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RESUMO

O alcoolismo é uma doenca que abrange todas as classes sociais e sem restricbes de
idades para o inicio do habito em ingerir bebidas alcodlicas. O uso do alcool de forma
exagerada e ao longo do tempo compromete a salude por um conjunto de fendbmenos
comportamentais, cognitivos e fisiol6gicos. O Brasil tem um aumento do consumo abusivo
de bebidas alcodlicas sendo 30% das internacBes hospitalares de pacientes com
dependéncia alcodlica (DA). A variacao individual na DA esta relacionada a fatores de risco
genéticos, e essa arquitetura genética de susceptibilidade a DA pode ser definida como (1) o
namero de genes envolvidos, (2) a variagcdo interindividual nesses genes, e (3) a magnitude
e natureza dos seus efeitos genéticos especificos. Uma porcdo de 17 genes estao
relacionadas com o metabolismo alcodlico, e esses genes sdo classificadas por genes do
metabolismo, gene de proteina de transmembrana, gene do reparo de DNA, genes dos
neurotransmissores sinapticos. O objetivo do trabalho é verificar a susceptibilidade genética
de genes do alcoolismo e a prevaléncia na populacdo brasileira no desenvolvimento da
etiologia de DA e responder a questdo central desse trabalho “Existe susceptibilidade
genética a dependéncia do alcool na populagao brasileira?”, e com isso também, trazer uma
reflexdo para estratégias de medidas de politicas publicas de salde no pais e orientar os
futuros estudos de variacBes genéticas de uma populagdo alcoolista. A revisdo sisteméatica
(RS) colabora com essa estratégia de estudo em resumir as evidéncias cientificas por meio
de bancos de dados, seguindo uma metodologia por meio de protocolo desenhado para
limitar o estudo e identificar as pesquisas de genes associados ao alcoolismo na populacdo
brasileira. A busca de artigos por meio de bancos de dados resultou em um total de 2.229
artigos, em seguida 158 duplicatas foram removidas e 1.942 artigos excluidos. E 129 artigos
foram avaliados por critérios de elegibilidade sendo removidos, em seguida, 114 artigos
apos essa avaliacdo. Esse trabalho avaliou criteriosamente 15 artigos e uma dissertacao
dentro dos critérios elaborados pelo protocolo da RS. Os resultados abrangem quatro
estados brasileiros com popula¢gbes alcoolista, e os genes estudados, sédo eles: Piaui,
Goias, Sao Paulo e Rio Grande do Sul. Sendo que cinco genes tém risco aumentado para o
alcoolismo quando comparados com o grupo controle, enquanto, trés genes tém fator de
protecdo. A metanalise foi realizada com trés trabalhos incluidos na RS do gene de
metabolismo GSTP1 polimorfismo rs1695 e sugere que pelo grafico de forest plot dos
modelos de comparagdo de gendtipos ndo demonstrou significancia estatistica, o qual, o
polimorfismo (Val) ndo tem o papel significativo na susceptibilidade ao alcoolismo na
populacdo brasileira. Esse trabalho conclui na importadncia de investigar o peso das
evidéncias no que diz respeito as variacdes genéticas associadas com o uso abusivo do
alcool no Brasil.

Palavras-chave: Abuso de alcool. Dependéncia alcodlica. Susceptibilidade genética.
Populacao brasileira. Revisao sistematica.



ABSTRACT

Alcoholism is a disease that encompasses all social classes and has no age restrictions for
the onset of the habit of drinking alcoholic beverages. The excessive use of alcohol and over
time compromises health through a set of behavioral, cognitive and physiological
phenomena. Brazil has an increase in the abusive consumption of alcoholic beverages, with
30% of hospital admissions of patients with alcohol dependence (AD). Individual variation in
AD is related to genetic risk factors, and this genetic architecture of AD susceptibility can be
defined as (1) the number of genes involved, (2) the inter-individual variation in these genes,
and (3) the magnitude and nature of its specific genetic effects. A portion of 17 genes are
related to alcohol metabolism, and these genes are classified by metabolism genes,
transmembrane protein gene, DNA repair gene, synaptic neurotransmitter genes. The
objective of the work is to verify the genetic susceptibility of alcoholism genes and the
prevalence in the Brazilian population in the development of the AD etiology and to answer
the central question of this work “Is there a genetic susceptibility to alcohol dependence in
the Brazilian population?”, and with that too , to bring a reflection to measures strategies for
public health policies in the country and to guide future studies of genetic variations in an
alcoholic population. The systematic review (SR) collaborates with this study strategy by
summarizing the scientific evidence through databases, following a methodology through a
protocol designed to limit the study and identify research on genes associated with
alcoholism in the Brazilian population. Searching articles through databases resulted in a
total of 2,229 articles, then 158 duplicates were removed and 1,942 articles excluded. And
129 articles were evaluated by eligibility criteria being removed, then 114 articles after that
evaluation. This work carefully evaluated 15 articles and a dissertation within the criteria
elaborated by the RS protocol. The results cover four Brazilian states with alcoholic
populations, and the genes studied are: Piaui, Goias, Sdo Paulo and Rio Grande do Sul.
Five genes have an increased risk for alcoholism when compared to the control group, while
three genes have a protective factor. The meta-analysis was performed with three works
included in the RS of the GSTP1 metabolism gene rs1695 polymorphism and suggests that
the forest plot graph of the genotype comparison models did not demonstrate statistical
significance, which the polymorphism (Val) does not play a significant role in for susceptibility
to alcoholism in the Brazilian population. This work concludes on the importance of
investigating the weight of evidence regarding the genetic variations associated with the
abusive use of alcohol in Brazil.

Keywords: Alcohol abuse. Alcohol addiction. Genetic susceptibility. Brazilian population.
Systematic review.
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1 INTRODUCAO

A dependéncia do alcool (DA) é definida por um conjunto de fendmenos
antropoldgicos, culturais, comportamentais, cognitivos e fisiolégicos que ao longo do
tempo afetam o desejo de consumo e dificultam o controle do consumo de &lcool
(DSM-V, 2014; OMS, 1992), tem como uma de suas causas, fatores como riscos
genéticos que envolvem varios genes associados ao metabolismo do alcool (CLARK,
2006; RAMOZ, 2006).

A DA é uma doenca que abrange todas as classes sociais e sem restricoes
de idades para o inicio do habito em ingerir bebidas alcodlicas. O uso de forma
exagerada compromete a saude o que pode acarretar uma variedade de patologias
associadas a DA, tais como: cirrose hepatica, pancreatite aguda e crbénica, doencas

cardiovasculares e disfungdes fisiologicas e neuroldgicas (MAFFEI, 2002).

O Brasil é uma populagdo multiétnica e intercultural que faz com que o habito
do uso de bebidas alcodlicas seja comum em grande parte do pais. Assim como no
mundo, o Brasil tem um aumento do consumo abusivo de bebidas alcodlicas, ou seja,
cerca de 30% das internacdes hospitalares sdo de pacientes com DA e patologias
associadas (CLARK, 2006; RAMOZ, 2006).

Uma fracdo de genes estdo relacionadas ao metabolismo alcodlico e que
desempenham um papel importante na dependéncia do alcool, e esses genes sao
responsaveis por apenas uma pequena propor¢cdo da variagdo genética (HARTZ;
BIERUT, 2010; HUANG, 2010; OSBY, 2010). Dessa forma, o estudo da
susceptibilidade genética na populacao brasileira € plausivel e deve ser realizado para
gerar dados uteis na proposicdo de medidas e estratégias de saude publica, que

visem o controle do consumo abusivo do alcool.

Os genes associados ao alcoolismo sdo classificados por (1) genes do
metabolismo, o que incluem as enzimas metabolizadoras de fase | (GATTAS, 2005;
LEWIS, 1998) e as enzimas metabolizadoras de fase Il (HOMRICH, 2006; LANDI,
2000), (2) gene de proteina de transmembrana (LYON, 2003), (3) genes do reparo do
DNA (MAFFEI, 2000; BLASIAK et al., 2000), (4) genes dos neurotransmissores
sinapticos (SABOL, 1998; CRAIG, 1998; MIGNONE, 2002; NOBLE, 2000; PAREDES,
2013; PARSONS, 2004; SUN, 2002; HEILS, 1996). Sendo assim, permite o estudo da
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susceptibilidade genética do alcoolismo e das frequéncias alélicas e genotipicas na

populacdo brasileira sob a ferramenta da revisdo sistematica e metanalise.

A revisao sistematica (RS) segue critérios rigorosos em buscas de evidéncias
cientificas. No presente estudo, RS foi usada para avaliar a evidéncia de associacéo
entre as variantes polimorficas e a susceptibilidade humana a DA (LIBERATI, 2009;
HIGGINS, 2011; ROEVER; ZOCCAI, 2015; GREEN, 2005). Os resultados dos artigos
incluidos na RS foram submetidos a metanalise para estimar o tamanho do efeito de
um mesmo polimorfismo no consumo de alcool entre usudrios frequentes e seus

controles.

Desse modo, destaca-se a necessidade de avaliar os genes associados a DA
na populagdo brasileira verificando a susceptibilidade genética. Nesse contexto, o
trabalho se prop0s a identificar os estudos no Brasil por meio da revisdo sistematica,
compreender os dados dos resultados dessas pesquisas, produzir estimativas
guantitativas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS A RESPEITO DO ALCOOL

A dependéncia do &lcool (DA), reconhecida pelo seu consumo crbnico
geralmente refere como sindrome de dependéncia do &lcool, é definida por um
conjunto de fendbmenos comportamentais, cognitivos e fisiologicos que se
desenvolvem apos repetido uso e que normalmente incluem: um forte desejo de
consumo, dificuldades em controlar a quantidade ingerida e a frequéncia de ingestéo,
persisténcia em seu uso apesar das consequéncias nefastas, maior prioridade ao
consumo que para outras atividades e obrigagdes, maior tolerancia e a ocorréncia de
sinais fisioldgicos de abstinéncia. JA 0 uso abusivo ou uso nocivo para a saude,
compreende um modo de consumo caracterizado pelas complicagbes fisicas e/ou
psiquicas (DSM-V, 2014; OMS, 1992).

Os critérios de diagnostico atuais sdo baseados na Classificacdo
Internacional de Doencas (CID-10) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e no
Manual de Diagnéstico e Estatistica de Distirbios Mentais da Associacdo Norte-
Americana de Psiquiatria (DSM-V; Associacdo Americana de Psiquiatria, 2014;
DOTTO-BAU, 2002).

A variacao individual na DA esta relacionada a fatores de risco genéticos, e
essa arquitetura genética de susceptibilidade a DA pode ser definida como (1) o
namero de genes envolvidos direta ou indiretamente, (2) a variagédo interindividual
nesses genes, e (3) a magnitude e natureza dos seus efeitos genéticos especificos.
Véarios genes podem influenciar o inicio do uso do alcool, 0 seu metabolismo e
propriedades de refor¢o, de formas diferentes, essa variabilidade genética associada a
fatores ambientais e sociais podem contribuir para o0 aumento da suscetibilidade a
propriedades toxicas, psicoativas e a dependéncia em alguns grupos e individuos
suscetiveis (OMS, 2014; CLARK, 2006; RAMOZ, 2006).

O uso abusivo de bebidas alcodlicas tem crescido no mundo todo, inclusive
no Brasil. Cerca de 30% das internacdes hospitalares ocorrem devido ao consumo
excessivo de alcool. O consumo abusivo de alcool é uma doenca que ndo tem
restricdes a classe social nem idade de inicio do habito de beber. O abuso de alcool

leva a uma variedade de problemas de saude incluindo cirrose hepatica, pancreatite
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aguda e crbnica, doencas cardiovasculares e disfuncdes fisiologicas e neurolégicas
(MAFFEI, 2002).

Nesse sentido, o Brasil oferece uma boa oportunidade para estudos de
associacao entre alcoolistas porque, ao contrario dos homens, a maioria das mulheres
brasileiras, principalmente as maiores de 35 anos, ndo tem o habito de consumir
alcool, exceto socialmente. De fato, um estudo populacional envolvendo 24 cidades
brasileiras com mais de 200.000 habitantes revelou que 8% dos homens bebem alcool
regularmente (trés a quatro vezes por semana) e apenas 1,2% das mulheres tém o
mesmo habito. Além disso, observou-se que cerca de quatro vezes mais homens do
gue mulheres se tornam dependentes do alcool (BRAZILIAN PSYCHOTROPIC DRUG
INFORMATION CENTER, 1999).

O consumo mundial de alcool em 2010 foi igual a 6,2 litros de &lcool puro
consumido por pessoa > 15 anos, 0 mesmo que 13,5 gramas de alcool puro por dia.
Em 2012 houve aproximadamente 3,3 milhdes de mortes, correspondendo a 5,9% de
todas as mortes globais, sendo 7,6% das mortes entre homens e 4% entre mulheres.

