham (KOOPMANS et al., 1998; HITSCHFELD et al.,
2015; WEINBERGER et al., 2015).

Mesmo sendo desenvolvidos de maneira escassa, 0s estudos de adogéao
apresentam uma importancia por distinguir ou separar as influéncias genéticas e
ambientais, todavia, os que ja foram feitos mostraram uma prevaléncia
significativamente maior em filhos de pais biolégicos para uma predisposicdo a
dependéncia alcodlica, com diagndstico semelhante no sexo masculino e feminino
(MESSAS; FILHO, 2004).
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Em resultados prévios, nosso grupo mostrou que o polimorfismo SLC6A3
VNTR (DAT) relacionado ao sistema de recompensa pela via dopaminérgica, foi
significativamente associado com suscetibilidade para a dependéncia do alcool em
uma populacdo do Nordeste Brasileiro (VASCONCELOS et al., 2015). Neste mesmo
estudo, foi observado uma chance de 6,25 vezes maior em individuos portadores do
gendtipo A10/A10 a dependéncia do &lcool em nossa amostra populacional,
indicando que fatores genéticos sdo importantes determinantes no fendtipo
alcoolista.

Com o avanco e o melhoramento das técnicas em Genética Molecular,
varios achados epidemio-moleculares foram demonstrados, buscando entender a
associacao que existe entre alguns genes e a dependéncia alcodlica (HWU, CHEN,
2000; TYNDALE, 2003; PALMER et al., 2012; WU et al., 2016). O inicio e a
manutengdo do habito alcoolista podem estar associados a genes que codificam
receptores do sistema serotoninérgico, isso porque o alcool parece apresentar
trajetos envolvidos no SR cerebral. O gene 5SHT2A mostra ser um dos mais ligados
com a dependéncia alcodlica e com outros fendtipos neurolégicos tais como
autismo, esquizofrenia e depressao (WRZOSEK et al., 2012; WATANABE et al.,
2014; GUIARD e Di GIOVANNI, 2015; NADJJA et al., 2015; WU et al., 2016; CHEAH
et al., 2017).

2.2 CIRCUITO SEROTONINERGICO

Dentre outros neurotransmissores de concepcao do reforgco positivo ao
alcool, pode-se destacar a serotonina. A serotonina € sintetizada a partir do
aminoacido Triptofano pela enzima triptofano hidroxilase (TPH), que converte o
triptofano em 5-hidroxitriptofano. A seguir, a L-aminoacido aromatico descarboxilase
converte o 5-hidroxitriptofano em serotonina (5-HT). A neurotransmissdo € iniciada
por um potencial de agdo no neurbnio pré-sindptico, que acaba produzindo a fusdo
das vesiculas pré-sinapticas com a membrana plasmatica, através de um processo
dependente de calcio. A serotonina pode estimular tanto auto-receptores,
proporcionando a inibicdo da sua retroalimentacdo, ou pode ser sequestrada por
vesiculas para ser degradada pela MAO (Monoamina Oxidase) mitocondrial (Figura
2) (KANDEL et al., 2000; GOLAN et al., 2012).
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No nucleo de rafe, principalmente na parte dorsal da medula espinhal e no
hipotdlamo, pode ocorrer a liberacdo de serotonina de diversos neurbnios. A
serotonina atua como inibidora das vias de dor na medula, e esta relacionada com
padrées de comportamento, ansiedade, sono, humor, depressdo e supressao de
apetite (CROWELL, 2004).

Sabe-se que a serotonina exibe uma variedade de efeitos devido a presenca
de mudltiplos subtipos de receptores presentes em neurbnios, musculatura lisa, e
possivelmente, nas células neuroenddcrinas. Ela apresenta sete tipos ou familias e
varios subtipos de receptores que ja foram identificados, denominados como 5-HTz1,
5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe e 5-HT7 (NICHOLS et al., 2008; OLIVEIRA, 2013).

Figura 2: Regulac&o sinaptica da neurotransmissdo da serotonina

Transportador de L-aminoacidos
aromaticos

Na* K: = ’ >— Triptofano

Triptofano limitadora de velocidade

5-Hidroxitriptofano

Potencial de agao L-aminoacido aromatico
CO, | descarboxilase

Neurénio &i)——— Serotonina
serotoninérgico A

Transportador de 5HT

Receptor 5HT, @
(auto-receptor) 5-hidroxindol

acetaldeido

g
1) !?:
~

Mecanismos de sintese, neurotransmissao e retroalimentacéo da serotonina. Adaptado de
GOLAN, et al., 2012.

A serotonina pode ligar-se ao seu receptor, ativando proteinas na célula
chamadas proteinas G. A ativacdo dessas proteinas, em parte, pode afetar os
canais de ions na membrana da célula e induzir a formacdo de moléculas de
sinalizacdo (p.ex.: segundos mensageiros), que podem afetar os canais i6nicos ou
viajar para 0 nucleo da célula e promover a alteracdo da expressdo génica
(LOVINGER, 1997; PURVES et al., 2004; BOSANERA et al., 2006).
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E relatado que o &lcool induz a liberagdo dos principais neurotransmissores
do SNC, tais como dopamina, noradrenalina, serotonina e outroS compostos
opidides. Tal substancia promove a ativacdo neuronal na ATV e posterior liberacéo
dopaminérgica e serotoninérgica nos nucleos accumbens — sendo esse processo
primordial para os efeitos de recompensa cerebral (FELTMANN et al., 2018).

O éalcool interage com a transmissdo sinaptica serotoninérgica no cérebro
por varios caminhos. Uma exposi¢do aguda altera varios aspectos das funcdes da
serotonina. Em humanos, os niveis de metabdlitos de serotonina na urina e no
sangue aumentam logo apds uma simples ingestdo de alcool, indicando aumento da
liberacdo de serotonina no sistema nervoso (YOSHIMOTO et al., 1991; LOVINGER,
1997).

Estudos experimentais em animais tém mostrado que a exposi¢cdo aguda de
alcool eleva os niveis de serotonina, sugerindo que mais serotonina € liberada dos
axénios serotoninérgicos. Convergindo a esse fato, essa liberacdo aumentada foi
observada em regifes do cérebro associada ao controle de consumo ou uso de
numerosas substancias, incluindo muitas drogas de abuso (YOSHIMOTO et al.,
1991; YOSHIMOTO et al., 2012; SACHS et al., 2014; WATANABE et al., 2014).

O alcool pode interferir também com as funcdes dos receptores da
serotonina. Aumento da atividade da serotonina no receptor 5-HT2 causada pela
exposicdo crénica de alcool pode contribuir para a Sindrome da Recompensa
Alcoodlica (SRA). Alcoolistas dependentes frequentemente experimentam elevagéo
dos niveis de ansia depois de cessar o consumo. (PANOCKA et al., 1993; REZVANI
et al., 2014).

A serotonina ao se ligar ao receptor pode estimular a atividade
dopaminérgica nos neurbnios na ATV, fazendo assim com que haja um aumento da
atividade desses neurbnios induzida pelo alcool e causando elevacdo da liberagcéo
de dopamina. Com isso, a ativacdo dependente de serotonina desses neurdnios
dopaminérgicos pode reforgcar o comportamento de ingestdo de alcool. Este cenario
sugere que a serotonina, por meio da sua interacdo com o sistema dopaminérgico
pode desempenhar papel central na producdo dos efeitos de recompensa cerebral
(BRODIE et al., 1995; LOVINGER, 1997).

MutacBes em genes associados ao Sistema Serotoninérgico expressam seu
fendtipo em receptores que compdem esse circuito, influenciando nos mecanismos

de recompensa cerebral, levando a supor que o individuo que abusa do alcool



29

busque cada vez mais a substancia, a fim de adquirir um nivel de prazer adequado
(CRABBE et al., 1996; RISINGER et al., 1996; HEINS et al., 2001; BOSANERA et
al., 2006; WATANABE et al., 2014).

2.3 O GENE5HT2A

2.3.1 Polimorfismos A-1438G e T102C

A serotonina caracteriza-se como um neurotransmissor sintetizado pelos
neurdnios, atuando na modulacdo de mecanismos fisioldégicos da alimentacdo, como
também nas variagbes de humor, constricdo vascular cerebral, liberacdo de
neurotransmissores e agregacdo plaquetaria, além de estar relacionado a varios
transtornos psiquiatricos e abuso de substancias (POLINA et al., 2009).

Os niveis de serotonina podem aumentar com o consumo de 4&lcool,
sugerindo que variagbes no sistema nervoso serotoninérgico podem influenciar
alguns aspectos relacionados ao alcoolismo. Tais variagdes enquadram-se em
ambito genético, levando a crer que polimorfismos em genes envolvidos neste
circuito podem ter importante papel no habito alcoolista em individuos (YOSHIMOTO
et al., 2012).

Os receptores do tipo 2 séo classificados em trés subtipos: A, B e C.
Localizado na regido cromossdmica 13gl14-g21, o gene do receptor 5-HT2A
apresenta trés éxons e dois introns, estendido por mais de 63Kb (CHEN et al.,
1992). Um tipo de variagdo muito comum nesse gene é a troca de uma base
nitrogenada em outra (SNPs — do inglés, Single Nucleotide Polymorphisms), onde
cerca de 169 foram identificados e que podem ter efeito tanto sobre a atividade
transcricional como na estrutura conformacional da proteina envolvida (WILSON,
2008).

A troca de uma base nucleotidica pode gerar a codificacdo de um
amino&cido diferente, e neste caso, pode haver uma alteracao estrutural do receptor.
Entretanto, ndo € o que ocorre para o polimorfismo T102C, no qual as sequéncias
TCT ou TCC codificam ambas o aminoacido serina, sendo por esse motivo
classificado como um polimorfismo silencioso (PEROUTKA, 2000). Entretanto, os
alelos T e C determinam uma expressao génica diferente, como fora demonstrado

por Polesskaya e Sokolov (2002). Tais autores, a partir da andlise de tecido cerebral
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(cortex temporal) pos-mortem de individuos heterozigotos (TC), determinaram a
guantidade de moléculas de RNAm do receptor 5HT2A transcritas do alelo T e do
alelo C, observando que a ocorréncia do alelo C em comparacdo com o alelo T
mostrou uma diminuicdo na expressao génica, e como consequéncia, na quantidade
de receptores. Dessa forma, apesar de ser um polimorfismo silencioso, o T102C é
funcional, levando-nos a inferir que a diminuicdo da densidade dos receptores em
individuos portadores do alelo C pode estar associada com surgimento de
sensacfes desagradaveis em individuos que abusam do alcool, como raiva,
ansiedade e uma necessidade de recorrer a substancia que estimula a liberacéo de
serotonina na tentativa de ganhar um alivio temporéario dos sintomas.

Outra variacdo que se destaca € a transicdo A>G na posicéo -1438 do gene
5HT2A, que corresponde a um polimorfismo funcional que afeta a atividade
promotora. O alelo G esta associado a uma significativa diminuigdo da expressao do
gene em relacdo ao alelo A (PARSONS et al.,, 2004; MYERS et al., 2007), o que
conduz a levantar o0 pressuposto que a diminuicdo transcricional e,
subsequentemente de receptores no SR pode induzir os individuos a buscarem
niveis anteriores de recompensa cerebral. Foi sugerida uma contribuicdo deste
polimorfismo com o abuso do alcool em individuos, demonstrando forte ligacdo com
a caracteristica fenotipica (NAKAMURA et al., 1999; HWU, CHEN, 2000; PREUSS et
al., 2001; JONAS et al., 2014).