Embora haja fortes evidéncias de que os genes relacionados ao metabolismo
do alcool desempenham um papel na dependéncia do &lcool, esses genes sao
responsaveis por apenas uma pequena propor¢do da variagdo genética (HARTZ;
BIERUT, 2010; HUANG, 2010; OSBY, 2010). Apesar da falta de resultados robustos
em estudos de associacdo do genoma, a relevancia da dependéncia do alcool na
salde publica exige a consideracdo individual e analitica de todos os genes
candidatos plausiveis. Desta forma, o pequeno tamanho do efeito atribuivel aos genes
do metabolismo do alcool ndo significa que eles sado irrelevantes na dependéncia de
alcool (CONTINI, 2012).

2.1.1 O metabolismo do &alcool

O alcool é metabolizado por varias reacdes diferentes no figado, a maioria
das quais envolve reacdes de oxidacdo/reducdo (CUNNINGHAN; VAN HORN, 2003).
A oxidacdo do alcool pode ser realizada por meio de trés caminhos distintos nos
hepatdcitos: via desidrogenase alcodlica, que ocorre no citoplasma celular; via sistema
microssomal de oxidacdo do alcool (MEOS) no reticulo endoplasmatico; ou via

catalase nos peroxissomos (ZIMA, 1993) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica das vias de metabolizacdo do etanol e
formacédo de acetaldeido
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Legenda: A: via nos microssomos (MEOS) mediada pela enzima CYP2E1; B: via no citosol
mediada pela enzima é&lcool desidrogenase (ADH); C: via catalase nos peroxissomos; D:
metabolismo do acetaldeido na mitocéndria mediada pela enzima aldeido desidrogenase
(ALDH). Fonte: VOGEL, 2007.

Em individuos cujo consumo de éalcool ocorre em um nivel moderado e/ou
ocasional, grande parte do alcool ingerido é quebrado principalmente no citoplasma
pela enzima 4&lcool desidrogenase (ADH). Esta enzima converte o alcool em
acetaldeido, altamente toxico e reativo no tecido hepético, como também pela
presenca de rubor facial, nduseas, taquicardia entre outros. Durante esta rea¢do, um
proton de hidrogénio (H+) € removido do alcool e transferido para uma molécula
chamada NAD, que por sua vez, é reduzida NADH. A NADH participa de varias outras
reac6es metabdlicas passando o H para outros compostos e o excesso de NADH na
célula tem efeitos danosos em outras células. Subsequentemente, o acetaldeido é
convertido em acetato por uma segunda enzima, a aldeido desidrogenase (ALDH)
(CUNNINGHAM; VAN HORN, 2013).

O MEOS representa um papel importante no metabolismo do alcool,
particularmente quando os niveis de consumo sao elevados. A principal componente
do MEOS ¢é a enzima citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que, como a ADH, converte o
alcool em acetaldeido. Esta reacado libera um oxigénio e uma molécula reduzida, a
NADPH que resulta na formacdo de NADP e agua (LIEBER, 2003). Como bioprodutos

destas reacgfes, que sdo altamente reativas, moléculas contendo oxigénio, chamadas
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de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas. Estas ROS
contribuem para danos no figado por meio de uma variedade de mecanismos (WU;
CEDERBAU, 2003).

Apesar da taxa na qual a ADH quebra o &lcool geralmente permanecer a
mesma, a atividade do MEOS pode ser aumentada (induzida) pelo consumo de alcool
(LIEBER, 2003).

2.1.2 O efeito do &lcool no figado e no pancreas

Apos a ingestado de alcool somente 2 a 10% do total absorvido é eliminado
pelos rins, o restante é oxidado, principalmente no figado (LIEBER, 1997). O etanol é
capaz de provocar mudancas notaveis no figado, e estes efeitos estao relacionados ao
metabolismo do etanol (Figura 2).

Figura 2: Anormalidades hepéticas, nutricional e metabdlica ap6s o uso abusivo de
etanol

Degarcitnca ETANOL (CH;CH,OH)

Fisica ?

secundéric Ma m strigho - Vitaminas
—” Proteinas

Disfungao Estimulo
de Organelas? Imunoldgice?

primério

ALTERAGOES NA

MEM
BRANA Energia Instdvel
Gordura no figado
I ADH Desarranjos | HiPoproteinemia
INDUCAO DO CITOCROMO P-450____ 020/ . matabdics | (o roridecto
| Hiperiactacidemia
2E Hiperuricemia
i /. Aumento da sintese
2 i de coldgeno
e s MEOS — Acetaldeido NADH
" (CH;CHO)
AIIVacA0 G hepatotoxinas
Acetato ")
Metabolismo da / Degradaglic do ATP
Acetona Diminuicio da lipdlise UgacSo covalente a proteinas
4 DeterioracSo microtubular
Al v Efel {+ retengdo de proteina e expanslo cos hepatéaitos)
itos Peroxidacdo lipidica
) Adversos Auments da sintese de coldgano
Hidroxilagdo 2 aumentada 1nibic30 do reparo do DNA
B-oxidagio dos peroxissomos Estimulacao da reac3o imunoldgica
Hiperglicamia?
Diminuicdo do transporte de elétrons da cadela mtocondnial
~— O Ce drogas ac
Aumento ca degradacdo de Lestosierona ‘_/
e retindides; perda de < <

Legenda: A ma nutricdo, primaria ou secundaria, pode ser diferenciada por mudancas
metabdlicas ou toxicidade direta, resultando parcialmente de mudancas mediadas pela ADH ou
de efeitos secundarios por inducdo microssomal, ou producdo de acetaldeido (Trecho retirado
de BURIM, 2002). Figura adaptada de VOGEL, 2007.
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Os tipos mais comuns de doenca alcodlica de figado (Alcoholic Liver Disease
— ALD) sdo o aumento de gordura no figado, a hepatite alcodlica e a cirrose.
Frequentemente, as doencas progridem no individuo nessa ordem, mas podem
ocorrer simultaneamente (MANN et al, 2003; KIRSH et al, 1995). Evidéncias sugerem
que a ALD pode ser desenvolvida devido a alteragdes que o &lcool provoca no
ambiente celular do figado, iniciando interacdes anormais entre as células hepéticas
(CUNNINGHAM; VAN HORN, 2003).

Aproximadamente 20% dos alcoolistas desenvolvem cirrose hepética. Na
cirrose ocorre uma interrupcdo do fluxo sanguineo normal no figado devido ao
aparecimento de fibrose nos tecidos hepaticos (MANN et al., 2003). A ictericia e a
hepatomegalia estdo entre os primeiros sintomas fisicos da cirrose (LIEBER, 2001). O
avanco da doenca provoca a diminuicdo e endurecimento do figado, deixando-o com
consisténcia nodular. Graus variados de ascite podem ser encontrados em pacientes
com cirrose avancada (MARSANO et al., 2003).

A pancreatite € uma doenca que envolve fibrose, atrofia e desaparecimento
do parénquima do pancreas. A pancreatite cronica pode ter varias causas, mas a mais
comum nos paises ocidentais € o0 consumo pesado de bebidas alcodlicas
(LOWENFELS; MAISONNEUVE, 2006). Porém, como no caso da cirrose, nem todos
os alcoolistas pesados desenvolvem pancreatite crdnica: <1% no Japado e 5% nos
Estados Unidos (DRELLING; KOLLER, 1985).

No Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo
Paulo, uma pesquisa realizada em 1997 (CUNHA et al.,, 1997) concluiu que o
alcoolismo é responsavel por 93,4% dos casos de pancreatite. As causas restantes
foram fatores hereditarios (0,7%), deficiéncias nutricionais (0,5%), alteracdes

metabdlicas (0,5%) e obstrucéo do fluxo pancreéatico (0,3%).

Outro fator de risco adicional para o desenvolvimento de pancreatite cronica
nos alcoolistas é o consumo de tabaco, que pode acelerar o processo inflamatério da
pancreatite contribuindo para um futuro desenvolvimento de cancer pancreatico
(MAISONNEUVE et al., 2006).
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2.1.3 Variabilidade interindividual

Os polimorfismos genéticos sédo variacbes na sequéncia de DNA. E algumas
dessas alteracdes podem ocorrer em sequéncias nao codificadoras do gene, que na
maioria dos casos nao terdo efeitos em suas fungdes, enquanto, outras alteracfes
ocorrerdo em sequéncias codificadora, levando a producdo de proteinas defeituosas
(LODISH, 2002).

A variacdo de sequéncia mais comum no genoma humano é a substituicdo
estavel de uma Unica base, o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP, do inglés single
nucleotide polymorphism). Por definicdo, um SNP tem uma frequéncia do alelo menos
comum (mutante) < 1% na populacdo (RISCH, 2000). A maioria dos SNPs é
"silenciosa" e ndo altera a funcdo ou expressdo de um gene. Faz sentido reservar
conceitualmente o termo "mutacdo" para variantes raras com uma penetrancia
particularmente alta, geralmente associada a um fenétipo prejudicial, como um
disturbio monogénico classico (ERICHEN; CHANOCK, 2004).

O objetivo da genémica ambiental € entender como a variabilidade genética
influéncia nas respostas individuais a estimulos ambientais, baseando-se em que
gendtipos de alto risco representam chances maiores para o desenvolvimento de
doencas (MILLER, 2001).

Contemporaneamente, a populagdo humana esta exposta a mais de 70.000
compostos quimicos incluindo drogas, aditivos alimentares, herbicidas, pesticidas e
agentes industriais (SCHOKET et al., 2001). Estes compostos podem desencadear
eventos que sdo caminhos diretos ou indiretos para o surgimento de varias doencas
(BONASSI; AU, 2002) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esqueméatica da influéncia dos fatores que conferem
susceptibilidade no processo de carcinogénese ambiental ou no aparecimento de
doencas.
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Legenda: Iniciando-se com a exposi¢cdo ambiental, ocupacional, terapéutica ou enddgena
aliadas ou ndo ao estilo de vida. Os compostos mutagénicos e carcinogénicos presentes
interagem com a molécula de DNA, RNA e proteinas e podem causar lesdes que, somadas as
possiveis alteragBes em genes criticos (pré-existentes ou néo), levam ao desenvolvimento de
cancer. Sabe-se que esta via pode ser influenciada por outras condi¢des tais como etnia, sexo,
condi¢des socioeconbmicas, diferentes areas geograficas, estado de saude (doengas cronicas,
desnutricdo) e ainda por polimorfismos genéticos (Trecho retirado de BURIM, 2002). Figura
adaptada de VOGEL, 2007.

Na maior parte desses processos, 0S estressores ambientais sdo oxidados
para intermediarios reativos pelas enzimas metabolizadoras de fase | (ativadoras)
enquanto as enzimas metabolizadoras de fase Il (detoxificadoras) geralmente mediam
a conjugacao de moléculas hidrossolUveis a esses intermediarios, tornando-os menos
reativos (MILLER, 2001).

2.2 GENES DO METABOLISMO

2.2.1 Enzimas metabolizadoras de fase |

As enzimas da superfamilia do citocromo P450 (CYP) estdo envolvidas na
biotransformacédo de fase |, em que as enzimas microssomais processam a oxidacéo,
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reducdo ou hidrélise dos compostos, podendo ativar, inativar ou deixar inalteradas
suas atividades. Essas enzimas estdo envolvidas na metaboliza¢cdo de carcindgenos
ambientais como compostos hidrofilicos de baixo peso molecular, benzeno, cloreto de
vinila e as nitrosaminas, entre elas NNK (4-metilnitrosamino-1-3 piridil-butanona)
encontradas na fumaca do cigarro (GATTAS, 2005). Em mais de 90% dos casos, 0s
substratos para essa reacdo sdo fornecidos pelas isoenzimas do citocromo P450
(CYPs) de metabolizacdo de xenobioticos de fase I. Embora muitos produtos quimicos
sejam detoxificados por essa rota, alguns compostos, incluindo produtos quimicos
carcinogénicos, sofrem ativacdo metabdlica para dar origem aos cancerigenos finais
(LEWIS, 1998).

A constituicdo genética parece ter o papel mais importante neste contexto.
Um numero crescente de genes que codificam enzimas que metabolizam
xenobidticos, como as Glutationa S-Transferases (GSTs) e CYPs, tem se mostrado
polimorficos (HIRVONEN, 1995). E sabido que a exposicédo a longo prazo ao etanol
induz varias enzimas de metabolizagdo xenobidtica, incluindo CYPs (BUHLER, 1991,
TAKASHI, 1993). Como os GSTs e 0os CYPs sao expressos especificamente por zona
e séo induzidos pela exposicdo ao etanol, um desequilibrio entre essas enzimas em
determinadas areas do figado ou do péncreas pode ter um efeito téxico (STANDOP,
2002). Aproximadamente 58 genes codificam para enzimas CYP (INGELMAN-
SUNDBERG, 2001), sendo que, cerca de 20 deles estdo envolvidos na codificagdo de

enzimas que metabolizam compostos exdgenos (KJAERHEIN, 1998).

2.2.2 Citocromo P450 1A1 (CYP1A1)

O polimorfismo Mspl localizado na regido 3’ franqueadora do gene CYP1Al
foi originalmente encontrado associado ao cancer de pulméao em asiaticos (KAWAJIRI,
1990) mas ndo em caucasianos (TEFRE, 1991). A regido do gene foi identificada
usando uma modificagdo de uma abordagem PCR-RFLP (CARTENSEN, 1993). O
l6cus CYP1Al que esta representada na figura 4, € uma isoenzima que catalisa a
bioativacdo de promutagenos e procarcindbgenos (GUENGERICH; SHIMADA, 1991), é
um candidato a gene de susceptibilidade para canceres do trato aerodigestivo superior
segundo estudos em doencas associadas ao consumo de alcool e tabaco
(MATTHIAS, 1998), indicando a importdncia da investigacdo da suscetibilidade
hereditaria a doencas causadas pela exposicdo a xenobidticos como o etanol
(KAWAJIRI, 1990).
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Figura 4: Representacéo estrutural do locus CYP1A
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Fonte: figura adaptada de GALIJATOVIC, 2004.

Dois polimorfismos geneticamente ligados de CYP1Al, sitio Mspl (T3801 ->
C, alelo CYP1Al *2) e lle462 -> Val (alelo CYP1Al *3), sdo os mais estudados e
conferem aumentos de pelo menos 3 vezes em sua atividade catalitica (GARTE,
1998).

2.2.3 Citocromo P450 2E1 (CYP2E1)

O gene CYP2EL esta localizado no cromossomo 10g26.3. O gene humano
CYP2EL1 é expresso principalmente no figado e tecidos extra-hepaticos, mede mais de
11 kb e apresenta nove éxons que codificam uma proteina de 493 residuos de
aminoacidos com peso molecular de ~ 57 kDa. O CYP2E1 é induzido pelo consumo
cronico de alcool e assume um papel importante na metabolizacdo do alcool em
acetaldeido em concentracdes elevadas de etanol. Estudos anteriores demonstraram
que a atividade do CYP2E1 aumenta até duas vezes apO6s 0 consumo cronico de
alcool ou apés a ingestdo de etanol por um longo prazo (RAMCHANDANI, 2013;
WANG, 2016)

O mapa do citocromo P450 2E1 (CYP2E1) no cromossomo 10 apresenta um
vasto nimero de éxons com os seus SNPs, que condiz por um gene altamente

polimérfico (Figura 5).



Figura 5: Mapa do citocromo P450 2E1 (CYP2E1) no cromossomo 10 e os
marcadores digitados.

Pstl  rs2070672 rs915909
VNTR-5' [Rsal [rs6413420 '364|‘34‘9 Mspt Dral o
kb ‘ o“?am )28 kb :

024 kb

N

-

7 8 9

0.2 . 0.3 kb ;
[O.OKD-I—](JTHII A8kb | 1.7kb ﬂosm‘ 26 kb
dminimiin HHH

1 2 3405 6
Legenda: As caixas preenchidas representam os éxons do gene; o numero abaixo de cada

caixa € o nimero do éxon. As linhas verticais representam as posi¢des dos marcadores
estudados. Figura adaptada de LEE, 2008.

O gene CYP2E1l codifica a principal enzima (4-nitrofenol, 2-hidrolase)
relacionada a oxidacdo do etanol no sistema microssomal. Essa enzima pode ser
responséavel por até 10% da oxidagdo do alcool no figado (RAMCHANDANI, 2013).
Varios estudos baseados em populacdes japonesas investigaram o polimorfismo
CYP2E1 em pacientes alcoolistas e alguns deles relataram uma forte associacéo entre
o0 alelo c2 e o desenvolvimento da doenga (TSUTSUMI, 1994).

Além do acetaldeido, a oxidacdo do etanol mediada pelo CYP2E1 também
gera moléculas contendo oxigénio chamadas de radicais livres ou espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esses compostos produzidos pela enzima CYP2E1 também
contribuem para o estresse oxidativo apés o consumo de alcool (KOOP, 2006;
PLEMENITAS, 2015). Tem sido relatado que o acumulo de acetaldeido e a producéo
de ROS podem estar relacionados a alguns polimorfismos genéticos do metabolismo
do etanol (KHAN, 2009).

O alelo CYPE1*2 foi atribuido ao primeiro polimorfismo descoberto em 1987
por McBride et al. (1987). E isso consiste por uma mutagédo C -> G no intron 7 que cria
um sitio de restricdo para a enzima Taql. Dois polimorfismos sdo reconhecidos pela
enzima de restricdo Rsal, denominada CYP2E1*3 e CYP2E1*5. Ao contrério de *5, *3
resulta da perda de um sitio de restricdo para Rsal e esta em desequilibrio de ligacado
completo com outro sitio de restricdo reconhecido por Pstl. Essas mutacdes génicas
parecem atuar no nivel de transcricdo da enzima, aumento sua atividade
(PAVANELLO; CLONFERO, 2000).
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S8o0 necessarios estudos em varias populagdes para compreender 0s
mecanismos de regulagdo da transcricdo e pos-traducao do gene CYP2EL e os efeitos
das variantes do CYP2E1l no metabolismo do alcool (CEDERBAUM, 2008;
RAMCHANDAN, 2013).

2.2.4 Enzimas metabolizadoras de fase Il

ApOs passarem pela metabolizacdo de fase |, xenobiéticos sofrem reagfes de
fase Il que envolvem a conjugacdo com um substrato enddégeno (glutationa, sulfato,
glicose, acetato, entre outras) por meio das GSTs, UDP-glucoroniltransferases e N-
acetiltransferases (NATS) que agem como enzimas inativadoras dos produtos da fase
[, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de excre¢cdo (HOMRICH, 2006). Os
subprodutos intermediarios da fase | podem ser eliminados diretamente ou
posteriormente metabolizados por meio de reacbes de fase Il. A formacdo de
conjugados com glutationa é a reacdao inicial para muitos xenobioticos na fase Il e uma
via vantajosa para reduzir a bioacumulacdo de agentes toxicos no corpo (LANDI,
2000).

Desse modo, tais enzimas desempenham uma funcdo protetora contra
compostos carcinogénicos/mutagénicos endogenos e exdégenos (NEBERT; VASILOU;
2004). Isso faz com que os genes da GST sejam importante candidatos para a

exploracdo nas desordens relacionadas com a via de detoxificagédo (NAIR, 2013).

2.2.5 Glutationa S-transferase M1 (GSTM1)

A GSTM1, uma enzima de classe u, com gene localizado na regido
cromossdmica 1p13.3 (representado na figura 6), que em seres humanos sao
expressos nas células do figado e nos linfocitos, tem um papel importante na
detoxificacdo de carcinégenos, como o alcool e os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) presentes no cigarro (VOGEL, 2007; FORD, 2000). Entre as
classes de GSTs, as duas isoenzimas relevantes sdo GSTM1 (mu) e GSTT1 (teta)
(CURIONI, 2013).
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Figura 6: Localizagdo estrutural do cluster génico de 100kb que codifica para a
subfamilia GST u (cromossomo 1p13.3).
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Legenda: regides repetidas que flanqueiam o gene GSTM1, a recombinacdo homdloga que
pode acontecer e originar o alelo nulo (GSTM1*0 — auséncia de GSTML1). Figura adaptada de
PARL, 2005.

A variante nula de GSTM1 é decorrente da heranca de uma delecdo
homozigética de todo o gene (ou seja, gendtipo nulo) que resulta na perda de
atividade funcional da enzima (Figura 6) (WIENCKE, 1990). Portanto, a aumentos
potenciais nos niveis de metabdlitos toxicos resultantes da administracdo cronica de
etanol (SEIDEGARD, 1986).

2.2.6 Glutationa S-transferase P1 (GSTP1)

O gene GSTP1 localiza-se na regido cromossdmica 11q13 (representado na
figura 7), apresentando maior concentracdo nos pulmdes, esbdfago e placenta e
codifica uma enzima envolvida no metabolismo de compostos halogenados, moléculas
de baixo peso molecular e epédxidos reativos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAHSs) (AGUIAR, 2009).

31



Figura 7: Localizacdo estrutural da alteracdo do sitio de reconhecimento de enzimas
de restricdo que codifica o0 SNP para a subfamilia GST pi (cromossomo 11g13).

GSTP1

cere  4——J-—N -
2.8 kb 2 ’,. - §

/7 7 /7 \ -7 -
i ol @ g N \ g g N
I\ // ! ,’ I// \ ,/ \ ’,/ //// \\
1\ L y \/ /1\\ ad ad 9 \
12 2 4 5 % 6 7
A v ]
I G T |
I 1
| |
I lle !
1 Vavll 209
104

Legenda: a seta indica sitio polimoérfico que resulta na substituicdo de aminoacidos no cédon
104 (lle/Vval) no éxon 5. Figura adaptada de PARL, 2005.

Trés diferentes alelos GSTP1, GSTP1la, GSTP1lb e GSTP1c foram descritos
para esse gene: o primeiro alelo variante, denominado GSTP1*B difere do GSTP1*A
por apresentar um SNP de uma transicdo A > G no nucleotideo +313 do éxon 5,
mudando o cédon 105 de ATC (lle) para GTC (Val). O GSTP1*C é caracterizado por
duas transi¢cdes de nucleotideos, A > G no cédon +313, a mesma observada no
GSTP1*B, e C > T no nucleotideo +341 do éxon 6, resultando na mudanga GCG (Ala)
> GTG (Val) no cddon 114. O c6don 105 compreende parte do sitio ativo da enzima
GSTP1 para ligacdo de eletrofilicos reativos, e a substituicdo lle105 > Val1105 nas
variantes GSTP1*B e GSTP1*C afeta a atividade catalitica substrato-especifica e a
estabilidade térmica da proteina codificada (JOHANSSON, 2001; PANDYA, 2000).

Desse modo, o estudo de Burim et al. (2004) identificou nos seus resultados
uma maior frequéncia do genétipo Val/Val do gene GSTP1 em pacientes com doenga
hepatica alcodlica ou pancreatite crénica quando comparados aos alcoolistas sem
doenca ou os controles saudaveis, e que a variante Val prevalecia em pacientes com

cirrose alcodlica, quando comparado com os controles.

2.2.7 Glutationa S-transferase T1 (GSTT1)

O gene GSTT1 esta localizado no cromossomo 22ql11.2 (representado na
figura 8) e apresenta o polimorfismo GSTT1*0 de gendtipo nulo de delegdo, como

consequéncia da perda completa da atividade enzimatica (YE, 2006). Esses genes
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sdo classificados como classe teta e sdo expressos nas células do figado, pulméo,

rins, cérebro, musculo esquelético, coragao, intestino e no baco (JURONEN, 1996).

Figura 8: Localizacdo estrutural do cluster génico que codifica para a subfamilia GST
teta (cromossomo 22q11.10)
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Legenda: regibes repetitivas que flanqueiam o gene GSTT1 e que, por meio de recombinacdo
homéloga, permitem a sua excisdo do cromossomo (alelo GSTT1*0). Figura adaptada de
PARL, 2005.

A variante nula de GSTT1*0 é também decorrente da heranca de uma
delecgéo estrutural homozigética de todo o gene (ou seja, genotipo nulo) que resulta na
perda da atividade funcional da enzima, podendo estar associada a uma diminui¢éo da
capacidade de detoxificacdo de xenobioticos (STRANGE, 2001; WIENCKE, 1990). As
consequéncias biolégicas de genétipo GSTT1 nulo ndo estdo bem esclarecidas. Sabe-
se que a enzima GSTT1 detoxifica monohalometanos (metil brometo) e ep6xidos de
etileno alcanos e butadieno, mas ela ativa cloreto de metileno e alguns agentes
alquilantes bifuncionais (HAYES; PULFORD, 1995).

Embora um grande numero de estudos tenha tentado associar o risco de
cancer com o genétipo nulo dos genes GSTM1 e GSTT1, os resultados sao
inconclusivos, e muitos ndo mostraram uma associacdo significativa. Uma possivel
explicacdo dos resultados aparentemente incompativeis € que outros membros da
familia de GST venham a compensar a auséncia das enzimas GSTM1 e GSTT1
funcional (SENTHILKUMAR; THIRUMURUGAN, 2014; BHATTACHARJEE, 2013).

Os polimorfismos nesses genes, GSTM1 e GSTT1, sdo responsaveis pela
auséncia ou baixa atividade dessas enzimas de metabolizagdo, sendo os exemplos
mais conhecidos de gendtipos de protecdo da DA, devido ao aumento da
suscetibilidade a propriedades toxicas, podendo causar sintomas de aversdo que

inibem a ingestao de alcool e a dependéncia (GOLAN, 2009)

33



2.2.8 Alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH)

A principal via de eliminacdo do etanol é por meio da oxidacdo em
acetaldeido e subsequente transformacdo em &cido e agua. Essas reacbes sao
catalisadas, pelas enzimas ADH e aldeido desidrogenase ALDH, respectivamente. Os
SNPs nesses genes tém sido associados na maioria dos casos a uma possivel
predisposicdo ao transtorno do usuério de alcool (TUA) (HIGUCHI et al., 1995). Esses
polimorfismos também podem servir como fator de prote¢do contra TUA. (BORRAS,
2000; CHAMBERS, 2002; CHEN, 1999; NEUMARK; THOMASSON; LI, 1998; WAL et
al., 2005).