E importante considerar o papel das frequéncias alélicas nos diferentes
estudos genéticos. Para o polimorfismo T102C, o alelo C apresenta uma frequéncia
de 54% em caucasianos, e em africanos de 61%; enquanto que para a variante A-
1438G, o alelo G apresenta frequéncia de 56% a 59% em caucasianos e africanos
respectivamente (CAO et al, 2014).

Em um estudo realizado no Sul do Brasil, Polina e colaboradores (2009)
analisaram dois grupos (grupo caso — individuos alcoolistas fumantes, e grupo
controle); verificando no grupo de alcoolistas fumantes uma maior prevaléncia do
gendtipo AA (26%) e menor frequéncia do gendtipo GG (16%) quando comparado
ao grupo controle (24% e 36%, respectivamente), resultando em diferenca
significativa nessa distribuicdo. Esses autores sugeriram uma provavel contribuicao
do polimorfismo A-1438G com o uso abusivo do alcool.

Hwu e Chen (2000) investigaram o papel do polimorfismo T102C com o

abuso do alcool associado a problemas de comportamento em uma populacéo
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masculina de Taiwan, e observaram as frequéncias dos alelos T e C entre homens
gue abusavam da substancia com (T= 59,1% e C=40,9%) e sem (T=79,5% e
C=20,5%) problemas de comportamento apresentando diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05), o que levou o0s pesquisadores a supor uma possivel
contribuicdo desses alelos com o abuso do alcool.

Jakubczyk e colaboradores (2012) observaram uma influéncia significativa
do gendtipo CC para o polimorfismo T102C em alcoolistas em uma populacao
masculina da Polbnia. Estes confirmaram a hipétese de que fatores genéticos séo
importantes determinantes para o habito alcoolista e que a via serotoninérgica
mostra um papel relevante no estabelecimento desse comportamento.

Particularmente, os polimorfismos T102C e A-1438G no gene do receptor da
serotonina 5HT2A exercem um papel significante ndo apenas no fenétipo alcoolista,
como também em outros diferentes comportamentos e transtornos tais como
tabagismo, esquizofrenia, depressdo, comportamento suicida, obesidade e sindrome
do panico (ARIAS et al., 2001; DO PRADO-LIMA et al., 2004; CORREA et al., 2007,
YOON et al., 2008; SORLI et al., 2008; DU et al., 2011).

2.3.2 Desequilibrio de ligacéo (DL)

E de extrema importancia definir que o desequilibrio de ligacdo — DL (uma
associacdo ndo aleatoria de alelos em loci diferentes) € um indicador das forcas
genéticas de uma determinada populacdo que estruturam um genoma. Por causa do
crescimento explosivo de métodos para avaliar a variacdo genética em uma escala
fina, cientistas estdo explorando cada vez mais o desequilibrio de ligacéo, a fim de
compreender o passado, eventos evolutivos e demograficos, bem como mapear
genes que estdo associados a caracteristicas quantitativas e doencas complexas
(SLATKIN, 2008).

Quando uma mutagcdo causadora de uma patologia ocorre em uma
populacdo, a mesma tem lugar em um determinado cromossomo e forma um
conjunto haplotipico com loci adjacentes. Na geracdo seguinte a tendéncia é que
esse alelo mutante ocorra no mesmo haplétipo original, excetuando-se os casos de
recombinagdo. Chama-se desequilibrio de ligacdo, a ocorréncia na populacdo de
uma frequéncia maior de uma determinada combinacéo entre dois loci do que a
esperada pelo produto de suas frequéncias individuais (FEITOSA; KRIEGER, 2002).
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Ressaltando que o DL € dependente da taxa de recombinacdo e que quanto maior a
taxa de recombinacdo, mais rapida sera a aproximag¢do do equilibrio entre os dois
loci (KRUGLYAK, 1999).

Muitos trabalhos anteriores realizados em diversas populagdes demonstram
que os SNPs A-1438G e T102C estdo em regido cromossdmica com completo
desequilibrio de ligagdo (D= 1,00) (PREUSS et al., 2000; YOON et al., 2008; SAIZ et
al.,, 2009; JAKUBCZYK et al., 2012; WRZOSEK et al., 2012), sendo fator
determinante em como os alelos desses loci sdo herdados ao passar das geracoes,
de acordo com a distancia desses alelos no cromossomo e na quantidade de
recombina¢cdes possiveis ao longo do tempo.

Considerando os dados expostos acima, o presente trabalho demonstrou
extrema importancia em vista do alcoolismo ser um problema atual prevalente na
sociedade brasileira, e os polimorfismos A-1438G e T102C tem sido fortes
candidatos na investigacao de predisposicdo para a dependéncia alcodlica em
populagbes nas quais foram estudados. Por achados prévios do nosso grupo de
pesquisa (VASCONCELOS et al., 2015), foi encontrada associacdo genética para
genes envolvidos na recompensa cerebral com suscetibilidade a dependéncia do
alcool aumentando ainda mais 0s questionamentos de que outros genes possam
estar relacionados com a modulagcdo do fenotipo alcoolista. Até o presente
momento, ndo existem muitos estudos brasileiros e mais precisamente no Nordeste
gue correlacionem tais polimorfismos com o alcoolismo, principalmente para o
polimorfismo T102C. Com isso, esse estudo teve o intuito de associar 0s
polimorfismos citados no gene 5HT2A a dependéncia do alcool, por meio de um
estudo caso-controle em wuma populacdo masculina do Nordeste Brasileiro,
procurando assim com os resultados obtidos, contribuir com a literatura cientifica,
permitir a construcdo de abordagens terapéuticas no futuro, bem como promover um

melhor planejamento de alocacgdo de recursos no combate ao alcoolismo.



33

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia dos polimorfismos A-1438G e T102C do gene 5HT2A
e avaliar suas relagbes com a predisposicao ou suscetibilidade para a dependéncia

do alcool em uma populacédo do Nordeste Brasileiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar um levantamento das frequéncias genotipicas e alélicas destas
variantes polimoérficas em uma populacdo de alcoolistas e controles no
municipio de Parnaiba-Pl.

e Determinar se a frequéncia da variante alélica proposta, e de seu respectivo
gendtipo selvagem, sdo diferentes entre o grupo de alcoolistas e o grupo de
controles, objetivando a identificacdo de variacbes na predisposicdo da
dependéncia ao alcool.

e Investigar se as frequéncias dos polimorfismos no gene 5HT2A estdo
associadas a caracteristicas clinicas do alcoolismo, tais como historico
familiar e habito tabagista.

¢ Verificar o desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos do gene 5SHT2A

na populagéo estudada.
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4. METODOLOGIA

4.1 NUMERO AMOSTRAL E SELECAODOS SUJEITOS

O presente trabalho é do tipo caso-controle, por isso fez-se necessario o
recrutamento de 113 individuos alcoolistas e 114 individuos controles, ambos os
grupos abrangendo participantes apenas do sexo masculino, e de ancestralidade
predominantemente europeia (VASCONCELOS et al., 2015). O recrutamento de
todos os participantes da pesquisa ocorreu no periodo de 2011 a 2013. Vale
ressaltar que foi realizado calculo para obtencdo de nimero amostral, revelando a
necessidade de um nimero amostral de aproximadamente 250 individuos para cada
grupo. O célculo teve como base a utilizagdo da seguinte formula n = Z2 X[pxq]/ d?,
onde Z € uma constante com valor de 1,96, p e q séo as frequéncias do alelo maior
e menor, respectivamente; e d o erro, considerando que seja igual a 5%. O nimero
amostral ndo foi alcancado em vista das limitagdes relacionadas a financiamento da
pesquisa e critérios de incluséo.

A avaliagdo diagnoéstica de todos os individuos participantes foi realizada por
meio de prontuarios médicos e questionarios com base na entrevista de ambito
clinico baseada na 42 edicdo do Manual Diagnodstico e Estatistico de Transtornos-
DSM-IV Mentais (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition -
DSM-IV) (American Psychiatric Association, 1994).

Para realizacdo desse projeto, utilizaram-se amostras de sangue periférico
coletadas de individuos alcoolistas admitidos para tratamento e acompanhamento
em Instituicbes Municipais e Estaduais de assisténcia aos usuarios que fazem uso
crénico do alcool e Hospitais da regido de Parnaiba, no estado do Piaui, Nordeste
do Brasil. Tais individuos enquadram-se em pelo menos trés dos atuais critérios de
diagnostico para dependéncia do alcool (303,90) ou o abuso do alcool (305,00) do
DSM-IV ou CID-10 que sao: um forte desejo de consumo, dificuldades em controlar
a sua utilizacdo, persisténcia em seu uso apesar das consequéncias nefastas, maior
prioridade dada ao uso de alcool do que para outras atividades e obrigacdes, maior
tolerancia, e as vezes um estado de abstinéncia fisioldgica. Para selecdo dos
individuos, fez-se necessaria a utilizacdo de critérios de inclusdo e exclusdo. Para o
grupo de alcoolistas, os critérios de inclusdo adotados foram: apresentar idade igual

ou superior a 18 anos, consumo abusivo ou crénico do alcool; no entanto, para o
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grupo controle os critérios de incluséo utilizados foram: idade igual ou superior a 18
anos e nao fazer consumo exagerado ou pesado do alcool. Critérios de exclusédo
foram adotados para ambos os grupos: individuos que apresentassem doencas
como Hepatite C, HIV, ISTs, esquizofrenia, desordens de humor, deméncia, cancer
ndo relacionado com o consumo de bebidas alcodlicas, dependéncia de outras
substancias além da nicotina e alcool, parentesco entre 0s participantes e nao
consentimento para participacdo na pesquisa.

Os participantes foram informados sobre o objetivo da pesquisa, da
confidencialidade dos dados da pesquisa e da identidade dos sujeitos e s6 mediante
assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (APENDICE )
responderam ao questionario (APENDICE 1) para coleta das informacdes. Os dados
adquiridos do grupo alcoolista por meio do questionario de estudo transversal
serviram para apurar o grau de dependéncia de acordo com a frequéncia e a
quantidade de alcool consumida, considerando os diferentes tipos de bebida (Tabela
1).

Tabela 1: Porcentagem de alcool de acordo com o tipo de bebida

Tipo de Bebida Porcentagemde alcool
Cerveja 5%
Vinho 12%
Uisque/ Conhaque/ Pinga 40%

Fonte: Departamento de Psicobiologia da UNIFESP/EPM.

Na tentativa de obter as doses-equivalentes de uma determinada bebida, é
preciso multiplicar a quantidade consumida por sua concentracdo alcoolica.
Utilizando esse método, tem-se a quantidade absoluta de alcool da bebida conforme
demonstrado na Tabela 2 (Nucleo Einstein de Alcool e Drogas do Hospital Israelita
Albert Einstein — NEAD).

Tabela 2: Quantidade de alcool contida em cada dose de bebida
Bebida Volume Teor Quantidade de Gramas de alcool/  Dose

Alcodlico alcool (Volume x  Dia (Quantidade  1D=14g
Teor Alcodlico) de alcool x 0,8%)

Vinho Tinto 150 mL 12% 18 mL 14,4 g 1
Cerveja 350 mL 5% 17,5 mL 149 1
Destilado 40 mL 40% 16 mL 128 g 1

(*) Quantidade de alcool em gramas é obtida a partir da multiplica¢éo da quantidade de alcool contido nabebida
peladensidade do alcool (d=0,8).
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Seguindo a resolucdo n°196/96 do Conselho Nacional de Saude, que aborda
as normas para pesquisas envolvendo seres humanos, este projeto obteve
aprovacédo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui
(CAAE n° 0234.0.045 — 00 010) (ANEXO I).

4.2 EXTRACAO, QUANTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DO DNA

As amostras de sangue periféricos coletadas em tubo a vacuo contendo
EDTA foram processadas no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Veloso, localizado em
Parnaiba (PI), onde se executou os procedimentos de extracdo e aliquotacdo. Foi
realizada extracdo de DNA a partir de sangue total dos alcoolistas e controles,
utiizando o kit de extracdo de DNA (Wizard ® Genomic — Promega; Madison,
Wisconsin, USA), conforme especificacdes do protocolo fornecido pelo fabricante
(ANEXO II), com algumas modificacdes.

A pureza e concentragdo do DNA foram determinadas por eletroforese em
gel de agarose a 0,8%, corado com Gel Red® (corante fluorescente para acidos
nucleicos estavel e seguro ambientalmente que substitui 0 brometo de etidio), e em
espectrofotbmetro modelo Biospec-nano UV-Vis (Shimadzu®, Kyoto, Jap&o), por
meio do comprimento de onda de 260 e 280 nm. Posteriormente a isto, as amostras
de DNA de trabalho diluidas a 100 ng/ul em agua estéril e, juntamente com o
restante do sangue coletado, foram armazenadas em freezer (-20°C) no laboratorio
de Genética e Biologia Molecular do Campus de Parnaiba (Pl), onde passaram a
compor o banco de DNA do Projeto intitulado “Estudo Citogenético e Molecular em
uma Populagdo de Alcoolistas do Estado do Piaui’, coordenado e supervisionado

pela Profd. Dr2. Renata Canalle.
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4.3 DESENHO DOS PRIMERS

Os primers foram desenhados a partir das sequéncias gendmicas das
regides polimérficas do gene 5HT2A, obtidas no banco de dados de SNP (dbSNP)
do NCBI — National Center for Biotechnology Information
(http:/Mww.ncbi.nin.gov/ISNP). As informacdes referentes ao SNP de interesse do
gene 5HT2A foram acessadas no dbSNP, a partir da entrada pelo seu nimero de
acesso rs6313 (T102C) e rs6311 (A-1438G).

Para a escolha do melhor par de primers utilizou-se o programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Gene Runner (Versdo 3.05, Hasting Software, Inc.)
foi utilizado para a construcdo e avaliacdo das melhores condicbes dos primers.

A tabela 3 apresenta os primers utilizados e o tamanho do produto de
amplificacdo de cada um. Os primers para A-1438G geram um produto de 202 pb,

enquanto que os primers para T102C promove a formacdo de um produto de 355

pb.

Tabela 3: Sequéncias de primers para amplificacdes das regides de interesse do gene
5HT2A

Gene/Polimorfismo  Primer Sequéncia (5’ - 3’) Tamanho pb*
Foward GTCAGTAATTCCACTCTGGAC 21

SHT2A/ A-1438G  Reyerse GCTTTTGAGAGAAACTGGAG 20 202
Foward GTACACCAGCCTCAGTGTTAC 21

SHT2A/ T102C Reverse CTGTCAGTAAAGCAGACCAG 20 355

*pb=pares de bases

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para a andlise dos polimorfismos A-1438G e T102C no gene 5HT2A foi
empregada a técnica de PCR, seguida por tratamento com endonucleases de
restricdo (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphisms
— PCR-RFLP). Para as duas variantes, foi utilizado o mesmo protocolo nas seguintes

condicoes:


http://www.ncbi.nih.gov/SNP
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Tabela 4: Volume e concentracdo dos reagentes empregados na PCR apoés a padronizacéo

Reagente Volume e Concentragéo
H20 13,45 pL
Tampao 10x 2,5 uL (20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8,4)
MgCl2 0,75 pL (1,5 mM)
Primer (Foward) 1,0 uL (0,4 uM)
Primer (Reverse) 1,0 uL (0,4 uM)
dNTPs 5,0 uL (0,2 mM)
Taq Polimerase 0,3 L (1,5 V)
DNA genémico 1,0 uL (100 ng)
Total 25 uL

Os reagentes foram preparados (mix de PCR) em microtubos de 1,5 mL, e
logo apds, distribuidos em microtubos de 250 pL, identificados com os nimeros das
amostras a serem devidamente amplificadas. Todas as reagdes de PCR foram
efetuadas dentro de uma cabine de seguranca de fluxo unidirecional horizontal da
marca VECO. Antes do inicio de cada reagdo na cabine, foi necesséria a utilizacdo
da luz UV (ultravioleta) por 30 minutos para esterilizar o ambiente onde as reagdes
foram executadas. E de grande importancia utilizar controles negativos em
atividades laboratoriais, a fim de detectar provaveis erros no experimento
decorrentes do manuseio inadequado de algum material ou até mesmo problemas
com reagentes. Sendo assim, nos tubos identificados com os numeros das amostras
a serem amplificadas, foi adicionado o DNA gendmico, exceto no controle negativo
(também chamado de branco). Subsequente a identificacdo, os tubos foram
inseridos na placa do termociclador Applied Biosystems Veriti™ Thermal Cyclers®
(Califérnia, USA), o qual foi previamente programado com as devidas condi¢cfes de

temperatura e tempo para os polimorfismos do estudo (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5: Programade amplificacdo do polimorfismo em A-1438G do gene 5HT2A

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 10 min 1x
Desnaturacéo 95°C 45 s
Anelamento 55°C 45s 35x
Extenséo 72°C 45 s

Extensao Final 72°C 5 min 1x
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Tabela 6: Programa de amplificacdo do polimorfismo em T102C do gene 5HT2A

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 5 min 1x
Desnaturacéo 95°C 45s
Anelamento 60°C 45 s 35x
Extensao 72°C 45s
Extensao Final 72°C 5 min 1x

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
a 110V por 30 minutos, onde na corrida utilizou-se 5 pL do produto de PCR com 3
pL de corante BLUE (azul de bromofenol + xileno cianol + glicerol + 4gua) e 2 ul de
Gel Red® 0,2% (1 uL de Gel Red® 10.000x + 500 pL de agua), a mesma quantidade
para o branco. Para o marcador de peso molecular (50 pb e 100 pb; polimorfismos
A-1438G e T102C, respectivamente) utilizou-se 2 gL do mesmo e 2 pL de Gel Red®.
A visualizacdo da banda por foto-documentacdo no Transluminador modelo L-IX-HE
(LOCCUS® Biotecnologia — Cotia, S&o Paulo, Brasil) foi realizada sob luz UV, para
confirmacédo tanto da amplificacdo como da auséncia de contaminacdo no controle

negativo.

4.5 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS NO GENE 5HT2A

Logo apés a amplificacdo das regides de interesse das variantes
polimérficas A-1438G e T102C, a genotipagem do gene 5HT2A foi realizada pela
Técnica de RFLP. Para ambos os polimorfismos as condic6es de digestdo foram as
mesmas, tendo um volume total de 10 pL, sendo: 5 pyL do produto da PCR, 0,2 uL
(2U) da enzima de restricao Hpall (New England BioLabs, USA), 1,0 yL de tampéao
especifico NEBufferl e H20 em quantidade suficiente para completar o volume final.
Seguinte a esse processo, incubou-se o0s tubos a 37°C por um periodo de 16 horas
em banho-maria a seco.

E relevante enfatizar que na presenca dos polimorfismos A-1438G e T102C
localizados no gene do receptor da serotonina 2A (5HT2A), a enzima Hpall
reconhece o sitio de restricdo (5’-C ¥ CGG-3’) que, seguida a digestdo enziméatica,
promove a observacdo do perfil de bandas correlacionados aos trés genoétipos
(Tabela 7).
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Tabela 7. Genotipagem e perfis de bandas das variantes polimérficas

Gene/Polimorfismo Gendbtipo Perfis de bandas
AA (Selvagem) 202 pb

5HT2A/ A-1438G AG (Heterozigoto) 202 pb, 151 pb e 51 pb
GG (Homozigoto mutante) 151 pb e 51 pb
TT (Selvagem) 355 pb

5HT2A/ T102C TC (Heterozigoto) 355 pb, 212 pb e 143 pb

CC (Homozigoto mutante) 212 pb e 143 pb

ApoOs a digestéo, os produtos da RFLP, o controle negativo e o marcador de
peso molecular (50 pb e 100 pb; polimorfismos A-1438G e T102C, respectivamente),
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em cuba horizontal
preenchida com TBE 1x (Tris, Acido Bérico, EDTA) e corado com Gel Red®,
aplicando uma corrente elétrica de 110V por 40 minutos, para ambos 0s
polimorfismos do estudo. Sucedendo a corrida, a visualizacdo do gel ocorreu sob luz
UV no Transluminador modelo L-IX-HE (LOCCUS® Biotecnologia — Cotia, Sé&o
Paulo, Brasil) para identificacdo dos trés gendtipos possiveis, sendo armazenado no

banco de dados (Figuras 3 e 4), onde foram anotados para andlise estatistica.
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Figura 3: Visualizacao dos produtos de digestao do polimorfismo A-1438G do gene
5HT2A

2> 202
= 151

Gendtipos do SNP A-1438G obtidos apds tratamento com a enzima Hpall e posterior
aplicacdo em gel de agarose (2%), corado com gel red® (cores modificadas), com auxilio de
um transluminador com luz ultravioleta. Observa-se neste gel os trés genotipos possiveis
para o polimorfismo A-1438G do gene 5HT2A. Em L (Ladder) est4d o marcador de peso
molecular (50 pb). Em 1 estd o individuo homozigoto selvagem (202 pb); Em 2, 3 e 4
individuos heterozigotos (202 pb, 151 pb e 51 pb); Em 5, 6 e 7 individuos homozigotos
mutantes (151 pb e 51 pb). O B representa o controle negativo sem contaminacao.



42

Figura 4: Visualizacdo dos produtos de digestdo do polimorfismo T102C do gene
5HT2A

2> 355

2> 212

= 143

Genotipos do SNP T102C obtidos apds tratamento com a enzima Hpall e posterior
aplicacdo em gel de agarose (2%), corado com gel red® (cores modificadas), com auxilio de
um transluminador com luz ultravioleta. Observa-se neste gel os trés genotipos possiveis
para o polimorfismo T102C do gene 5HT2A. Em L (Ladder) estd o marcador de peso
molecular (100 pb). Em 1 e 2 individuos homozigotos selvagens (355 pb); Em 3 e 4
individuos heterozigotos (355pb, 212 pb e 143 pb); Em 5 e 6 individuos homozigotos
mutantes (212 pb e 143 pb). O B representa o controle negativo sem contaminag&o.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas para 0s grupos
alcoolistas e controles por simples contagem. A distribuicdo das frequéncias alélicas
e genotipicas em associacdo com a dependéncia alcoodlica foi submetida ao teste do
qui-quadrado (x?), exato de Fisher e odds ratio (OR) com intervalo de confianca (IC)
de 95% e significancia p < 0,05, como uma estimativa de chance ou risco relativo e
grau de associacdo. A andlise dos dados sucedeu-se pelo software BioEstat 5.3
(Instituto Mamiraua, Brasil). Test t para amostras independentes foi usado para
avaliar as diferencas dos dados demogréficos pela utilizacdo do programa IBM
SPSS Statistics 20 (SPSS Inc, EUA).

Por fim, para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg, as distribuicGes
genotipicas observadas e esperadas foram comparadas pelo teste do qui-quadrado.
A andlise do desequilibrio de ligacdo foi executada no Haploview 4.2 (BARRET et
al., 2005).
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5. RESULTADOS

Esse projeto teve seu campo amostral constituido por 227 individuos, sendo
113 alcoolistas em atendimento e seguimento clinico em um centro de Tratamento
de Referéncia (CAPS-AD) e 114 controles que ndo apresentavam histérico de
consumo alcodlico pesado ou moderado. Todos os participantes foram do sexo
masculino com idade entre 18 e 91 anos, recrutados no municipio de Parnaiba,
estado do Piaui, Brasil.