A maior parte do etanol é oxidada a acetaldeido e acetato, principalmente
pela enzima é&lcool desidrogenase (ADH que varia do tipo 1 a 4) (WALL, 2003). O gene
para ADH4 (ADH*4 / *ADH) € localizado no cromossomo 4g22 (MCPHERSON; 1989).
A enzima ADH4 é encontrada principalmente no figado e, em niveis toxicos de &lcool,
pode representar até 40% da taxa de oxidacdo total do etanol (DITLOW, 1984).
Edenberg et al. (1994) relatam os trés polimorfismos na regido promotora de ADH4: -
192 pb (T / A), -159 pb (G / A) e -75 pb (A / C). Sendo assim, consta que o alelo -75A
pode ter um efeito protetor contra a dependéncia do alcool, como a protecdo dos
alelos dos genes ADH1B e ADH1C.

A enzima aldeido desidrogenase (ALDH) é a principal responsavel pela
oxidagdo do acetaldeido (KUO, 2008). Portanto, os portadores do polimorfismo ALDH2
* 2 sd@o0 incapazes de oxidar o acetaldeido, o que causa ressaca severa (LI, 2012). Em
momentos de ressaca severa, o individuo pode facilmente recusar uma concentracao
de bebida alcodlica, diminuindo o consumo de alcool e, consequentemente, reduzindo
o risco de TUA (DICKSON, 2006).

2.3 GENE DE PROTEINA DE TRANSMEMBRANA

2.3.1 Regulador de conduténcia transmembrana de fibrose cistica (CFTR)

Desde que foi descoberto em 1989, mais de 1.000 mutacBes do gene CFTR
foram relatadas (COHN, 2004). A mutacdo mais comum é a F508del, responsavel por
70% dos casos de fibrose cistica, sindrome autossdmica recessiva caracterizada por

infeccbes respiratérias frequentes e insuficiéncia pancreatica (LYON, 2003).
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O gene CFTR codifica uma proteina reguladora que atua como um canal
anibnico nas células epiteliais e desempenha um papel fundamental na regulacéo da
alcalinizacéo e diluicdo do suco pancreatico (COHN, 2004). Esse gene foi considerado
um possivel contribuinte para o desenvolvimento da pancreatite crbnica alcodlica a
partir da identificacdo de pacientes com fibrose cistica atipica ou monossintomatica,
manifestada, por exemplo, por doenca pancredtica isolada (BRUNO, 2001). Na
presenca de algumas mutacdes, pacientes heterozigotos com diminuicdo parcial da
atividade proteica podem desenvolver a doenga pancreética isolada quando sujeitos a
um fator de risco ambiental (WHITCOMB, 2004).

O intron 8 do gene CFTR é mais estudado devido a alta frequéncia de
polimorfismo encontrada na populacdo geral e porque estudos anteriores
(MONAGHAN, 2000; KIMURA, 2000; BERNARDINO, 2003; FUKIKI, 2004) relataram
gue variantes foram encontradas com mais frequéncia em populagbes nao

caucasianas, caracterizadas pela multiplicidade étnica, como no Brasil.

2.4. GENE DO REPARO DO DNA

2.4.1 Complementacéo cruzada de reparo de raio-x 1 (XRCC1)

Acredita-se que os efeitos toxicos de longo prazo do alcool sejam mediados
por danos ao DNA por meio de varios mecanismos (MAFFEI, 2000), incluindo a
inducdo de danos oxidativos, a formacdo de adutos e ligacBes cruzadas de DNA e
quebras de fita de DNA (BLASIAK et al., 2000). Embora o etanol ndo seja considerado
carcinogénico, € amplamente conhecido como mutagénico, capaz de induzir
micronucleos e aberracdes cromossémicas em alcoolistas. As observagfes anteriores
sugerem que o mecanismo pelo qual o alcool causa danos ao DNA é indireto,
provavelmente devido a exposi¢do do tecido ao acetaldeido, um carcindgeno primario
relacionado ao alcool e um produto da conversdo metabdlica do etanol em humanos
(ISHIKAWA, 2007; MAFFEI, 2002).

Os sistemas antioxidantes de defesa e as mdltiplas vias de reparo do DNA
estdo envolvidos na protecdo celular do estresse oxidativo (SOARES, 2014). O
mecanismo de reparo por excisdo de bases (BER) é o mecanismo de reparo mais

comum para resolver danos ao DNA induzidos por alquilagdo, hidrdlise, oxidacao,
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pareamento incorreto de bases, lesdes de base distorcendo-as dupla hélice e sitios
apurinicos/ apirimidinicos (SCHNEIDER, 2008).

Genes como o0 XRCC1l sdo de extrema importancia para a via BER.
Polimorfismos em genes envolvidos em BER podem prejudicar o gene e o reparo de
seu produto. A XRCC1 é uma proteina de multiplos dominios que atua como auxiliar
no mecanismo de reparo de BER, interagindo e estimulando a maioria das enzimas
envolvidas neste processo (GINSBERG, 2011). O gene XRCC1 esté localizado em
19913.2-13.3 (NISSAR, 2015).

Além disso, as células com XRCCL1 sao hipersensiveis a agentes que causam
danos ao DNA e apresentam instabilidade genética apés o dano. Assim, o XRCC1 é
necessario para a eficiéncia do reparo de quebras de fita simples e estabilidade
gendmica em células humanas (HU, 2001). Uma maneira eficiente de investigar esses
diferentes polimorfismos é por meio da genotipagem por sequenciamento das regiées
usando XRCC1 como marcadores moleculares Uteis para danos ao DNA (MELO,
2019).

Embora o polimorfismo em XRCC1 néo tenha sido informativo no estudo atual
de Melo et al. (2019), os grupos de caso e controle apresentaram apenas a variante
homozigdtica de tipo selvagem. Essa variante também foi identificada por Curioni et al.
(2013) em um estudo envolvendo alcoolistas e fumantes. Curioni et al. (2013),
observaram em alcoolistas e fumantes de cigarro que polimorfismos em genes
envolvidos no reparo do DNA estavam associados ao risco de desenvolver cancer

oral.

2.5 GENES DOS NEUROTRANSMISSORES SINAPTICOS

A monoamina oxidase A (MAOA) é uma enzima mitocondrial envolvida na
degradacdo de neurotransmissores como a serotonina, norepinefrina e dopamina. As
enzimas desempenham um papel critico na regulacdo das catecolaminas e da
neurotransmissdo da indolamina (CHEN, 2004). O gene esta localizado no
cromossomo X (Xpll1l.23), apresenta sequéncia repetitiva polimérfica de 30 bp
(MAOA-UVNTR) localizada na regido promotora aproximadamente 1,2 kb a montante
do cédon ATG (SABOL, 1998).
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A dopamina beta-hidroxilase (DBH) catalisa a conversdo da dopamina em
norepinefrina. Altera¢cdes nos niveis de atividade da DHB foram relatadas em varios
transtornos psiquiétricos, incluindo transtorno de conduta e hiperatividade do déficit de
atencdo (TDAH) (ROGENESS, 1989). Um estudo verificou que a atividade do DBH foi
significativamente menor em alcoolistas em comparacdo com controles saudaveis,
independentemente dos gendtipos DBH -1021 C / T (KOHNKE, 2002). O gene esta
localizado no cromossomo 9g34 (CRAIG, 1988), com os seguintes polimorfismos -
1021 C/T e Taql (FREIRE, 2005).

O gene transportador de dopamina (SLC6A3 ou DAT) 40 BP-VNTR e o
estudo que aborda o alcoolismo mostraram que gendtipos contendo o alelo A9 séo
significativamente mais prevalentes em alcoolistas do que em controles (KOHNKE,
2005; LE STRAT, 2008; SANDER, 1997). Essas alteracdes polimérficas em SLC6A3 3
'UTR 40 bp-VNTR podem aumentar sua transcricdo, alternando a regulagdo da
expressao do gene DAT (MICHELHAUGH, 2001; MILLER; MADRAS, 2002). Embora a
estrutura da proteina ndo seja alterada, acredita-se que ela regule a estabilidade,
transporte e sintese de proteinas do mRNA (MIGNONE, 2002).

Outro polimorfismo do sistema dopaminérgico que tem mostrado associacéo
com a DA é a familia de receptores de dopamina D2 (DRD2), especialmente o locus
TaqlA (BLUM, 1990; DU; WAN, 2009; NOBLE, 2003; SMITH, 2008, WANG, 2007)
localizado no cromossomo 11g22-g23 (rs1800497) no gene que codifica para a
suposta quinase ANKK1 no exon 8, proximo ao codon de terminacdo do gene DRD2
(PONCE, 2009). Alguns estudos de associacdo genética individuais sugerem que as
pessoas portadoras do alelo A1 devem se tornar mais suscetiveis a DA porque ela
causa uma reducdo na expressao dos receptores de dopamina D2 (NOBLE, 2000;
PRASAD, 2013; SURAJSINGH, 2013).

A regido promotora do gene receptor de dopamina D4 (DRD4) estéa localizada
a 1,2-1,4 quilo bases na extremidade 5-', a duplicacdo de 120 bp desempenha um
papel importante na transcricdo do gene, uma vez que muitos locais de ligacdo de
fatores de transcri¢cdo estdo posicionados dentro dessa regido de duplicagédo (MYERS,
2007). Estudos anteriores mostraram que o alelo longo L (240 bp) pode diminuir a taxa
de transcricdo do gene. Junto com a reducao dos niveis de mRNA, ha uma diminuicéo
nos receptores em areas associadas ao sistema de recompensa do cérebro. Porém, o
alelo curto S (120 bp) preserva consideravelmente as taxas de transcricdo (PAREDES,
2013).
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O gene do receptor de 5-hidroxitriptamina 2A (HTR2A), localizado na regido
cromossdmica 13gl4-g21, apresenta dois SNPs de consideravel relevancia, pois
estdo associados ao uso abusivo de alcool. Os polimorfismos A-1438G e T102C
exercem um efeito sobre a expressdo génica, diminuindo a afinidade dos fatores de
transcricdo para iniciar eficientemente a polimerizacdo do mRNA (PARSONS, 2004;
POLESSKAYA; SOKOLOV, 2002).

A associacao entre o gene do receptor de 5-hidroxitriptamina 1B (HTR1B) e a
dependéncia de alcool em humanos focados em um SNP rs6296 (G861C), o primeiro
estudo de associagdo relatou uma super-representacdo do alelo rs6296-C em
individuos alcoolistas anti-sociais (LAPPALAINEN, 1998). Outros polimorfismos estao
associados ao gene, tais como: rs11568817, rs130058 e rs13212041 (CONTINI,
2012). Embora o HTR1B humano seja um gene curto (1137 pb) e sem intron, ele
contém varios polimorfismos na sequéncia codificadora e em torno das regides 5 - e 3'
- ndo traduzidas (UTRs) (SANDERS, 2002). Sun et al. (2002), encontraram uma
associacao entre a variante rs130058 (A-161T), localizada no 5'UTR, e a dependéncia
de alcool em taiwaneses Han. Estudos de expressdo sugerem que esta variante afeta

a atividade do gene receptor (SUN et al., 2002).

O gene da regido promotora ligada ao transportador de serotonina (5-
HTTLPR) esta no cromossomo 17all.1-ql2 (RAMAMOORTHY, 1993),
compreendendo 14 éxons medindo -35 kb (LESCH, 1994; BENGEL, 1994). Os efeitos
da variabilidade do polimorfismo 5-HTTLPR na expressdo do gene funcional foram
determinados estudando as relacdes entre o gendtipo 5-HTTLPR, a transcricdo do
gene H-HTT e a atividade de captacdo de 5-HT em linhas de células linfoblastoides
humanas. Linfoblastos homozigotos para o L do 5-HTTLPR produziram concentracdes
de mRNA do 5-HTT duas vezes maiores do que as produzidas por células contendo
uma ou duas coépias da forma S. (COLLIER, 1996; LESCH, 1996). Os estudos de
associacao entre o polimorfismo 5-HTTLPR e o alcoolismo resultaram em resultados
negativos (HILL, 2002) e positivos com o alelo S (KONISHI, 2004).

Desse modo, os genes e seus polimorfismos relacionados com a
susceptibilidade alcodlica e genética sdo candidatos a uma investigacdo criteriosa e
mais apurada por meio de uma revisao sistematica que tem como objetivo identificar a

genética do alcool na populacao brasileira.
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2.6 ESTUDO QUALITATIVO POR REVISAO SISTEMATICA

A revisdo sistematica (RS) € uma forma rigorosa de resumir as evidéncias
cientificas disponiveis que sdo derivadas de varios ensaios clinicos, estudos de
diagnésticos e progndsticos, ou de um método particular. Para isto, a RS utiliza uma
metodologia com questdes claramente desenhadas e métodos para identificar e
avaliar criticamente as pesquisas de grande relevancia (LIBERATI et al., 2009;
HIGGINS et al., 2011; ROEVER; ZOCCAI, 2015; GREEN, 2005).