As caracteristicas demograficas tais como: idade, anos de estudo
(escolaridade), média de consumo do &lcool, tabagismo e histéria familiar de
alcoolismo foram analisadas nos grupos caso e controle (Tabela 8). A variavel idade
para ambos os grupos nao diferiu significativamente; no entanto, € importante
mencionar que para as demais caracteristicas observadas houve uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,05). O grupo alcoolista demonstrou uma maior
média de consumo de doses de bebida por dia (35,3) quando comparado com a
populacdo controle (0,07); porém o contrario pode ser notado para a variavel
escolaridade, na qual o grupo controle obteve uma maior média de anos (9,59) do
gue no grupo alcoolista (5,34). O histérico familiar positivo e a frequéncia de habito

tabagista mostraram-se mais prevalentes no grupo alcoolista do que no controle.

Tabela 8: Caracteristicas clinicas e demograficas das amostras

Alcoolistas  Controles (95% IC) pa@

meédia £+ DP  média + DP
Idade (anos) 44,64 +17,6 48,9 +22,8 (1,05 -9,61) > 0,05
Escolaridade (anos) 534 +£3,7 9,59+49 (2,62 —5,87) < 0,05
Media de consumo de 353+199 007+025 (-3897--3152) <0,05
doses/dia

NA (%) NA (%) Correcao de Yates pP

Fumante 66 (58,4) 27 (23,6) (26,87) <0,05
N&o fumante 47 (41,6) 87 (76,4)
Historia familiar de
alcoolismo 79 (69,9) 41 (35,9) (24,90) < 0,05
Sem historia familiar de
alcoolismo 34 (30,1) 73 (64,1)

p2 = valor a partir do teste tindependente; pP= valor a partir do teste do qui-quadrado; DP = desvio padréo; IC =
intervalo de confianga; NA = nimero absoluto . # A média de consumo de bebidas por dia est4d em doses,
definido de acordo com o Instituto Nacional de Abuso do Alcool e Alcoolismo - (NIAAA) onde 1 dose éiguala 14g
de alcool (http://rethinkingdrinking.niaaa.nih.govVWhatCounts Drink/WhatsAstandardDrink.asp).
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5.1 POLIMORFISMO A-1438G NO GENE 5HT2A E ASSOCIACAO COM HABITO
ALCOOLISTA

A andlise dos dados apresentados na tabela 9, de acordo com a amostra
total de alcoolistas (h= 113) e controles (n= 114) revelou que a frequéncia dos
respectivos genotipos homozigoto selvagem (AA), heterozigoto (AG) e homozigoto
para o alelo polimérfico (GG) foram 14,15%, 44,24% e 41,6% nos pacientes
alcoolistas, respectivamente. As frequéncias para os controles foram 9,66%, 50,88%
e 39,47%, respectivamente. As frequéncias alélicas para o alelo G foram
semelhantes entre os grupos alcoolistas (63,7%) e controles (64,92%). Sobre esses
resultados foram aplicados o teste exato de Fisher e célculo da OR, aos quais nédo
foi possivel constatar diferenca significativa para concluir que o SNP poderia estar
associado com a caracteristica fenotipica investigada nesse estudo. Para este
polimorfismo, ambos os grupos estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela
10), pois ndo houve quaisquer desvios nas frequéncias genotipicas e génicas
(p>0,05).

Tabela 9: Distribuicdo genotipica e alélica dos alcoolistas e controles para o polimorfismo A-
1438G no gene 5HT2A

Genatipos/ Alcoolistas  Controles

p* OR (95% IC) P
Alelos
N=113 (%) N=114 (%)
5HT2A A-1438G
AA 16 (14,15) 11 (9,66) Referéncia 1 (Referéncia)
AG 50 (44,24) 58 (50,88) 0,28 0,59 (0,25 -1,39) 0,32
GG 47 (41,6) 45 (39,47) 0,51 0,72 (0,30 -1,71) 0,59
AG+GG 97 (85,8) 103 (90,3) 0,31 0,64 (0,28 — 1,46) 0,39
Alelos
A 82 (36,3) 80 (35,08) Referéncia 1 (Referéncia)
G 144 (63,7) 148 (64,92) 0,84 0,94 (0,64 —1,39) 0,86

p*= teste de probabilidade exato de Fisher; A= alelo selvagem; G= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo
confianca; Significancia estatistica (p< 0.05).
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Tabela 10: Analise do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo A-1438G no gene
5HT2A

X2 p
Alcoolistas 0,20 0,64
Controles 1,29 0,25

X2 = qui-quadrado; p=significAncia estatistica (p<0.05)

A tabela 11 apresenta as frequéncias dos gendtipos nos alcoolistas com
relato de histérico familiar positivo para abuso do alcool e alcoolistas sem relato de
histérico. Uma maior predominancia foi verificada para os genétipos GG e AG+GG
nos alcoolistas com histérico familiar positivo (GG: 45,6%; AG+GG: 87,3%) quando
comparado com alcoolistas sem histérico familiar (GG: 32,4%; AG+GG: 82,3%), no
entanto, tendo em vista o historico familiar ser um fator de risco para a dependéncia
do A&lcool, foi realizada a analise de associacdo para a distribuicdo destas
frequéncias, a qual ndo foi possivel detectar significancia estatistica para

suscetibilidade entre os grupos em relagdo ao habito alcoolista.

Tabela 11: Comparacdo da frequéncia do polimorfismo A-1438G no gene 5HT2A entre
alcoolistas em relagdo ao historico familiar

Com histérico Sem historico

Gendbtipos familiar familiar OR (95% IC) p
N =79 (%) N= 34 (%)
5HT2A A-1438G
AA 10 (12,6) 6 (17,6) 1 (Referéncia)
AG 33(41,8) 17 (50,0) 1,16 (0,36 — 3,74) 0,96
GG 36 (45,6) 11 (32,4) 1,96 (0,58 — 6,62) 0,44
AG + GG 69 (87,3) 28 (82,3) 1,47 (0,49 — 4,45) 0,68

A= alelo selvagem; G= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianc¢a; SignificAncia estatistica (p<
0.05).

Avaliando o SNP A-1438G em relacdo ao habito tabagista e tomando o
gendtipo AA como referéncia, resultados apresentados na tabela 12, observou-se
que a frequéncia dos gendtipos AG, GG e AG+GG no grupo de alcoolistas fumantes
foram respectivamente 40,9%, 42,5% e 83,3%, enquanto que no grupo de controles
fumantes as frequéncias para os respectivos genotipos foram 51,8%, 40,7%, 92,6%,

todavia, quando foi aplicado o teste da OR ndo se verificou associagdo com
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significancia estatistica para esta analise. Comparando apenas os individuos nao
fumantes para ambos o0s grupos foi percebido semelhanca nas frequéncias dos
gendtipos considerados de suscetibilidade entre os alcoolistas ndo fumantes (48,9%,
40,5% e 89,4%, respectivamente) e controles ndo fumantes (50,6%, 39% e 89,7%,

respectivamente), ndo apresentando significancia estatistica.

Tabela 12: Comparacdo da frequéncia do polimorfismo A-1438G no gene 5HT2A entre
alcoolistas e controles em relacdo ao habito tabagista

Alcoolistas Controles
Gendtipos fumantes fumantes OR (95% IC) p
N =66 (%) N =27 (%)
5HT2A A-1438G
AA 11 (16,6) 2(7,5) 1 (Referéncia)
AG 27 (40,9) 14 (51,8) 0,35 (0,06 —1,80) 0,34
GG 28 (42,5) 11 (40,7) 0,46 (0,08 — 2,43) 0,57
AG+GG 55 (83,3) 25 (92,6) 0,40 (0,08 —1,94) 0,40
Alcoolistas ndo Controles nao
Gendbtipos fumantes fumantes OR (95% IC) p
N =47 (%) N =87 (%)
5HT2A A-1438G
AA 5(10,6) 9(10,4) 1 (Referéncia)
AG 23 (48,9) 44 (50,6) 0,94 (0,28 — 3,13) 0,83
GG 19 (40,5) 34 (39,0) 0,99 (0,29 - 3,43) 0,76
AG+GG 42 (89,4) 78 (89,7) 0,96 (0,30 - 3,07) 0,80

A= alelo selvagem; G= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianc¢a; Significancia estatistica (p<
0.05).

5.2 POLIMORFISMO T102C NO GENE 5HT2A E ASSOCIACAO COM O HABITO
ALCOOLISTA

Ao investigar o polimorfismo T102C segundo exposto na tabela 13, as
frequéncias dos gendtipos TT, TC e CC no grupo de pacientes alcoolistas foram de
15,04%, 44,24% e 40,72%, respectivamente, enqguanto, no grupo controle as
frequéncias foram 9,66%, 49,12% e 41,23%, respectivamente, demonstrando um
padrdo semelhante sem diferenca significativa nessa distribuicio em ambos os
grupos (TC: p= 0,28, CC: p= 0,38, TC+CC: p= 0,23). A frequéncia do alelo C em
casos foi de 62,3% e em controles 66%, entretanto as diferencas ndo foram

comprovadas significativas pela analise estatistica (p= 0,55). Quando sobre esses
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achados foi aplicado o teste da OR ndo foi possivel encontrar resultado com
significancia estatistica para inferir que estes genotipos possam influenciar na
dependéncia do alcool em nossa amostra. O equilibrio Hardy-Weinberg manteve-se
para a variacao investigada em ambos os grupos (p>0,05) (Tabela 14).

Tabela 13: Distribuicdo genotipica e alélica dos alcoolistas e controles para o polimorfismo
T102C no gene 5HT2A

Gendtipos/ Alcoolistas Controles

p* OR (95% IC) P
Alelos
N=113 (%) N=114 (%)
5HT2A T102C
TT 17 (15,04) 11 (9,66) Referéncia 1 (Referéncia)
TC 50 (44,24) 56 (49,12) 0,28 0,57 (0,24 -1,35) 0,28
CcC 46 (40,72) 47 (41,23) 0,38 0,63 (0,26 -1,49) 0,40
TC+CC 96 (84,9) 103 (91,1) 0,23 0,60 (0,26 -1,35) 0,30
Alelos
T 84 (37,7) 78 (34,0) Referéncia 1 (Referéncia)
C 142 (62,3) 150 (66,0) 0,55 0,87 (0,59-1,29) 0,57

T= alelo selvagem; C= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confian¢a; SignificAncia estatistica (p<
0.05).

Tabela 14: Andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo T102C no gene
5HT2A

X2 p
Alcoolistas 0,31 0,57
Controles 0,94 0,32

x2 = qui-quadrado; p = significancia estatistica (p<0.05)

Semelhantemente ao realizado com o SNP A-1438G, as variaveis
demograficas como historico familiar e habito tabagista foram aplicadas com o
polimorfismo T102C em relacdo a dependéncia do alcool. Ao analisar o histérico
familiar (Tabela 15), foi observado uma maior prevaléncia dos gendtipos CC e
TC+CC nos alcoolistas com histérico familiar positivo (CC: 44,3% e TC+CC: 88,6%,

respectivamente), quando comparado aos alcoolistas sem histérico de abuso do
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alcool (32,4% e 76,5%), entretanto, sem diferenca estatistica levando em

consideracéo a suscetibilidade para o uso abusivo da substancia.

Tabela 15: Comparagdo da frequéncia do polimorfismo T102C no gene 5HT2A entre
alcoolistas em relac&o ao historico familiar

Com histérico Sem historico

Gendbtipos familiar familiar OR (95% IC) p
N =79 (%) N= 34 (%)
5HT2A T102C
TT 9(11,4) 8(23,5) 1 (Referéncia)
TC 35 (44,3) 15 (44,1) 2,07 (0,67 — 6,40) 0,32
CcC 35 (44,3) 11 (32,4) 2,82 (0,87 - 9,10) 0,14
TC+CC 70 (88,6) 26 (76,5) 2,39 (0,83 - 6,86) 0,17

T= alelo selvagem; C=alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; SignificaAncia estatistica (p<0.05).

Comparando os grupos de alcoolistas e controles com respeito ao habito
tabagista (Tabela 16), pode-se constatar diferencas nas frequéncias dos genotipos
TC, CC e TC+CC quando analisados os grupos de alcoolistas fumantes (TC: 43,9%,
CC: 455%, TC+CC: 89,3%) e controles fumantes (TC: 55,5%, CC: 37%, TC+CC:
92,6%), porém, tais diferencas ndo foram consideradas significativas nestes grupos.
Aos grupos que ndo apresentaram habito de fumar as diferencas nas frequéncias
encontradas ndo foram consideradas pertinentes do ponto de vista estatistico para

inferir qualquer associacdo com a dependéncia alcodlica.



Tabela 16: Comparacdo da frequéncia do polimorfismo T102C no gene 5HT2A entre

alcoolistas e controles em relacdo ao habito tabagista

Alcoolistas Controles
Gendtipos fumantes fumantes OR (95% IC) p
N =66 (%) N =27 (%)
5HT2A T102C
TT 7 (10,6) 2(7,5) 1 (Referéncia)
TC 29 (43,9) 15 (55,5) 0,55 (0,10 — 2,99) 0,76
CcC 30 (45,5) 10 (37,0) 0,85 (0,15 -4,81) 0,79
TC+CC 59 (89,3) 25 (92,6) 0,67 (0,13 -3,47) 0,93
Alcoolistas ndo  Controles néo
Genobtipos fumantes fumantes OR (95% IC) p
N =47 (%) N =87 (%)
5HT2A T102C
TT 6 (12,8) 9(10,4) 1 (Referéncia)
TC 23 (48,9) 41 (47,1) 0,84 (0,26 — 2,66) 0,99
CcC 18 (38,3) 37 (42,5) 0,72 (0,22 - 2,36) 0,82
TC+CC 41 (87,2) 78 (89,7) 0,78 (0,26 — 2,36) 0,89

T = alelo selvagem; C = alelo mutante; OR= odds ratio; IC = intervalo de confianga; SignificAncia estatistica (p<
0.05).

5.3 ANALISE DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

A analise do desequilibrio de ligacdo mostrou que os alelos para o SNPs A-
1438G e T102C estdo em forte desequilibrio (D= 0,86, r>= 0,73). Quatro haplotipos
foram construidos para essas variacdes nao apresentando diferenca significativa
entre o grupo alcoolista e controle. A frequéncia do haplétipo GC, na qual apresenta
os dois alelos de maiores frequéncias e logo, sdo os alelos considerados de
suscetibilidade, foi de 59,5% no grupo alcoolista e 60,1% no grupo controle, no

entanto, sem significancia estatistica (p= 0,99, 1.000 permutacdes) (Tabela 17).

Tabela 17: Frequéncias haplotipicas para os SNPs A-1438G e T102C do gene 5HT2A nos
grupos alcoolista e controle

Hapl6tipos  Alcoolistas (%) Controles (%) p p*
GC 59,5 60,1 0,90 0,99
AT 33,6 33,5 0,97 0,99
GT 3,2 3,6 0,79 0,99
AC 3,6 2,8 0,59 0,94

* Valor ajustado de p apds 1.000 permutacdes
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6. DISCUSSAO

Com base nos dados levantados em nosso estudo, decidiu-se avaliar a
associacdo dos polimorfismos A-1438G e T102C no gene 5HT2A com as
caracteristicas envolvidas no uso abusivo do alcool. Para isso, foram determinadas
as frequéncias de ambos os SNPs em uma amostra particular de 113 alcoolistas e
114 controles provenientes da regido norte do estado do Piaui, com a finalidade de
estabelecer uma correlacdo entre estes polimorfismos e a suscetibilidade a
dependéncia alcodlica. Até o nosso conhecimento esta é a primeira investigacao
realizada em uma populacdo do estado do Piaui para estes polimorfismos em
associacao com o fendtipo alcoolista, uma populacdo que é altamente miscigenada

e que pode ter frequéncias Unicas de polimorfismos genéticos.

6.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Diferencas significativas foram observadas quando se analisou as variaveis
demogréficas tanto do grupo caso como controle, variaveis essas como
escolaridade, média de consumo de alcool, histérico familiar, bem como héabito de
fumar. Tais achados corroboram com o0s resultados anteriormente publicados por
(VASCONCELOS etal., 2015).

Foi observada uma associacédo significativa entre escolaridade e uso do
alcool, constatando que na populacdo do estudo existe um maior indice de
individuos que bebem portando menor grau de instrucdo educacional do que nos
individuos controles. Estudos prévios confirmaram uma correlacdo positiva entre
nivel baixo de escolaridade e uso abusivo de bebidas alcodlicas, levando a inferir
que a diferenca de consumo nos grupos com grau de instrucdo diferenciado pode
ser resultado dos diferentes padrdes socioculturais para o habito alcoolista, fazendo
levar a implementacdo de uma ideia de uso do &lcool como evasdo do estresse
cotidiano ou para lazer momentaneo (FERREIRA et al., 2011; WRZOSEK EI al,,
2012; MORIKAWA et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2015).

Estudos com famiias foram importantes na observa¢do de que ha uma
maior predominancia para dependéncia em parentes de 1° grau, apresentando uma
predisposi¢cdo significativa de cinco a oito vezes maior em individuos que possuem

histérico familiar positivo para abuso comparado com individuos sem histérico
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familiar (MESSAS; FILHO, 2004). Nossos achados revelaram uma diferenca
estatisticamente significante quando foi analisado o histérico familiar entre 0os grupos
(p<0,05), indicando uma probabilidade para transmissdo herdavel de fatores
relacionados ao abuso do &lcool no grupo alcoolista.

O alcoolismo € uma caracteristica que apresenta herangca compartilhada
com o tabagismo, e muitos trabalhos comprovam forte associagao entre esses dois
fenétipos com atuacdo de genes relacionados a dependéncia e predisposicéo
elevada para o aparecimento de canceres, tais como cancer oral, cabeca e pescoco
(MADDEN et al., 2000; DOTTO-BAU, 2002; ANTUNES et al., 2013; URASHIMA et
al.,, 2013; MADANI et al., 2014). Observou-se em nossos resultados uma maior
prevaléncia de fumantes em alcoolistas quando se levou em consideracdo 0 grupo
controle, dado estatisticamente significante (p<0,05). Resultados semelhantes foram
encontrados em outros trabalhos (POLINA et al., 2009; VASCONCELOS et al.,
2015).

6.2 POLIMORFISMO A-1438G

O gene 5HT2A apresenta uma transicdo de A>G na posicao -1438 da regido
promotora que afeta a atividade transcricional do gene, diminuindo a quantidade de
RNAm, indicando que a baixa disponibilidade de receptores pode ocasionar uma
baixa atividade serotoninérgica no sistema de recompensa cerebral em individuos
com dependéncia ao alcool propiciando o surgimento de sintomas desagradaveis de
recorréncia a substancia (PARSONS et al., 2004). Existem evidéncias de que esse
polimorfismo pode estar associado com diferentes desordens psiquiatricas e abuso
de substancias como alcool e tabaco em todo o mundo (ONO et al., 2001; Ll et al.,
2006; FLOREZ et al., 2008; SAIZ et al., 2009; GONZALEZ CASTRO et al., 2013;
GHASEMI et al., 2018; FERREIRA GOMES et al., 2018).

Existe um ndmero muito limitado de estudos com esse polimorfismo
relacionado ao alcoolismo na populacdo brasileira (POLINA et al., 2009), e ndo ha
relatos de investigacbes epidemio-moleculares para essa variante associando a
dependéncia do alcool em uma amostra populacional do nordeste brasileiro, fazendo
dos resultados encontrados aqui consideraveis. No nosso trabalho, analisando a
amostra estudada, foram encontradas as frequéncias dos genotipos AA, AG e GG

de 14,15%, 44,24% e 41,6% em casos, respectivamente, e em controles de 9,66%,
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50,88% e 39,47%, respectivamente. As frequéncias do alelo G foram 63,7% e
64,92% para casos e controles, respectivamente. Subsequentemente, ndo foram
encontradas diferencas significativas nestas distribuicbes que possa levar a inferir
que a variante polimérfica esteja intrinsecamente relacionada com o alcoolismo em
nossa populacao (AG: p= 0,28, GG: p= 0,51; G: p= 0,84). Esses resultados séo
similares aos de Saiz e colaboradores (2009) utiizando uma populagdo de
alcoolistas espanhdis (162 alcoolistas e 420 controles), os quais ndo detectaram
associacao entre este SNP e a dependéncia do alcool (p= 0,138). Além disso, 0s
autores observaram no grupo caso as frequéncias de 19,1%, 53,7% e 27,2%,
correspondentes aos respectivos genétipos AA, AG e GG, e 21%, 48% e 31% no
grupo controle, respectivamente, mostrando uma tendéncia semelhante com as
observadas em nossa investigagéo.

As analises do SNP A-1438G quanto ao historico familiar e habito tabagista
nao evidenciaram diferencas significativas para os genétipos AG, GG e AG+GG, no
entanto, esse é o0 primeiro estudo desta variante em relacdo as caracteristicas
clinicas supracitadas com o alcoolismo em nossa amostra, na busca pelo
levantamento de frequéncias genotipicas e possivel associacdo, tornando nossos
achados importantes. Estudos prévios destacaram a importancia do histérico familiar
e habito de fumar com a dependéncia do alcool, mostrando que existe um
compartilhamento de ambos com uma maior suscetibilidade a individuos que ou
demonstram historico familiar positivo para uso abusivo do alcool ou apresentam
tabagismo (BERGGREN et al., 2003; UNDERWOOD et al., 2008; POLINA et al.,
2009; WRZOSEK El al., 2012).

As frequéncias de 14,15%, 44,24% e 41,6% encontradas em nosso estudo
no grupo alcoolista referentes aos gendtipos AA, AG e GG convergem as
encontradas em outro trabalho desenvolvido por Florez e colaboradores (2008) em
um estudo transversal com 90 individuos alcoolistas espanhois. Os autores
verificaram as frequéncias de 19,1%, 49,4% e 31,5% para os gendtipos supracitados
em ordem e ainda ndo encontraram diferenca significativa nessa distribuicdo que
levasse os pesquisadores a sugerirem possivel influéncia do SNP com o alcoolismo
(p=0,279), reforcando os resultados alcangados em nosso trabalho.

Por mais que nossos achados evidenciem falta de associacédo do SNP com
o fendtipo analisado, ndo se pode descartar a possibilidade do polimorfismo

influenciar na predisposi¢do ao abuso de substancias, como o abuso do alcool. Uma
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metanalise desenvolvida com estudos de associacdo de diferentes populacdes
mundiais indicou associagao positiva do polimorfismo A-1438G com alcoolismo
(OR= 1,52, IC= 1,16 — 1,98, p=0,0023) em individuos de origem europeia (246 casos
e 203 controles), inferindo que o SNP no gene 5HT2A pode contribuir com
suscetibilidade para desordens de abuso de substancias, particularmente a
dependéncia alcodlica (CAO et al., 2014). Semelhantemente, estudo dirigido por
Nakamura e colaboradores (1999), os quais exploraram uma possivel associacéo
direta entre o polimorfismo A-1438G e o alcoolismo em uma populacdo Japonesa
(225 alcoolistas e 361 controles), verificaram que o0 genétipo GG estava
influenciando na predisposicao a dependéncia do alcool (OR= 1,40, IC=1,11 — 1,78,
p=0,025). Com base nestes resultados, os autores levantaram a sugestdo de que
este  SNP pode influenciar no alcoolismo e subsequentemente, promover a
manutencdo do habito.