A RS engloba véarios estudos de um mesmo tema podendo fornecer
informagfes que sejam relevantes para uma vasta gama de pacientes em diferentes
ambientes clinicos. Uma RS limita o viés dos estudos existentes, melhora a
confiabilidade e a precisdo das recomendagdes, por meio da combinacdo de
informagdes de estudos individuais (GUYATT; DRUMMOND, 2002; MINISTERIO DA
SAUDE, 2012; ABUABARA, 2013).

2.7 ESTUDO QUANTITATIVO POR METANALISE

A metandlise é utilizada para combinar resultados provenientes de diferentes
estudos e, com isto, produzir estimativas que resumem ao todo, denominadas
estimativas metanaliticas. Pare se considerar que o resultado de uma metanalise
tenha significado aplicado, os estudos que compdem os seus dados devem ser o
resultado de uma revisdo sistematica, que consiste de um conjunto de regras para
identificar os estudos sobre uma determinada questéo, e entdo selecionar quais deles
serdo incluidos (BORENSTEIN et al., 2009; BERMAN et al., 2002).

Em metanalise sao utilizados dois tipos de modelos: os modelos de efeito fixo
e 0s modelos de efeitos aleatérios. O modelo de efeito fixo pressupde que o efeito de
interesse € 0 mesmo em todos os estudos e que as diferencas observadas entre eles
sdo devidas a variabilidade interna de casa estudo. O modelo de efeitos aleatdrios
pressupde que o efeito de interesse ndo € 0 mesmo em todos os estudos, é utilizado
guando os efeitos dos estudos ndo sédo iguais, mas que sdo conectados por meio de
uma distribuicdo de probabilidade, geralmente suposta como normal (SUTTON et al.,
2000; BERMAN et al., 2002).
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Com isso, quando consideramos que a variabilidade entre os estudos néo é
apenas aleatoria, dizemos que os estudos sdo heterogéneos. A avaliacdo sobre
heterogeneidade tem papel fundamental na escolha do modelo de metanadlise, e deve
ser realizada antes da escolha do modelo (SUTTON et al., 2000; ZIEGELMANN et al.,
2010).

2.8 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A questdo central desse trabalho por meio da ferramenta da reviséo
sistemética e metanalise é "Existe susceptibilidade genética a dependéncia do alcool
na populacéo brasileira?". Devido ao alto indice de consumo por bebidas alcodlicas na
populacéo brasileira e a correlagdo genética de enzimas do etanol que participam do
processo metabolico no figado, se faz necessario a investigagdo se ha uma

susceptibilidade genética descritas nos estudos da RS.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a susceptibilidade genética dos genes relacionados a dependéncia
alcodlica na populacao brasileira pela ferramenta de revisao sistematica e metandlise.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a susceptibilidade dos genes relacionados a dependéncia alcodlica na
populacgéo brasileira;

e Determinar quais 0s genes mais prevalentes na populacdo brasileira e as
fungbes biologicas em estudo genético sobre o transtorno do abuso de alcool;

e Demonstrar os dados de cada artigo apontando os tipos de genotipagem,
abordagens das amostras de caso-controle, testes estatisticos e 0s seus
principais resultados;

o Avaliar de forma critica e sistematica os artigos incluidos e determinar a
confiabilidade, evidéncia do estudo e for¢ca de recomendagéo;

¢ Realizar uma metandlise dos estudos incluidos do polimorfismo rs1695 (lle >
Val) do gene GSTP1 e julgar se h4d uma significancia estatistica de acordo com

os dados.
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4 METODOLOGIA

4.1 PROTOCOLO

O protocolo considerado para analisar os artigos de caso-controle foi baseado
no protocolo de Preferred Report Item for Systematic Review and Meta-Analysis
protocols: the PRISMA Statement (Moher et al., 2015). Além disso, um estudo foi
usado como estratégia utilizando as caracteristicas especificas do Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of Interventions para definir a questdo central da
pesquisa (PICO). Portanto, pretendeu-se responder quem seriam os participantes do
estudo, comparacdes e os resultados.

Para responder as caracteristicas do PICO, o estudo considera participantes
da populacdo brasileira, cujas intervencdes estdo relacionadas a dependéncia do
alcool, comparando com o caso-controle e definindo se a susceptibilidade genética

esta ligada ao alcoolismo.

A andlise foi listada na plataforma de Registro Prospectivo Internacional de
Revisdes Sistematicas (PROSPERO) da Universidade de Nova York da Central
Reviews and Dissemination para registrar a revisdo sistematica, ndo havendo
possibilidade de duplicacdo deste estudo com os demais pesquisadores. O nimero de
identificacdo CRD42021257213 desse trabalho foi registrado no dia 25 de junho de
2021.

4.2 ESTRATEGIA DE PESQUISA E BANCOS DE DADOS

As palavras-chave foram escolhidas por meio da plataforma Medical Subject
Headings (MeSH) para encontrar os artigos apropriados nas bases de dados
disponiveis. Portanto, os termos apropriados para a pesquisa de dados foram (em
inglés):

» Genetic susceptibility OR Genetic variations OR Mutations;

* Alcoholism OR Alcoholic dependence OR Alcoholic disorder;

* Brazil OR Brazilian people OR Brazilian population;

As bases de dados selecionadas para a revisdo sistematica e metanalise

foram Scielo, PubMed e ScienceDirect. A coleta de dados ocorreu com todas as
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palavras-chave do campo de busca aplicando os conectivos “OR” e “AND” entre as
palavras, com buscas filtradas apenas para artigos de pesquisa. Além disso, o periodo
de busca de dados ocorreu no més de janeiro de 2021 até o més de maio de 2021.
Devido a forte sobreposicdo que existe entre os bancos de dados escolhidos, todas as

duplicatas foram retiradas apds o processo de busca.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo para definir esse estudo foram: 1) trabalhos de
pesquisa com enfoque em genética populacional; 2) estudos realizados com a
populacéo brasileira; 3) estudos com abordagem caso-controle. O foco da busca por
esses artigos teve que incluir estudos randomizados por se tratar de uma revisdo

clinica e experimental.

Os critérios de exclusdo para este estudo foram: 1) artigos que nado estdo
acessiveis em texto completo e 2) artigos com informacgdes insuficientes. Trabalhos

que ndo atenderam aos critérios de inclusédo foram excluidos.

4.4 EXTRACAO DE DADOS

No inicio da extracdo dos dados, foram elaboradas planilhas no software
Microsoft Office Excel (Software Version, 2016; Redmond, WA, USA) para um correto
gerenciamento dos artigos. Todos os artigos encontrados foram identificados pelo
titulo do artigo, nome da base de dados em que foi encontrado, ano de publicacao,
autores, endereco do DOI e se o artigo entrou ou ndo no escopo de acordo com 0s

critérios de incluséo e exclusao estabelecidos no protocolo.

As seguintes informacdes foram retiradas dos artigos incluidos: autor-nome et
al., cidade, estado, pais, ano de publicacdo, nomes dos genes, tamanho da amostra
caso-controle, idade média do grupo caso-controle, sexo do grupo caso-controle,
método de genotipagem, testes estatisticos, frequéncia alélica e genotipica do grupo
caso-controle, os principais resultados e caracteristicas sociodemograficas.

Entretanto, para uma melhor organizacdo da extracdo de dados, todos os
artigos foram identificados por numeros para serem analisados e verificados quanto
aos critérios de elegibilidade. Tanto os processos de busca inicial dos artigos quanto a

extracdo dos dados foram realizados de forma independente por duas pessoas, e
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possiveis inconsisténcias foram solucionadas por meio da consulta com um terceiro

revisor.

4.5 AVALIACAO DA CONFIABILIDADE DO ESTUDO

Todos os estudos incluidos foram analisados quanto a qualidade e a
confiabilidade de acordo com os critérios da ferramenta disponivel da (NIH) National
Heart, Lung and Blood Institute (2003), que possuem a orientacdo adequada de
revisdes sistematicas em avaliar o risco de viés e descrever a confiabilidade de estudo

caso-controle.

As medidas de avaliacdo do risco de viés foram baseadas em perguntas
sobre: objetividade da pesquisa, populacdo do estudo, justificativa do tamanho da
amostra, grupos recrutados na mesma populagao, critérios de inclusdo e excluséo,
definicbes de estudo caso-controle, selecdo aleatéria dos participantes, controles
simultaneos, exposicdo avaliada antes da medicdo do resultado, medidas de
exposicao e avaliagéo, estudo cego dos avaliadores e andlise estatistica.

Com a abordagem da ferramenta de avaliacdo do risco de viés, os estudos
foram categorizados de acordo com a presenca ou auséncia dessas informacoes e
foram estabelecidas quatro categorias: confiavel (= 80%), confiavel com restricées (=
50 e < 80%), ndo confiavel (< 50%) (ROEVER, 2021).

4.6 ANALISE ESTATISTICA (METANALISE)

Mediante o estudo da revisdo sistematica sobre os genes relacionados ao
transtorno do abuso de alcool na populacéo brasileira foi detectado a possibilidade do
estudo de metanalise para o polimorfismo rs1695 (lle > Val) do gene GSTP1, o qual,
cumpre 0s requisitos minimos para realizar esse estudo estatistico. Tendo em vista
gue testes de heterogeneidade de dados dependem do nimero de estudos, apenas
estudos para este gene em particular foram utilizados para aplicar métodos
estatisticos de associagéo genética (HIGGINS; THOMPSON, 2002).

O estudo foi realizado pelo Programa RStudio® (Software Version 4.1.1,
2021; The R Foundation for Statistical Computing) com os seguintes dados extraidos
de trés trabalhos: autor-nome et al., o valor absoluto (N) da frequéncia alélica do grupo

caso-controle e o valor absoluto (N) da frequéncia genotipica do grupo caso-controle.
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No programa RStudio, foram utilizados os pacotes do script “meta” (autor: Guido
Schwarzer) e forest plot (autor: Max Gordon, Thomaz Lumbley), para o comando e o
gerenciamento dos dados.

O gerenciamento do polimorfismo GSTP1 lle > Val (rs1695) na metanalise,
em relacdo a quantificacdo da heterogeneidade dos estudos incluidos foi testada pelo
teste Q de Cochran e com base na significancia estatistica do teste da inconsisténcia
(1) para verificar a presenca da heterogeneidade. Os valores de 25%, 50% e 75%
foram considerados os pontos de corte para niveis baixa, moderada e alta da
heterogeneidade entre os estudos, respectivamente (HIGGINS et al., 2003).

O modelo de efeitos aleatorios foi usado para calcular as médias com seus
respectivos valores de intervalo de confianca (IC), para quando a heterogeneidade
sendo significativa (12 > 50%, p < 0.05). Em contrapartida, o modelo de efeito fixo foi
usado para estimar o valor de OR quando n&o significativo (12 > 50%, p > 0.05). O viés
de publicacao foi avaliado por uma andlise visual dos gréaficos de funil (PETERS et al.,
2008) e os testes de Egger e Begg utilizados para determinar a assimetria entre os
estudos nos graficos de funil (STERNE et al., 2001).

A comparagdo entre 0s gendtipos e alelos foram realizadas para verificar a
significancia estatistica do gendtipo (Val/Val) ser associado como um fator de risco na
susceptibilidade ao alcoolismo. Cinco modelos genéticos de comparacdes na
metanalise foram abordados:

¢ Homozigoto mutante (Val/Val) + heterozigoto (lle/Val) versus homozigoto
selvagem (lle/lle);

e Heterozigoto (lle/Val) versus homozigoto selvagem (lle/lle);

¢ Homozigoto mutante (Val/Val) versus homozigoto selvagem (lle/lle);

¢ Homozigoto mutante (Val/Val) versus heterozigoto (lle/Val) + homozigoto
selvagem (lle/lle);

e Alelo mutante (Val) versus alelo selvagem (lle);

4.7 FIGURAS E GRAFICOS

Todas as figuras inseridas na andlise qualitativa foram preparadas no
Microsoft Office Excel® (Software Version, 2016; Redmond, WA, USA), Programa
RStudio® (Software Version 4.1.1, 2021; The R Foundation for Statistical Computing).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROCESSO DE SELECAO DOS ESTUDOS INCLUIDOS BASEADO NO
FLUXOGRAMA PRISMA

O fluxograma baseado no protocolo Preferred Report Item for Systematic
Review and Meta-Analysis protocols: the PRISMA Statement (Moher et al., 2015) foi
preparado, o qual contribui para o direcionamento criterioso na busca de artigos para a
obtencao dos primeiros resultados desse trabalho (Figura 9).

A busca eletrénica resultou em 2.229 artigos relacionados com os descritores
propostos. Dentre os artigos, 1.775 foram encontrados no banco de dados da Science
Direct, 435 artigos foram encontrados no PubMed e 19 artigos foram encontrados no
Scielo (Figura 9). O ano de publicagéo desses artigos em todos os bancos de dados

consultados variou de 1948 a 2021.