O alcoolismo compartilha de uma forte interacdo genética com o tabagismo,
com vias de metabolizacédo e de respostas relacionadas ao sistema nervoso atuando
na modulacdo dos efeitos associados a dependéncia (KOOPMANS et al., 1998).
Ramos Neto e colaboradores (2014) estudando o polimorfismo A-1438G com o
habito tabagista em uma populacdo do nordeste brasileiro (135 fumantes e 135
controles) observaram que a frequéncia do gendtipo GG foi 39,26% em casos e
37,77% em controles, por conseguinte, semelhante as frequéncias encontradas em
nosso trabalho (41,6% casos, 39,47% controles), tais autores ndo confirmaram a
evidéncia de que o SNP em questdo pudesse estar relacionado com o habito
tabagista (OR= 1,09, IC= 054 - 2,18, p=0,93). Em contrapartida, Polina e
colaboradores (2009) investigando uma populacédo de alcoolistas e fumantes no Sul
do Brasil (113 alcoolistas fumantes, 120 fumantes e 115 controles) observaram a
frequéncia do gendtipo GG para os trés grupos de 25%, 24% e 36%,
respectivamente, enquanto que a frequéncia do alelo G foi de 50%, 49% e 60%,
respectivamente. Estes autores sugeriram uma forte indicacdo de que o sistema
serotoninérgico esteja envolvido com a dependéncia ao tabaco e alcool logo apés
constatarem diferenca significativa na distribuicdo do genétipo GG (p= 0,01) e alelo
G (p= 0,04) pela comparacédo dos grupos estudados.

Dessa forma, os dados conflitantes podem ser explicados pela atuacéo de
fatores como diferencas étnicas na distribuicio destes gendtipos ou de uma

populagdo etnicamente heterogénea, visto que se encontram grandes variacdes nas
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frequéncias alélicas destes gendtipos entre os diferentes grupos populacionais
(NAKAMURA et al., 1999; SORLI et al., 2008; POLINA et al., 2009; SUN et al.,
2016). Além disso, as variacbes podem ser resultadas de interacdo com outros
genes, exposi¢cdes ambientais diferenciadas, bem como questbes socioecondmicas

e sociodemograficas.

6.3 POLIMORFISMO T102C

O polimorfismo T102C é responsavel pela diminuicdo da densidade de
receptores 5HT2A, principalmente em areas associadas com abuso de substancias,
conduzindo os individuos que abusam do alcool a procurar niveis anteriores de
recompensa (POLESSKAYA; SOKOLOV, 2002). Ao nosso conhecimento, nao
existem dados na literatura que reportam frequéncias genotipicas para o SNP
T102C em alcoolistas originados na populacdo brasileira, bem como esta é a
primeira investigacdo sobre a distribuicdo polimérfica deste SNP com a dependéncia
alcoodlica no nordeste brasileiro.

Neste estudo, observou-se que as frequéncias dos genétipos TT, TC e CC
entre casos foram de 15,04%, 44,24% e 40,72%, respectivamente, enquanto que
nos controles foram encontradas as frequéncias de 9,66%, 49,12% e 41,23% para
0os trés genotipos correspondentes ao l6cus de estudo, respectivamente. Estas
frequéncias mostraram um padrdo equivalente entre o grupo alcoolista e controle.
Dessa forma, nenhuma associacdo entre este polimorfismo e a suscetibilidade a
dependéncia do alcool foi detectada. No entanto, Ramos Neto e colaboradores
(2014) também realizaram o levantamento das frequéncias genotipicas para o SNP
exposto relacionando com o habito tabagista em uma populacdo do nordeste
brasileiro (135 fumantes e 135 controles) encontrando frequéncias similares as
obtidas em nosso trabalho. Os autores evidenciaram as frequéncias no grupo de
fumantes de 17,78%, 44,18% e 37,4% referente aos respectivos genotipos TT, TC e
CC, e no grupo de individuos ndo fumantes observaram frequéncias de 20%,
45,93% e 34%, respectivamente.

O histérico familiar e o tabagismo foram caracteristicas clinicas utilizadas
para investigar a associacdo do polimorfismo T102C com o uso abusivo do alcool,
sendo o primeiro estudo para a analise deste SNP com o alcoolismo em nossa

amostra populacional. O levantamento das frequéncias em ambas as analises nao
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mostrou diferencas significativas na distribuicdo dos genotipos TC, CC e TC+CC
entre 0s que apresentaram historico positivo ao abuso do alcool e os que nao tinham
relato familiar, bem como entre alcoolistas e controles fumantes e ndo fumantes.
Underwood e colaboradores (2008) por andlise de autdpsia de tecido cerebral de 25
alcoolistas (18 com historico positivo e 7 sem historico positivo), observaram que
entre estes grupos existia uma diferenca significativa da disponibilidade de
receptores 5HT2A (p<0,05), no entanto, quando os autores analisaram juntamente
com o polimorfismo T102C ndo encontram associacao significativa da variante
polimérfica com o decréscimo de receptores entre 0s grupos investigados (p>0,05),
corroborando com os resultados obtidos em nosso trabalho. Em outro estudo,
Berggren e colaboradores (2003) observaram que alcoolistas dependentes (37
homens) que usam nicotina de forma cronica demonstram uma neurotransmisséo
serotoninérgica reduzida quando comparados com alcoolistas nao fumantes,
indicando um compartilhamento de possiveis fatores genéticos ou ambientais para
os dois fendtipos, conduzindo a inferir que a nossa andlise entre alcoolistas e
controles fumantes e ndo fumantes foi considerdvel mesmo com a presenca
contrastante do resultado do trabalho anteriormente citado.

NOs encontramos as frequéncias do alelo C em casos e controles de 62,3%
e 66%, respectivamente, ndo sendo possivel observar diferenca significativa nessa
distribuicdo, demonstrando que o alelo polimorfico ndo estd associado com o
desenvolvimento do abuso do alcool nesta populagédo de estudo (OR= 0,87, IC= 0,59
- 1,29, p=0,57). Um estudo coordenado por Preuss e colaboradores (2000) também
ndo evidenciou associacdo significativa do alelo C para o comportamento suicida
entre uma populacdo de 150 alcoolistas e 115 controles provenientes da Alemanha
(OR= 1,09, IC= 0,65 — 1,63, p=0,90), fazendo os autores levantar um pressuposto de
que o alelo C ndo seria um marcador genético confiavel de desordens cerebrais em
alcoolistas dependentes, no entanto, destacaram que o0 Il6cus permanece
interessante de investigar em outras populagcdes tendo em vista seu papel no
sistema de recompensa cerebral. Neste mesmo trabalho, houve a observacdo das
frequéncias do alelo C de 53,7% e 54% em casos e controles, respectivamente.

As frequéncias do alelo C levantadas em nosso trabalho corroboram com de
outros realizados em populacbes caucasianas europeias. Cao e colaboradores
(2014) em uma metanalise desenvolvida com estudos de populacdo europeia

caucasiana (326 casos e 155 controles) encontraram a frequéncia do alelo C em
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casos de 63% e em controles 54%, indicando que a frequéncia da variante
demonstra-se prevalente na populacdo caucasiana e se aproxima da frequéncia
encontrada no presente estudo (62,3% e 66% em casos e controles,
respectivamente). Contrastante aos nossos resultados, a andlise realizada por estes
autores indicou evidéncia de associacdo para protecdo do alelo C com a
dependéncia do &lcool (OR= 0,70, IC= 0,54 — 0,91, p=0,0074).

Como mencionado, em nossos achados nao foi possivel detectar associacao
significativa nas distribuicbes genotipicas com o abuso do &lcool em nossa
populacdo, entretanto, estudos prévios obtiveram resultados de associacao
diferentes (JAKUBCZYK et al., 2012; WRZOSEK et al.,, 2012). Jakubczyk e
colaboradores (2012) em um estudo de associacao utilizando uma populagéo
masculina na Polbnia (209 alcoolistas) observaram que a frequéncia do genétipo CC
foi de 38,3%, mostrando-se semelhante a frequéncia encontrada em nosso trabalho
de 40,72%. Entretanto, os autores relataram forte associacdo de altos niveis de
impulsividade e o genétipo CC em pacientes que abusavam do alcool (p= 0,00126),
fazendo-os sugerir que fatores genéticos sdo importantes determinantes de
impulsividade comportamental de recorréncia a substdncia em individuos
dependentes, e que o sistema serotoninérgico mostra influéncia no estabelecimento
do seu nivel.

Equitativamente, Wrzosek e colaboradores (2012) investigando a influéncia
do SNP T102C em uma populacdo da Polénia com a dependéncia do &lcool (150
alcoolistas e 80 controles), levantaram a frequéncia do genétipo CC em casos de
37% e controles de 29%, assim como identificaram a frequéncia do alelo C em
casos de 63% e controles de 52%. As frequéncias adquiridas por tais autores
fortalecem os dados das frequéncias obtidas em nosso trabalho anteriormente
demonstradas. Contudo, é importante destacar que esse estudo desenvolvido por
Wrzosek e colaboradores (2012) encontrou diferengas significativas entre alcoolistas
dependentes e controles na distribuicdo tanto do gendtipo CC (p= 0,036) como do
alelo C (p= 0,025), erguendo a hipotese pelos autores de que a mutacdo pode
apresentar potencial funcdo de propensédo para o uso abusivo do alcool.

A serotonina € uma molécula que demonstra papel nas mudancas
relacionadas ao comportamento humano e logo, qualifica-se como um marcador de
propensdo genética para diversas desordens psiquiatricas (ARIAS et al., 2001).

Alteracdes no sistema serotoninérgico tém sido implicadas na patogénese do
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alcoolismo e do comportamento suicida, e este comportamento é mais reportado em
individuos que usam o alcool abusivamente (CORREA et al., 2007).

Du e colaboradores (2000) analisando o fenétipo de depresséo e suicidio em
uma populacdo caucasiana canadense (120 pacientes e 131 controles) verificaram
uma maior prevaléncia do genotipo CC no grupo caso (35%) do que no grupo
controle (18%), mostrando distincdo das frequéncias deste genoétipo em nosso
trabalho que foram de 40,72% em casos e 41,23% em controles. Outro ponto que
demonstrou uma dessemelhanca aos nossos achados € ao fato de terem
identificado diferenca significativa entre os grupos, indicando forte relacdo do
gendtipo CC com os fendtipos associados (p= 0,0016).

Os resultados divergentes discutidos aqui ndo sao ignoraveis podendo
considerar que existe a possibilidade de ocorrer diferencas nas frequéncias
genotipicas e alélicas para o SNP T102C em populacdes etnicamente distintas,
ressaltando a importancia de estudos que visam o conhecimento da distribuicdo da
variante polimorfica colocada. Além disso, a interacdo de outros polimorfismos
localizados em outras regides cromossdmicas associadas a manutencao do sistema
de recompensa, bem como fatores ndo genéticos e questbes relacionadas ao perfil

econdmico e social da populacdo podem promover a observacdo dessas diferencas.

6.4 DESEQUILIBRIODE LIGACAO

Com base no anteriormente citado, e em resultados prévios da literatura
(PREUSS et al., 2000; YOON et al., 2008; SAIZ et al., 2009; JAKUBCZYK et al.,
2012; WRZOSEK et al., 2012; RAMOS NETO et al., 2014) que demonstraram que
0S SNPs A-1438G e T102C estdo quase que completamente em DL, nosso estudo
semelhantemente avaliou em nossa amostra encontrando também um forte
desequilbrio de ligacdo entre os dois loci (D= 0,86, r’= 0,73). Obtivemos a
frequéncias do haplétipo composto pelos dois alelos polimérficos (GC) de 59,5% no
grupo alcoolista e 60,1% no grupo controle, no entanto, sem diferenca estatistica na
distribuicdo entre os grupos investigados (p=0,99). Observamos as frequéncias em
casos de 3,2% e em controles de 3,6% para o haplétipo GT, e para o haplétipo AC
as frequéncias em casos e controles foram de 3,6% e 2,8%, respectivamente,
ambas as distribuicbes para estes haplotipos sem diferenca estatisticamente

significativa (p=0,99, p= 0,94, respectivamente). Ramos Neto e colaboradores (2014)
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com uma populacdo de fumantes e controles proveniente do estado do Piaui
detectaram um moderado desequilibrio de ligacdo pela andlise dos dois SNPs aqui
expostos (D= 0,79, r’= 0,57), todavia é importante ressaltar que 0s mesmos
encontraram as frequéncias do haplétipo GC em casos de 56,3% e controles de
50,8%, sem constatacdo de diferenca significativa entre os grupos (p= 0,59),
corroborando com os resultados observados em nossa pesquisa. Vale salientar que
as frequéncias do haplétipo GT em casos foram de 4,0% e em controles foi 10%,
enquanto que as frequéncias do bloco haplotipico AC foi de 3,3% e 6,3% em casos
e controles, respectivamente.

Saiz e colaboradores (2008) analisando uma populacdo de espanhéis (99
pacientes e 420 controles) quanto ao fendtipo obsessivo compulsivo identificaram
um completo desequilibrio de ligacdo entre os SNPs A-1438G e T102C (D= 1,00).
Em contraste, os autores ndo realizaram a analise dos blocos haplotipicos com a
doenca investigada, o que torna os achados adquiridos em nosso trabalho um
diferencial cientifico.

Em nosso estudo foi demonstrada a avaliacdo dos SNPs separadamente
mesmo com o conhecimento do forte DL que possuem, entretanto, outros trabalhos
mostram maneiras divergentes de analise das apresentadas em nossa pesquisa.
Ono e colaboradores (2001) investigando o fendtipo suicida com uma amostra
constituida por individuos de origem japonesa (151 casos e 163 controles)
identificaram os gendétipos do polimorfismo T102C em todas as amostras e
certificaram que o SNP A-1438G estava quase que em completo desequilibrio de
ligacdo, com analise estatistica apenas para o SNP T102C. De igual modo, Segman
e colaboradores (2001) em uma amostra de israelitas esquizofrénicos (59 casos e
96 controles) tiveram a mesma conduta, identificando um forte desequilibrio com o
A-1438G, conduzindo o0s autores a analisarem molecularmente os dois
polimorfismos com abordagem estatistica somente para o T102C.

Praticamente, ndo existem dados na literatura que demonstrem a
associacao haplotipica dos polimorfismos A-1438G e T102C com o alcoolismo em
uma populacdo brasileira e, grande parte dos trabalhos realizados com estas
variantes polimorficas sdo desenvolvidos separadamente e associadas com outros
fenétipos de abuso e desordens psiquiatricas (DO PRADO-LIMA et al., 2004;
CORDEIRO et al., 2009; POLINA et al., 2009; CORREA et al., 2007; SILVA et al.,
2017; FERREIRA GOMES et al., 2018). Portanto, a comparacdo de blocos
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haplotipicos em nossa investigacdo culminou ndo apenas em convergir com dados
j& presentes na literatura confirmando o forte desequilibrio de ligagdo em diferentes
populacdes, como também favoreceu a associacao destes blocos com o alcoolismo,
que mesmo ndo evidenciando influéncia com o fenétipo, estimula outros estudos a
serem realizados utilizando a mesma abordagem a fim de conseguir dados mais
refinados na populagdo do nordeste brasileiro e ou em outras populacdes de carater
miscigenado.
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7. CONCLUSAO

Nessa investigacao foi possivel estimar as frequéncias genotipicas e alélicas
de ambos os polimorfismos A-1438G e T102C em uma populacdo do nordeste
brasileiro. As frequéncias dos alelos G e C em casos foram de 63,7% e 62,3%,
respectivamente, em seguida, controles mostraram frequéncias de 64,92% e 66%
para 0s respectivos alelos. Tais frequéncias demonstraram padrédo semelhante das
observadas em estudos com outras populagcbes caucasianas, tais como europeia e
brasileira.

Interpretando os resultados obtidos apdés a andlise estatistica das
frequéncias genotipicas e alélicas, ndo encontramos associacao com a dependéncia
alcodlica e os polimorfismos investigados, pois ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os individuos dependentes e os controles para
inferir suscetibilidade ou protecéo ao alcoolismo em nossa amostra.

A andlise das caracteristicas demogréaficas revelou que o uso abusivo do
alcool pode estar relacionado com o histérico familiar e habito tabagista (p<0,05).
Porém, ndo se constatou associacdo significativa dessas variaveis com 0s genotipos
AG, GG e AG+GG, bem como TC, CC e TC+CC. E importante destacar que as
associacdes com as variaveis clinicas relacionadas ao alcoolismo para os SNPs
estudados ndo foram abordadas na literatura, tornando esse trabalho inédito.

A falta de associacdo dos polimorfismos A-1438G e T102C n&o impossibilita
0s mesmos de estarem envolvidos com caracteristicas relacionadas ao
comportamento aditivo. Apesar das limitac6es impostas pelo nimero amostral e dos
resultados controversos da literatura cientifica, este estudo é de grande utilidade
para realizacdo de outras pesquisas no que concerne ao papel genético do
alcoolismo e também contribui para a compreensdo dos aspectos associados ao
perfil alcoolista piauiense, o que pode colaborar para abordagens especificas no

combate ao problema do alcoolismo nesse estado.
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Av. Sao Sebastido, 2819. Reis Velloso, CEP: 64204-035 — Parnaiba-PI
Fone: (86) 3315 — 5510 / Fax: (86) 3315 — 5510

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estudo Citogenético e Molecular em Alcoolistas do Estado do Piaui

Pesquisadores responsaveis: Profa. Dra. Renata Canalle e Prof. Dr. Fibio José Nascimento Motta

Instituicdo: Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso

Pesquisadores participantes: Profa. Dra. France Keiko Nascimento Yoshioka, Prof. Dr. Giovanny Rebougas Pinto
Telefones para contato (inclusive a cobrar): (86) 9939-7757 / 9921-9489 / 3323-5963

E-mail: recanalle @ufpi.edu.br; motta@ufpi.edu.br

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntdrio, em uma pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar
ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisao. Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsdvel pelo
estudo qualquer divida que vocg tiver. Apés ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsdvel.
Em caso de recusa vocé nao serd penalizado(a) de forma alguma.

Uma vez que o dlcool constitui um grave problema a saide, estamos desenvolvendo um estudo para obter um maior
conhecimento clinico e cientifico de fatores genéticos e ambientais relacionados com a dependéncia ao dlcool e
predisposi¢cao a doencas decorrentes do alcoolismo em uma populacdo do Estado do Piaui, e verificar se o consumo de
bebidas alcodlicas provoca algum dano ao material genético. Por meio desta pesquisa é possivel conhecer melhor os
mecanismos da dependéncia, das doencas decorrentes e os danos provocados no material genético e, portanto, oferecer
novas possibilidades de prevengio, diagnéstico e tratamento. Para a realizacdo deste estudo € necessdrio fazermos uma
comparacdo entre pacientes etilistas e pessoas sauddveis que nao consomem bebidas alcodlicas, as quais serdo utilizadas
como grupo controle. Este estudo € realizado utilizando amostras de sangue periférico de individuos alcoolistas admitidos
para tratamento e acompanhamento em Instituicoes Municipais e Estaduais de assisténcia aos usudrios de dlcool e Hospitais
da regido de Teresina e Parnaiba, no estado do Piauf, assim como de individuos sauddveis voluntdrios nao etilistas.

Para os exames genéticos precisamos de uma amostra de sangue periférico, que serd obtido com uma seringa (como para
um exame de sangue), sendo este (possivel dor da picada da agulha) o tnico desconforto a que serd submetido, ndo
apresentando, portanto, nenhum risco a sua saide. Todo o procedimento experimental serd realizado no laboratdrio,
utilizando somente o sangue. O uso deste material nao implicard riscos adicionais para vocé, nem exigird que se submeta a
qualquer procedimento adicional, e ndo serd utilizado para diagnéstico. Os resultados deste estudo serdo tteis para
avaliarmos quais condi¢des relacionadas ao alcoolismo sdo encontradas na populagdo do Estado do Piaui.

Este projeto prevé o armazenamento das amostras coletadas para estudos futuros, que possam mostrar a tendéncia da
populacdo do Estado do Piaui em manifestar doengas decorrentes do alcoolismo. A realizagio desse projeto nao terd custos
e nem riscos aos voluntdrios. Além disso, fica garantida a manuten¢do de sigilo, por parte dos pesquisadores, sobre a
identificac@o dos voluntdrios que decidirem colaborar com esse projeto de pesquisa.

Todo o material colhido e usado nesta pesquisa serd identificado no laboratério por cédigo formado por nimeros e letras e,
portanto, sua privacidade e identidade serdo preservadas. A eventual inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica serd
feita de modo a manter o anonimato do paciente ou individuo controle.

Concordando em participar desta pesquisa e com o uso deste material, do modo descrito, vocé responderd ao questiondrio
para coleta de informagdes e cadastro, como dados de identificacdo (nimero do prontudrio, nome do paciente, diagnéstico
principal), informagdes gerais (etnia, sexo, data de nascimento, idade, endereco, profissdo), histéria de Tabagismo, histéria
de Etilismo, histéria familiar.
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Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais dividas, bem como a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo
sem que isso traga prejuizo ao seu acompanhamento e tratamento quando necessarios.

Asseguramos o compromisso de proporcionar informagdo atualizada durante o estudo, ainda que esta possa afetar a sua
vontade de continuar participando, e que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo or¢amento da pesquisa.

Se vocé ndo concordar em permitir o uso deste material para pesquisa, sua decisdo ndo influenciard, de nenhum modo, o
seu tratamento e acompanhamento.

Vocé receberd uma cépia deste documento.

Consentimento da participacio da pessoa como sujeito

Eu, RG / CPE / n° de
prontudrio , abaixo assinado, concordo em participar do estudo, como sujeito. Fui suficientemente
informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo intitulado “Estudo
Citogenético e Molecular em Alcoolistas do Estado do Piaui”. Eu discuti com o(a) Dr(a). Renata Canalle ou Fibio José
Nascimento Motta sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagio € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento neste Servigo.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacio de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em participar
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:
RG: Assinatura:
Nome:
RG: __ Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou
representante legal para a participagdo neste estudo.

Parnaiba, / /
Profa. Dra. Renata Canalle Prof. Dr. Fibio José Nascimento Motta
Pesquisadora responsével Pesquisador responsdvel

Observacoes complementares

Se vocé tiver alguma considerac@o ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitdrio Ministro Petronio Portella - Bairro Ininga
Centro de Convivéncia L09 e 10 - CEP: 64.049-550 - Teresina - PI

tel.: (86) 3215-5734 - email: cep.ufpi @ufpi.br web: www.ufpi.br/cep
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FORMULARIO DE CADRASTRO DE PACIENTES (CASOS E CONTROLES)

1- Dados de Identificacio
N° do prontudrio no hospital

Nome do Paciente.