Foram excluidos 158 artigos duplicados. Do mesmo modo, a leitura
abrangente por todos os 2.071 artigos apontou a necessidade de excluir 1.942 artigos
gue ndo condizem com a proposta do protocolo por estarem associados a doengas
secundarias causadas pelo transtorno por abuso de alcool. Os critérios de
elegibilidade usados para os 129 artigos foram baseados em: populacdo brasileira,

genes, populacao caso-controle associado a dependéncia ao alcool.

Seguidamente, 114 artigos foram excluidos por ndo cumprirem os critérios de
elegibilidade e restaram 15 artigos aprovados para uma analise qualitativa (RS), e
dentre eles, 2 artigos e 1 dissertacdo com a possibilidade de verificar os dados

guantitativos (metanalise).
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Figura 9: Fluxograma do processo de selecdo da revisdo sistemética dos estudos

brasileiros referentes aos genes associados a dependéncia ao alcool.
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5.2 VISAO GERAL DOS ESTUDOS INCLUIDOS

Ao proceder com a analise criteriosa dos dados dos artigos incluidos da RS,
foi gerenciado uma visdo geral dos estudos para apontar como foram abordados os
tamanhos amostrais das pesquisas de genes investigados em um estudo randémico
(Tabela 1).

O artigo de Contini et al. (2012) possui 0 maior numero amostral de individuos
com 136 individuos no grupo alcoolistas e 237 no grupo controle, enquanto, o artigo de
Melo et al. (2019) possui 0 menor nimero amostral de individuos com 39 no grupo
alcoolistas e 43 no grupo controle. Apontou que ha estudos que utilizaram 0 mesmo
namero de individuos de forma igualitaria para cada grupo de caso e controle, sédo
eles: em um estudo 51 homens e 41 mulheres (GUINDALINI et al., 2005; GUINDALINI
et al., 2005) e 150 homens (SILVA JUNIOR et al., 2020). Além disso, a maior amostra
do grupo de controle € do estudo de Continl et al. (2012), com 237 individuos e o
menor grupo de amostra controle é do estudo Melo et al. (2019), com 43 individuos. A
diferenca do numero amostral encontrada nos estudos se refere a disponibilidade do
local de recrutamento dos participantes, local do estudo, tal como, baixo financiamento
e estrutura e falta de campanha de 6rgaos responsaveis e gerenciamento da salde

publica no controle e combate a DA (Tabela 1).

A média das idades (MI) ndo foram relatados em alguns trabalhos, que,
denota uma falta de informag@o amostral da pesquisa (CONTINI et al., 2006; FREIRE
et al., 2005; MARQUES et al., 2006; RAMOS et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2017). No
estudo de Ramos et al. (2018) é relatado na metodologia como justificativa da
auséncia de informacdo sobre M|l que ambos 0s grupos caso-controle possuem uma
idade média similar. E observado que em dois estudos de mesmo grupo de
pesquisadores (GUINDALINI et al., 2005; GUINDALINI et al., 2005), possuem o
mesmo valor da MI para 47,3 em pacientes e 45,3 em controle, o que permite
confirmar que foi utilizado a mesma populacdo em dois estudos para genes diferentes.
Mediante a esses dados, conferem que a média de uma populagdo mais jovem (entre
18 e 20 anos) do grupo de alcoolistas gera duvidas se realmente é de fato um
individuo dependente ou uma situacédo de estresse pessoal e estilo de vida, por outro
lado, a populacdo mais velha (entre 30 e 50 anos) e homogénea do grupo de
alcoolistas ndo gera duvidas se considerar pelo historico dos individuos pelo uso

abusivo do &lcool. No entanto, o estudo de Castroand et al. (2012) relata que quanto
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mais jovem consumir alcool, maior é a prevaléncia no consumo por bebidas alcoodlicas
(CASTROAND et al., 2012) e é necessério de mais estudos com um maior numero
amostral para avaliar essa correlagéo (Tabela 1).

Além disso, a Ml dos estudos em geral para pacientes variam do valor minimo
da Ml de 39,71 (LEMOS et al., 2016) até o valor maximo da Ml de 50,7 em pacientes
(COSTA et al., 2009). Com isso, certamente confere que uma populacdo mais velha
da fase adulta tem uma maior ocorréncia do consumo excessivo de alcool. A Ml do
grupo controle em geral varia do valor minimo de 31,5 (BURIM et al., 2004) até o valor
méaximo MI com 53,59. A MI do grupo controle néo foi descrita no estudo de Bau et al.
(2000) (Tabela 1).

Entretanto, de acordo com os dados da tabela 1, ha investigagbes dos
comportamentos dos genes que apresentam um grupo caso-controle que se limita ao
género masculino. Isso se deve ao local do estudo em questdo, uma maior incidéncia
de homens com estilos de vida que condiz como dependentes alcodlicos (CONTINI et
al., 2012; CONTINI et al., 2006; FREIRE et al., 2005; LEMOS et al., 2016; MARQUES
et al., 2006; SILVA JUNIOR et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015).

E observado que o grupo controle do estudo de Bau et al. (2000), que utilizou
de forma igualitaria ambos os sexos, que segundo como consta na sua metodologia a
justificativa se da pelas analises de ndo haver diferencas significativas entre os sexos

nas frequéncias do gene DRD2 (Tabela 1).

Ademais, para o compreendimento da abordagem do tamanho amostral geral
da RS, ha presenca de trabalhos com informac¢des abrangentes que relatam a
investigacdo dos seus estudos genéticos com uma populagdo controlada e
especificada de acordo com o sexo do caso-controle, quantidade de individuos por
género e média das idades (BURIM et al. 2004; CONTINI et al., 2012; COSTA et al.,
2009; GUINDALINI et al., 2005; GUINDALINI et al., 2005; MELO et al., 2019; RAMOS,
et al., 2016; SILVA JUNIOR et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015).
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Tabela 1: Visao geral dos estudos

Autor e Ano

BAU et al. (2000)

BURIM et al. (2004)
CONTINI et al. (2012)

CONTINI et al. (2006)
COSTA et al. (2009)
FREIRE et al. (2005)
GUINDALINI et al. (2005)

GUINDALINI et al. (2005)

LEMOS et al. (2016)
MARQUES et al. (2006)
MELO et al. (2019)
RAMOS et al. (2018)
RAMOS et al. (2016)

SILVA JUNIOR et al. (2020)

TEIXEIRA et al. (2017)

VASCONCELOS et al. (2015)
Fonte: elaboracéo do autor.

Tamanho
da
amostra

229

341

373

360
172
347
184
185
283
332
82
180
134

300

200

227

Legenda: NR* = Nao Relatado.

Sexo do Grupo
Alcoolistas (N)

Homem (115)

Homem (103)
Mulher (17)

Homem (136)

Homem (125)

Homem (59)
Mulher (09)
Homem (114)

Homem (51)
Mulher (41)

Homem (51)
Mulher (42)
Homem (138)

Homem (114)

Homem (29)
Mulher (10)

Individuos (84)

Homem (64)
Mulher (11)

Homem (150)

Homem (84)
Mulher (16)

Homem (113)

Sexo do Grupo

Controle (N)

Homem (57)
Mulher (57)

Homem (159)
Mulher (62)

Homem (237)

Homem (235)

Homem (60)
Mulher (44)
Homem (233)

Homem (51)
Mulher (41)

Homem (51)
Mulher (42)
Homem (145)

Homem (218)

Homem (23)
Mulher (20)

Individuos (96)

Homem (43)
Mulher (16)

Homem (150)

Homem (24)
Mulher (76)

Homem (114)

Média das Idades (em
anos)

Paciente: 41 (entre 20-63)
Controle: NR*
Paciente: 48.28
Controle: 31.5

Paciente: 41.15
Controle: 34.01

NR

Paciente: 50.7
Controle: 32.2
NR

Paciente: 47.3
Controle: 45.3

Paciente: 47.3
Controle: 45.3

Paciente: 39.71
Controle: 53.59
NR
Paciente: 40.9
Controle: 37.5
NR

Paciente: 44 (+ 8.13)
Controle: 36 (= 9.17)

Paciente: 49.51
Controle: 42.34

NR

Paciente: 44.8
Controle: 49.5

5.3 OBSERVACAO DE GENES INCLUIDOS NA REVISAO SISTEMATICA

A busca de artigos para a RS resultou em um total de 17 genes com fungfes

biol6égicas diferentes que foram associados ao transtorno abusivo de &lcool na

populacdo brasileira. As variantes polimoérficas desses genes foram determinar por

diferentes processos de genotipagens para a sua associacdo com a variavel estudada.

Todos os estudos incluidos, relatam que os genes foram trabalhados pela técnica da

biologia molecular conhecida por reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés

Polymerase Chain Reaction) de acordo com os seus protocolos laboratoriais (Tabela

2).

Além do método convencional de PCR, foram utilizadas técnicas da biologia

molecular mais robustas e abrangentes para determinar uma possivel associagdo

genética, tal como, a Reacdo em Cadeia da Polimerase associado ao Polimorfismo de
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Comprimento de Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP, do inglés “Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism”), mediante a isso, alguns
trabalhos utilizaram o método para os seguintes genes: CYP2E1, CYP1Al, DRDA4,
GSTM1, GSTT1, GSTP1, 5HTR2A e SLC6A3-uVNTR (BURIM et al., 2004; LEMOS et
al., 2016; SILVA JUNIOR et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015) (Tabela 2). Foram
relatados também o uso da técnica de PCR-Multiplex (em inglés, “Multiplex —
Polymerase Chain Reaction”) para ambos os genes: GSTM1 e GSTT1 (BURIM et al.,
2004; LEMOS et al., 2016) (Tabela 2). A técnica de PCR foi a mais utilizada da RS,
por se tratar de um procedimento convencional no processo de genotipagem e de facil
acesso gque nao precisa de estruturas mais robustas em relacao a técnica de Reacédo
em Cadeia da Polimerase Quantitativa (g-PCR, do inglés “Quantitative Polymerase
Chain Reaction”). Além disso, o uso da PCR-Multiplex se remete aos estudos de
ambos os genes de delecdo GSTM1 e GSTT1l. E a PCR-RFLP se refere na
investigacao de genes polimérficos de mais de uma variagdo do gene, por exemplo, 0s
genes CYPs que séo altamente polimorficos.

O método de sequenciamento Sanger foi utilizado em dois trabalhos de
mesmo grupo de pesquisadores e local de estudo para apontar o comportamento do
gene CYP2E1 (RAMOS et al., 2018; RAMOS et al., 2016). Dentre esses dois estudos
citados, foi aplicado a técnica do ensaio cometa para a compreensdo do mesmo gene
em questdo (RAMOS et al., 2016). Do mesmo modo, somente um Unico trabalho foi
relatado o uso da (g-PCR) para os genes ADH e ALDH (TEIXEIRA et al., 2017)
(Tabela 2).

E observado também que em dois trabalhos encontrados, estudou-se o gene
MAOA e SLC6A3 com o tamanho de pares de bases especificos em uma regiao
promotora do gene, do qual, denota um polimorfismo em sequéncia de repeticdo
(CONTINI et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2015). A sigla “uVNTR" representa em
inglés “upstream variable number tandem repeat”, o que condiz pér o gene MAOA-
UuVNTR ser localizado em uma regidao promotora especifica do polimorfismo de 30-bp
de sequéncia repetida e amplificado por PCR (CONTINI et al., 2006). Sendo assim,
também o gene SLC6A3-uVNTR possui o polimorfismo de sequéncia repetida e
estudado no tamanho de 40-bp 3’'UTR-uVNTR, amplificado por PCR (VASCONCELOS
et al., 2015) (Tabela 2).
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Tabela 2: Analise dos polimorfismos das caracteristicas genéticas investigadas dos
estudos incluidos

Autor e Ano Local do Estudo Genes Método de Genotipagem
BAU et al. (2000) Parto Alegre, Rio” DRD2 PCR*
Grande do Sul, Brasil
BURIM et al. (2004) Ribeirdo Preto, S&o CYP2E1, CYP1A1, PCR-RFLP**,
Paulo, Brasil GSTP1, GSTM1, GSTT1 PCR-Multiplex*+*
Porto Alegre, Rio
CONTINI et al. (2012) g sh Sl Dedl HTR1B PCR
Porto Alegre, Rio _
CONTINI et al. (2006) Grande do Sul. Brasil MAOA-uVNTR PCR
COSTA et al. (2009) Séo Paulo, Séo Paulo, CFTR PCR
Brasil
Porto Alegre, Rio
FREIRE l. (2 ! DBH PCR
et al. (2005) Grande do Sul, Brasil c
GUINDALINI et al. (2005) Séo Pa”:;aiﬁ‘o Paulo, ADH PCR
GUINDALINI et al. (2005) Séo Pa“'B";aiﬁ‘o Paulo, MAOA PCR

LEMOS et al. (2016)
MARQUES et al. (2006)
MELO et al. (2019)
RAMOS et al. (2018)
RAMOS et al. (2016)

SILVA JUNIOR et al. (2020)

TEIXEIRA et al. (2017)

VASCONCELOS et al. (2015)

Parnaiba, Piaui, Brasil

Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil

Goiania, Goias, Brasil
Goiéania, Goias, Brasil
Goiéania, Goias, Brasil
Parnaiba, Piaui, Brasil

Goiania, Goias, Brasil
Parnaiba, Piaui, Brasil

Fonte: Elaboracéo do autor.