Unidade de Satde,

Paciente () Internado
2- Informacdes Gerais
Data da entrevista

Coleta de sangue

() Ambulatorial

( )Nio

( )CAPS-AD

() Controle

De inicio quero agradecer o(a) senhor(a) por participar deste estudo. N6s estamos conduzindo um estudo com finalidade de esclarecer se
determinadas caracteristicas e hdbitos de homens ¢ mulheres podem ter relagio com algumas doengas decorrentes do alcoolismo e tabagismo.
Eu farei vérias perguntas cujas respostas serdo registradas neste caderno. Devo dizer que tudo o que o (a) senhor (a) responder na entrevista
serd estritamente confidencial ¢ as informagdes colhidas das indimeras pessoas que irdo participar do estudo serdo usadas apenas em relatos
cientificos, sem nenhuma identificagio pessoal. Os possiveis beneficios deste estudo dependem de que as respostas sejam as mais reais
possiveis. Por favor, pergunte se ndo entender o significado de alguma questio. A qualquer momento o(a) senhor(a) pode se recusar a
continuar ou a responder perguntas especificas. Além do questiondrio o estudo inclui a coleta de uma amostra de sangue. Se houver

necessidade de entrar em contato com o(a) senhor(a), poderia fornecer seu endereco e telefone?

Endereco:
Bairro:
Cidade:
CEP:
Telefone:

Podemos comegar? O (A) Sr(a) poderia assinar essa folha de consentimento?

1- Sexo:
( )Masculino
( ) Feminino

() Prefere ndo declarar

2- Data de nascimento:

3- Idade:

4- Peso:

5 E a:

6- Cor referida:

7- Qual a sua etnia?

()branco
() mulato

( )negro

( )oriental
()indigena
( )outra

8- Em que cidade/estado/pais o (a) Sr

(a) nasceu?

QUESTIONARIO

9- Qual a cidade o(a) Sr(a) mora e ha

quanto tempo?

10- Qual a cidade/estado/pais que seus

pais nasceram?

11- Escolaridade:

() ndosabe lere escrever
() 1" grau incompleto
() 1" graucompleto
()2 grau incompleto
()2 grau completo

() Superior incompleto
() Superior completo

12- Qual a profissiio do(a) Sr(a)?
(aquela que exerceu/ou exerce por
mais tempo):

13- Por quanto tempo exerceu/ ou
exerce esta profissao? (anos):

14- Faz uso de algum medicamento?
( )Nio ( ) Sim

Qual?

15 — Quais dessas doencas ji foram
diagnosticadas no(a) senhor(a)?

) Doengas cardiacas ou vasculares

) Bronquite cronica

) Asma

) Enfisema pulmonar

) Osteoporose

) Doenga no figado

) Lesoes dos tecidos da boca e dos
ldbios

) Doenga no pancreas

) Cirrose hepitica

) Pancreatite

) Tem alguma alteragio na
sensibilidade dos pés

) Diabetes

() Hanseniase

() Gastrite

() Cancer.
Qual?

() Nenhuma
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16 — Alguém na familia sofre ou sofreun
de alguma dessas doencas? (Tipo de
familiar)

) Doengas cardiacas ou vasculares

) Bronquite cronica

) Asma

) Enfisema pulmonar

) Osteoporose

) Mortalidade neonatal

) Lesoes dos tecidos da boca e dos
ldbios

() Sindrome do dlcool em recém-
nascidos de gestantes que bebem

) Doenca no figado

) Doenga no pancreas

) Cirrose hepdtica

) Pancreatite

) Alguma alteragao na sensibilidade
dos pés

) Diabetes

) Hanseniase

) Gastrite

) Céncer.
Qual?

() Nenhuma

~ e~~~

(
(
(
(

17 - Com que idade foi feito o
diagnéstico de cincer?

18 - O familiar citado era/é alcoolista
ou tabagista?

() sim, alcoolista
() sim, tabagista
() sim, ambos
() ndo

19- Que idade vocé tinha quando
experimentou alguma bebida alcodlica
pela primeira vez (anos)?

20- Qual a bebida alcodlica que vocé
usa ou usou com mais frequéncia?

() cerveja, chope

() vinhos

() cachaga, pinga

() ufsque, vodka, conhaque
( )outras

21 - Com qual frequéncia o(a)
senhor(a) consome/consumia bebidas
alcéolicas?

) Todos os dias

) cinco a seis dias por semana

) Ttrés a quatro vezes por semana

) Uma ou duas vezes por semana

) De uma a trés vezes ao més

) Algumas vezes ao ano

) Consumiu uma vez ha mais de 12
meses.

() Nunca bebeu

22 - Quando o (A) senhor(a) costuma
beber (ou bebia)?

) nas refei¢des

) entre as refei¢Ges

) aos finais de semana
) ndo tinha hordrio

) ndo sabe

23 — Ha alguém mais que ingere
bebidas alcoélicas em sua casa?

) Pai

) Avoe

) Madrasta
) Mae

) Avo

) Irmédo

) Padrasto
) Outro
) Néo ha

24 - Com qual idade comecou a ingerir
bebidas alcéolicas regularmente?

() Menos de 10 anos de idade

() Entre 10 anos e 13 anos de idade
() Entre 14 anos ¢ 16 anos de idade
() Entre 17 anos ¢ 19 anos de idade
() Com 20 anos de idade ou mais
() Nao bebi regularmente.

25 - Qual a quantidade de bebidas
alcodlicas vocé ingere/ingeria por dia
(copo, garrafa, lata)?

26- No tltimo ano quantas vezes vocé
ficou alcoolizado (tomou um porre)?

() naose aplica

() todos os dias

() 5-6dias/semana

() 3-4 dias/semana

() 1-2 dias/semana

() de 34 dias/més

() de 1-2 dias/més

() menos que 1 vez/més

27- No tltimo més quantos dias vocé
bebeu?

28 - Qual a idade que vocé parou de
beber?

29- Quando comecou a notar
dependéncia alcéolica?

30 — Qual foi 0 seu tempo de consumo
pesado de dlcool?

31 - Quantas vezes tentou deixar de
ingerir bebidas alcéolicas?

() Umavez

() Duas vezes

() Mais de duas vezes
() Nunca tentei

32- Se vocé ingeria bebidas alcéolicas
e parou, hi quanto tempo esti sem
beber?

() Menos que 6 meses

() Mais que 6 meses ¢ menos que 1
ano

() Maisde 1 ano
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33 - Dos sintomas de abstinéncia
abaixo citados, quais vocé sentiu no
periodo em que esteve sem ingerir
bebidas alcéolicas?

) Tremor nas mios

) Insdnia

) Ansiedade

) Nervosismo/irritagao

) Dor de cabega

) Teve alucinagoes

) Outros

) Nio teve sintomas de abstinéncia

o

34- Faz uso de outra droga?

) cigarro

) maconha
) crack

) cocaina

) heroina

) solventes

(
(
(
(
(
(

35- O(a) Senhor (A) é fumante?
( )Nao () Sim

36- Que idade vocé tinha quando
fumou pela primeira vez (anos)?

37 - Com qual idade comecou a fumar
regularmente?

() Menos de 10 anos de idade

() Entre 10 anos e 13 anos de idade
() Entre 14 anos e 16 anos de idade
() Entre 17 anos e 19 anos de idade
() Com 20 anos de idade ou mais
() Nao fumo regularmente.

38- Com que freqiiéncia o (a)
senhor(a) fuma?

() Diariamente

( )Algumas vezes por semana

() S6nos fins de semana

() Algumas vezes a0 més

() Algumas vezes ao ano

() Faz mais de um ano que nio fumo

39- Qual a quantidade de cigarros
vocé fuma por dia?

() Menos de uma carteira
() Uma carteira
() Duas carteiras ou mais

40- Apés acordar quanto tempo vocé
demora para fumar o primeiro
cigarro do dia?

41 -Se vocé fumava e parou, hi
quanto tempo esti sem fumar?

() Menos que 6 meses

() Mais que 6 meses e menos que |
ano

( )Mais de 1 ano
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MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI \\\\'\l,/,///
Conselho Nacional de Saude Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao =
Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa | Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFPI — UFPI
(CONEP) REGISTRO CONEP: 045 //////u\\\\\

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFPI, reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: Estudo Citogenético e Molecular em Alcoolistas do estado do Piaui
CAAE (Certificado de Apresentacao para Apreciacao Etica): 0234.0.045.000-10
Pesquisador Responsavel: Renata Canalle

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos de acordo com as
Diretrizes estabelecidas na Resolugcao 196/96 e complementares do Conselho Nacional
de Saude. Toda e qualquer alteragdo do Projeto, assim como 0s eventos adversos
graves, deverdo ser comunicados imediatamente a este Comité. O pesquisador deve
apresentar ao CEP:

Agosto/2011 Relatorio parcial
Agosto/2012 Relatorio final

Os membros do CEP-UFPI nao participaram do processo de avaliagao dos projetos onde
constam como pesquisadores.

DATA DA APROVAGAO: 10/09/2010

Teresina, 14 de Setembro de 2010.

A A
Prof.@osﬁnaﬂﬁé“da Silva

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI
COORDENADOR

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI - Campus Universitdrio Ministro Petronio Portella - Centro de Convivéncia L09 e 10
Bairro Ininga - 64.049-550 - Teresina - PI Tel: 0 xx 86 3215-5734 — email: cep.ufpi @ufpi.br — web: www.ufpi.br/cep
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ANEXO Il — PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE SANGUE

TOTAL

Kit Wizard comercial Promega — 300 pl de sangue total

Solucbes e material:

- Kit Wizard de extracdo DNA - descartes para ponteiras (com

- eppendorf de 1,5 mL alcool 70%)

- vortex - suporte para eppendorfs

- micropipetador P1000 - papel toalha

- isopropano| - miCrocentringa

- ponteiras P1000 (azul) - tubo vaccutainer, seringa e agulha
- etanol 70% para coleta de sangue

1. Em um eppendorf de 1,5 mL, acrescentar 900 ul de solugédo de lise celular.
2. Acrescentar o sangue (300 pl). Inverter de 5 a 6 vezes.

3. Incubar por 10 minutos em temperatura ambiente (inverter por 2 a 3 vezes
durante a incubacdao).

4. Centrifugar a 13.000 rpm por 20 segundos a temperatura ambiente.

5. Descartar o sobrenadante (deixar aproximadamente10 a 20 pl).

6. Vortex para soltar as células brancas do fundo (10 a 15 segundos).

7. Adicionar solucdo de lise de nucleo (300 pl) e divulsionar 5 a 6 vezes com
micropipeta ou porinverséo. A solugcdo deve ficar viscosa. Se ficarem grumos,
incubar a 37°C por 1 hora.

8. Adicionar solugdo de precipitacdo de proteinas (100 pl) e colocar no vortex
por 10 a 20 segundos. Pequenos grumos de proteinas serao visiveis.

9. Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos.

10. Transferir o sobrenadante para um tubo limpo contendo 300 pl de
isopropanol.

11. Misturar gentilmente por inversao.

12. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente.

13. Retirar o sobrenadante (pode inverter).

14. Lavar em etanol 70% (500 pl).

15. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.
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16. Retirar o sobrenadante, inverter o tubo em papel absorvente e deixar secar
(10-15 minutos).

17. Adicionar a solucdo de re-hidratacdo de DNA e incubar a 65°C por uma hora
ou em temperatura ambiente (ou 4°C) overnight.

18. Estocar a 2-8°C.
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