GSTM1, GSTT1, GSTP1
5-HTLLPR
GSTP1, XRCC1
CYP2E1
CYP2E1
DRD4, 5HTR2A

ADH, ALDH
DRD2, SLC6A3-uVNTR

PCR-Multiplex, PCR-RFLP

PCR

PCR

PCR e sequenciamento Sanger
Ensaio cometa, PCR e Sanger

sequenciamento
PCR-RFLP
q_PCR****
PCR e PCR-RFLP

Legenda: PCR* = reacdo em cadeia da polimerase; PCR-RFLP** = reacdo em cadeia da
polimerase associado ao polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo; PCR-
Multiplex*** = reacdo em cadeia da polimerase associado ao uso de multiplex; q-PCR**** =
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.

5.4 ANALISE DEMOGRAFICA BRASILEIRA DOS GENES INCLUIDOS

Em questao de aspecto quantitativo, uma boa parte dos estudos incluidos na
revisao sistematica foram feitos no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Gréafico 1 e
grafico 2). Entretanto, apesar do estado possuir uma producdo cientifica maior, seus
resultados nao refletem em uma boa confiabilidade dos resultados em um Gnico artigo
(BAU et al., 2000).

O estado de Sdo Paulo tem como referéncia nessa RS em questdo de
estudos com uma populacdo alcéolica e a susceptibilidade genética no contexto de
possuirem o0 maior conjunto de genes (ADH, CFTR, CYP1Al, CYP2E1l, GSTMI,

GSTP1, GSTT1 e MAOA) estudados em relacdo aos outros estados brasileiros
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(BURIM et al., 2004; COSTA et al., 2009; GUINDALINI et al., 2005; GUINDALINI et al.,
2005) (Grafico 1 e 2).

Por sua vez, o estado do Piaui tem como o menor indice de producdo
cientifica referente ao tema com apenas trés trabalhos incluidos (LEMOS et al., 2016;
SILVA JUNIOR et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015) (Grafico 1 e 2), mas que
garantem uma maior confiabilidade dos seus resultados em comparacédo com o estado
do Rio Grande do Sul que embora tenha uma maior producéo cientifica, o estudo de
Bau et al. (2000) tem como os seus resultados e metodologias questionaveis.

O estado de Goias tem em sua composi¢cao de artigos incluidos na RS os
cinco genes estudados (ADH, ALDH, CYP2E1, GSTP1 e XRCC1) relacionados ao
alcoolismo, sendo que o gene XRCCL1 é investigado pela primeira vez no Brasil para
verificar a associacdo da genética e o alcool (MELO et al., 2019; RAMOS et al., 2018;
RAMOS et al., 2016).

Grafico 1: Composicdo de genes associados a dependéncia alcodlica por estados
brasileiros

DRD2, DRD4, GSTM, 65TT1,

GSTP1, HTR24, SLCEAZ-VINTR

ADH, ALDH, CYP2E1, G5TP1,
XRCC1

ADH, CFTR, CYP1A1 CYPIEL,

GSTM1, GSTP1, GSTTI, MAOA

5-HTTLPR, DHB, DRD2, HTR1E,

u
MADA

I ‘
f Da plataforma Bing

’ & GeaNames, Microsoft, Tom To

Fonte: elaboracéo do autor.

53



Grafico 2: Numero de artigos incluidos para cada estado brasileiro

5
4 4
I I 3

Rio Grande do Sul Sdo Paulo Goids Piaui

Numero de artigos por estados brasileiros

Fonte: elaboracéo do autor.

5.5 PREVALENCIA DOS GENES ESTUDADOS ASSOCIADO AO TRANSTORNO DO
ABUSO DE ALCOOL

Para o melhor entendimento da importancia dos estudos dos genes
especificos e associacdo ao alcoolismo, foi elaborado um gréfico para demonstrar o
namero de artigos para cada gene (Grafico 3). A maioria dos genes incluidos tem uma
guantidade uUnica de artigos publicados referentes a essas investigacbes das
caracteristicas genéticas nessas populagbes. Desse modo, € uma justificativa e

impede a elaboragéo da estratégia do uso da ferramenta de metandlise.

Por outro lado, ha cinco genes (ADH, DRD2, GSTM1, GSTT1 e MAOA-
uVNTR) com duas publicacbes cientificas cada, o que permite tracar uma
possibilidade do estudo da metanalise, no entanto, ndo é recomendavel um estudo de
metandlise com dois trabalhos realizados. Além disso, nessa RS foram encontrados
dois genes com trés trabalhos incluidos: trés polimorfismos para o gene CYP2EL e um
anico polimorfismo para o gene GSTP1. (BURIM et al., 2004; MELO et al., 2019;
LEMOS et al., 2016; RAMOS et al., 2018; RAMOS et al., 2016) (Grafico 3).
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Grafico 3: Numero de artigos incluidos para cada gene associado a dependéncia
alcodlica.

Niumero de artigos para cada gene
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Fonte: elaboracéo do autor.

5.6 TESTES ESTATISTICOS UTILIZADOS NOS ESTUDOS INCLUIDOS

A andlise detalhada de testes estatisticos de cada estudo incluido na RS
corrobora para o entendimento do gerenciamento dos dados obtidos no grupo caso-
controle. Sendo assim, além de demonstrar o interesse do estudo em efeito da
susceptibilidade genética é necessario relatar por meio de célculos estatisticos se
houve alguma associacdo do polimorfismo e verificar as interferéncias que né&o
estejam associadas em relacdo ao material genético dos pacientes e a desordem
alcoolica. Portanto, para avaliagdo critica e sistematica desse trabalho considera-se
apontar quais os testes estatisticos utilizados e de que forma esses dados foram

interpretados e levantar hip6teses de confiabilidade desses resultados.

A observacdo inicial estatistica denota que todos os artigos incluidos
apresentam os valores de p como o valor referencial da significancia estatistica de p
< 0.05 e associado com os dados de raz&o de chances (OR) e o intervalo de confianca
a 95%, é possivel estabelecer a estimativa de risco e associacdo dos genotipos
atrelado ao TUA no estudo caso-controle. Entretanto, uma analise mais apurada
desses parametros estatisticos indicou uma auséncia de informacdes de OR em
alguns estudos da revisdo sistematica para apontar se houve o risco ou prote¢cdo dos
genotipos e/ou dos alelos em relagdo ao consumo abusivo de bebidas alcoolicas (BAU
et al., 2000; CONTINI et al., 2012; CONTINI et al., 2006; FREIRE et al., 2005;
MARQUES et al., 2016; RAMOS et al., 2018; RAMOS et al., 2016). Além disso, foi
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observado como resultado uma auséncia do célculo de intervalo de confianca dos
artigos o que compromete o grau de associacdo desses dados (BAU et al., 2000;
CONTINI et al., 2012; CONTINI et al., 2006; FREIRE et al., 2005; MARQUES et al.,
2016; RAMOS et al., 2016).

A avaliacdo da confiabilidade das analises dos dados desta revisdo
sistematica, seguem os critérios de calculo estatistico conhecidos por: teste qui-
quadrado, teste do ANOVA e/ou ANCOVA, teste T, teste G, teste de Fisher (unilateral
ou bilateral), andlise de regressao, analise multipla de regresséo, andlise logistica de
regressao, desvio padréo, desequilibrio de ligagcéo, estatistica de Cramer V, Método de
Woolf, teste de Kolmogonov Smirnov, teste de Mann-Whitney e o coeficiente de
correlagcdo de Sperman. Todos os calculos estatisticos das amostras caso-controle,
relatam que esses estudos tiveram uma analise estatistica apurada do grupo dos
alcoolistas de que esses genes associados ao alcoolismo néo tiveram interferéncias
externas que prejudiquem na estratégica dos estudos em detectar a prevaléncia
nessas populacdes e garantir a seguranca do trabalho cientifico (Tabela 3).
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Tabela 3: Testes estatisticos utilizados nos estudos incluidos

Autor e Ano TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0 Ti1 TI2
BAU et al. (2000) X X X
BURIM et al. (2004) X X X X
CONTINI et al. (2012) X X
CONTINI et al. (2006) X X
COSTA et al. (2009) X X X X
FREIRE et al. (2005) X X X
GUINDALINI et al. (2005)* X X X X X
GUNDALINI et al. (2005) X X X X X
LEMOS et al. (2016) X X X X X X | X
MARQUES et al. (2006) X X
MELO et al. (2019) X X X | X
RAMOS et al. (2018) X X
RAMOS et al. (2016)** X X X
SILVA JUNIOR et al. (2020) X X X X X X X X
TEIXEIRA et al. (2017) X X X X
VASCONCELOS et al. (2015) =~ X X X X X

Fonte: Elaboracéo do autor.

Legenda: Qui-quadrado (T1) ANOVA e/ou ANCOVA (T2) teste T e/ou G (T3), teste exato de
Fisher (T4), one-tailed e/ou two-tailed (bicaudal) (T5), analise de regressdo (T6) regressao
linear multipla (T7), regresséo linear simples (T8); desvio padréo (T9), desequilibrio de ligagao
(T10) razéo de chances (T11), intervalo de confianga a 95% (T12), valor de p (T13). O estudo
de Guindalinl, et al. (2005) utilizou os seguintes testes complementares para compor o estudo:
estatistica V de Cramer para mensurar a desequilibrio de ligacdo e Método de Woolf para
mensurar a razdo de chances (OR)*; O estudo de Ramos et al. (2016) utilizou os seguintes
testes complementares para compor o estudo: Kolmogonov Smirnov, Mann-Whitney e o
coeficiente de correlagdo de Sperman**

5.7 CABACTERiST]CAS CLINICAS E SOCIODEMOGRAFICAS CONSIDERADAS NA
REVISAO SISTEMATICA

Com o intuito de identificar o comportamento social e demogréafico das
populacdes incluidas no grupo caso-controle, a extracdo de dados baseados nesse
contexto define a abordagem de escolha dos individuos por questionérios
apresentados pelos grupos de pesquisadores e diagnosticos clinicos dos pacientes
realizados por profissionais da saude nos locais da coleta do material de estudo.
Sendo assim, além de encontrar um grupo caso-controle como perfil alcoolista foram
consideradas outras caracteristicas sociodemograficas para a compreensao do estilo

de vida associado a desordem alcéolica.
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Por outro lado, duas pesquisas realizadas consideram 0s mesmos critérios
das caracteristicas sociodemogréficas, sao eles: consumo alcoolico por dia,
dependéncia de nicotina, grau de escolaridade, histérico familiar relacionado ao
alcoolismo e idade dos grupos de estudos (SILVA JUNIOR et al, 2020;
VASCONCELOS et al., 2015). O estudo do comportamento social dos individuos do
grupo-caso é relevante no @mbito de considerar se essa populacdo é de baixa renda,
tem parentescos tanto com a desordem alcodlica e/ou uso de nicotina, se possuem o
grau de escolaridade minima (ensino médio), pois tais variaveis podem

significativamente contribuir para a susceptibilidade ter carater multifatorial (Tabela 4).

Encontrou-se trés estudos que associaram as caracteristicas para o grupo
caso-controle por etnia (COSTA et al., 2009; GUINDALINI et al., 2005; RAMOS et al.,
2018). Dentre esses estudos, foram considerados sintomas e/ou complicacdes clinicas
dos individuos alcoolistas, assim como, exames por imagens e laboratoriais obtidas
por prontudrios desses pacientes no local da coleta de material do estudo em questdo
(COSTA et al., 2009) (Tabela 4). A caracteristica social por etnia € importante ser
estudada se o0 grupo caso-controle sdo compostos por negros, indigenas, caucasianos
e de outras nacionalidades, o que colabora com o estudo em avaliar a prevaléncia da
susceptibilidade dos genes, assim como, o estudo epidemiol6gico dos alcoolistas na

investigac@o da causalidade daquele grupo-caso serem dependentes.

Em questdo das caracteristicas como dependéncia psicolégica e/ou
personalidade antissocial foram constatadas em trés estudos (BAU et al., 2000;
CONTINI et al., 2006; MARQUES et al., 2006). Dentre esses estudos, foram
encontradas em um Unico estudo incluido na revisdo, informacdes sobre tentativas
e/ou idealizacdo de suicidio e diagndstico clinico como transtorno depressivo
associado ao alcoolismo (MARQUES et al., 2006). Além disso, foi apontado em outro
estudo as caracteristicas de doencas secundarias relacionadas como transtorno de
desordem alcoolico e foi obtido a extracdo de dados somente da subpopulacao
diagnosticada como alc6olatras nao corroborando com doencas secundarias, segundo

o protocolo estabelecido na revisdo sistemética (BURIM et al., 2004) (Tabela 4).

Sobretudo, os dados obtidos na tabela 4 consta que dois estudos
correlacionados aos individuos alcoolistas com o abuso de drogas (MARQUES et al.,

2006; RAMOS et al.,, 2016). As caracteristicas dos alcoolistas associadas a
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dependéncia de nicotina foram encontradas em seis estudos incluidos na RS (LEMOS
et al., 2016; MARQUES et al., 2006; MELO et al., 2019; RAMOS et al., 2016; SILVA
JUNIOR et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015).

Por fim, foi relatado também, o histérico familiar do tabagismo, tempo médio
do alcoolismo e tabagismo, quantidade de alcool/dia (RAMOS et al., 2016). H4 uma
forte relacdo genética do tabagismo e alcoolismo devido ao cigarro ser composto por
substancias carcinogénicas, tais como, hidrocarbonetos aromaticos (PAH) e N-
nitrosaminas, o que pode comprometer com a ativagdo de alguns genes,
especificamente GSTs (GSTM1, GSTT1 e GSTP1) (GOLONI-BERTOLLO et al., 2006).
Além disso, as regides cerebrais relacionadas ao comportamento aditivo do alcool
estdo intimamente relacionadas com o tabagismo, especialmente por ativarem ou
levarem a desregulagdo na regido mesocorticolimbica, onde existe a forte atuacdo das

vias dopaminérgicas e serotoninérgicas (Tabela 4).
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Autor e Ano
BAU et al. (2000)

BURIM et al. (2004)
CONTINI et al. (2012)

CONTINI et al. (2006)

COSTA et al. (2009)

FREIRE et al. (2005)
GUINDALINI et al. (2005)
GUINDALINI et al. (2005)

LEMOS et al. (2016)

MARQUES et al. (2006)

MELO et al. (2019)

RAMOS et al. (2018)

RAMOS et al. (2016)

SILVA JUNIOR et al. (2020)

TEIXEIRA et al. (2017)

VASCONCELOS et al. (2015)

Fonte: elaboracéo do autor.

Tabela 4: Composicao de caracteristicas clinicas e sociodemograficas relacionadas
ao alcoolismo na populacao brasileira

Caracteristicas Sociodemograficas
Dependéncia psicologica
Personalidade antissocial

Doengas secundérias associadas ao alcoolismo

N&o foram descritas nesse estudo
Personalidade antissocial
Idade do primeiro uso de alcool
Etnia
Sintomas e/ou complicagdes clinicas
Teste de exames por imagens
Testes de exames laboratoriais

N&o foram descritas nesse estudo
Etnia

N&o foram descritas nesse estudo
Consumo Alcoolico por dia
Dependéncia de nicotina
Grau de escolaridade
Histdrico familiar relacionado ao alcoolismo
Idade dos grupos de estudos
Idade do primeiro uso de alcool
Abuso de drogas
Dependéncia de nicotina
Personalidade Antissocial
Tentativa e/ou idealizagdo de suicidio
Transtorno depressivo
Idade do primeiro uso de alcool

Dependéncia de nicotina
Tempo de uso do alcool

Etnia
Tempo de uso do alcool
Abuso de drogas
Dependéncia de nicotina
Idade dos grupos de estudos
Tempo de tabagismo
Historico familiar de tabagismo
Tempo de alcoolismo
Quantidade de alcool por dia
Consumo alcoolico por dia
Dependéncia de nicotina
Grau de escolaridade
Histdrico familiar relacionado ao alcoolismo
Idade dos grupos de estudos
N&o foram descritas nesse estudo
Consumo alcdolico por dia
Dependéncia de nicotina
Grau de escolaridade
Histdrico familiar relacionado ao alcoolismo

Idade dos grupos de estudos
Idade do primeiro uso de alcool
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5.8 ANALISE DOS DADOS DA FREQUENCIA ALELICA DOS ESTUDOS INCLUIDOS

Para a elaboracdo da estratégia do estudo de metandlise dessa revisédo
sistemética, foi realizada a extracdo de dados da frequéncia alélica de cada estudo
incluido. Esses dados foram gerenciados de acordo com 0s nomes dos genes, nomes
dos alelos, o valor absoluto (N) e percentual (%) da amostra do grupo caso-controle
referente a frequéncia alélica, nomes dos polimorfismos, tamanho do alelo, enzimas
de restricdo e frequéncia alélica por grupos da populagdo do mesmo estudo (Tabela
5).

Entretanto, trés estudos ndo relataram a frequéncia alélica dos genes
investigados, comprometendo negativamente com a interpretacdo dos resultados
(COSTA et al., 2009; GUINDALINI et al., 2005; MELO et al., 2019). Além disso, outros
dois estudos que também nédo foram calculadas as frequéncias alélicas dos genes
GSTM1 e GSTTL1 é devido as limitag6es do protocolo de PCR-Multiplex em separar
heterozigotos de homozigotos para esses genes de dele¢cbes, como consta nha
justificativa descrita (BURIM et al.,, 2004; LEMOS et al., 2016) mas que foram
considerados na investigacdo para verificar se ha uma perda da atividade enzimética

nos individuos alcoolistas (Tabela 5).

A frequéncia alélica do gene HTR1B foi investigado em uma correlagdo do
alcoolismo e susceptibilidade genética no grupo caso-controle pelos polimorfismos
especificos do gene: rs11568817, rs130058, rs6296 e rs13212041. Com isso, 0s
resultados das frequéncias alélicas sdo heterogéneos (considerando os valores
absolutos (N) e percentuais (%) da amostra dos alelos C, G e T (CONTINI et al.,
2012). E para que uma metanalise com polimorfismos seja feita considera-se
importante a frequéncia alélica dos polimorfismos bem definida para uma analise
quantitativa. Devido a escassez do trabalho do gene HTR1B e de outros genes da
revisdo sistematica ndo € possivel tragar um estudo metalistico com apenas uma
populacdo, sendo assim, no minimo trés trabalhos de um mesmo polimorfismo é

consideravel (Tabela 5).

As observagfes complementares referentes aos estudos incluidos na revisdo

sistemética sdo de genes especificos que possuem dois artigos publicados, entéo,
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foram identificados 0s seguintes genes: ADH, DRD2, GSTM1, GSTT1 e MAOA.
(GUINDALINI et al., 2005; LEMOS et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017; BAU et al.,
2000; VASCONCELOS et al., 2015; BURIM et al., 2004; MELO et al., 2019; CONTINI
et al., 2006; GUINDALINI et al., 2005). Sobre esses estudos com duas publicacbes de
um mesmo gene hao sdo recomendadas metanalises com dois artigos, dessa forma, é
inviavel as discussfes da metanalise para os genes especificos devido a auséncia de
um terceiro trabalho do mesmo polimorfismo da reviséo sistematica (GUINDALINI et
al., 2005; CONTINI et al., 2006; MELO et al., 2019) (Tabela 5).

Em outros trés estudos encontrados na revisao sistematica do gene CYP2EL1,
em dois deles se referem ao mesmo grupo de pesquisadores e local de estudo que
avaliaram a susceptibilidade genética associado a desordem alcéolica no grupo caso-
controle. Como resultados, foram avaliados trés tipos de polimorfismos citados nos
artigos cientificos: rs3813867, rs20311920 e rs20311921 (RAMOS et al.,, 2018;
RAMOS et al., 2016). Os resultados das frequéncias alélicas de ambos os estudos séo
homogéneos, com excec¢do do grupo controle do polimorfismo rs3813867 do estudo
de Ramos et al., 2016 que possuem resultado heterogéneo. Contudo, ndo é possivel
correlacionar esses polimorfismos do gene CYP2EL1 para o estudo da metanalise
devido aos trés trabalhos do gene CYP2E1l nado estarem correlacionados com o

mesmo polimorfismo (Tabela 5).

Sob o raciocinio de qual gene é o ideal para a realizagcdo do estudo
quantitativo da metanalise, foi eleito o gene GSTP1 com as observacbes das
distribuicdes das frequéncias alélicas do polimorfismo rs1695 (lle > Val) de dois artigos
publicados e uma dissertacdo de mestrado com os seus dados internos que possibilita
essa analise em um grafico de floresta e de funil (BURIM et al., 2004; LEMOS et al.,
2016; MELO et al., 2019) (Tabela 5).

5.8.1 Anadlise e discussdao da significancia estatistica dos alelos

Em um estudo da tabela 5, envolvendo o gene DRD2, polimorfismo TaglA
rs1800497-A, ndo foram detectadas diferencas significativas da frequéncia alélica
entre os grupos alcoolistas e controle, mas a prevaléncia do alelo mutante A2 foi maior
em alcoolistas do que em controles (27% versus 21%, respectivamente) (BAU, et al.,
2000). Da mesma forma, no estudo de Vasconcelos et al. (2015), a frequéncia alélica

da variante do gene DRD2 néo difere significativamente entre os alcoolistas e o
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controle, também com maior prevaléncia nos alcoolistas 39,4% do que nos controles
31,6%.

A frequéncia dos alelos do gene 5-HTTLPR entre os individuos alcoolistas
dependentes e controle ndo diferiram significativamente (alelo L selvagem do grupo
alcoolista em 51,8% e do grupo controle em 54,6%; alelo S mutante do grupo
alcoolista em 48,2% e do grupo controle 45,4%) (MARQUES et al., 2006).

Entretanto, h4 uma diferenga significativa do polimorfismo rs11568817 do
gene HTRI1B entre caso e controle. A analise do x2 mostrou uma alta frequéncia do
alelo mutante rs11568817-G em pacientes com dependéncia alcodlica. E nenhuma
diferenca significativa da frequéncia alélica entre o grupo caso e controle foi
encontrada em outros polimorfismos HTR1B do estudo (rs130058, rs6296,
rs13212041) (CONTINI et al., 2012).

A frequéncia geral dos alelos do gene MAOA-uVNTR entre os alcoolistas e
controle ndo apresentaram diferencas significativas. Entretanto, uma diferenca
significativa (p < 0,05) foi observada para os alelos selvagens com 3,5 e 4 repeticbes
(atividade alta) quando agrupados e comparados com o alelo mutante de 3 repeticdes
(baixa atividade) (CONTINI et al.,, 2006). Em Guindalini et al. (2005), individuos
portadores do alelo de 3 repeticbes demonstraram que a presenca do polimorfismo
MAOA-uVNTR aumenta em duas vezes a probabilidade de dependéncia alcodlica. A
distribuicdo da frequéncia do alelo diferiu entre todos os pacientes e controles,
principalmente quando apenas as frequéncias dos alelos mais prevalentes (3 e 4
repeticbes) foram comparadas, demonstrando um excesso do alelo de 3 repeticdes
em mulheres alcoolistas (GUINDALINI et al., 2005).

O estudo do intron 8 das politimidinas do gene CFTR revelou a presenca do
alelo selvagem T5 somente em individuos heterozigotos de ambos 0s grupos, sem
diferencas significativas (COSTA et al., 2009). Em Costa et al. (2009), n&o foi descrito

o calculo da frequéncia alélica para o subgrupo dos alcoolistas.

Nao ha diferenca significativa entre os dois grupos da frequéncia alélica dos
alelos selvagens C e Al e dos alelos mutantes T e A2 dos polimorfismos do gene DBH
(FREIRE et al., 2005). J& para o gene ADH os alelos mutantes -75C e -159A foram
associados com a dependéncia alcodlica. Nao foi demonstrado no estudo os valores
da distribuicdo da frequéncia alélica (GUINDALINI et al., 2005).
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Nao foi descrito a significancia estatistica para a frequéncia alélica do gene
GSTP1 (LEMOS et al., 2019). Ao comparar as frequéncias alélicas entre os grupos
para o polimorfismo rs1696 GSTP1, observou-se a prevaléncia do alelo selvagem lle
em ambos os grupos, porém sem diferencas significancias (LEMOS et al., 2016). Nao
demostrou uma diferenca da significancia estatistica na distribuicdo da frequéncia
alélica entre os grupos de caso e controle em nenhuma dessas variantes de
polimorfismos (rs1159918, rs1614972, rs1042364 e rs2238151) que foram
pesquisados (TEIXEIRA et al., 2017). Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na frequéncia do alelo mutante raro Val do gene GSTP1

demonstrado entre os grupos (BURIM et al., 2004).

A comparacdo do polimorfismo da regido promotora do gene CYP2E1l
demonstrou que os alelos selvagens (rs3813867-G, rs2031920-C e rs2031921-T)
tiveram uma alta frequéncia no grupo dos alcoolistas em 95,8%, 94,9% e 94,9%,
respectivamente, e o grupo controle e, quando comparados com os alelos mutantes
(rs3813867-C, rs2031920-T e rs2031921-C) com o0s seus seguintes valores
homogéneos demonstrados: 96%, 96% e 96%, respectivamente (RAMOS et al., 2018).
Em um outro estudo do mesmo autor, os alelos mutados (rs3813867-C, rs2031920-T e
rs2031921-C) tiveram uma alta frequéncia em ambos 0s grupos caso-controle
(RAMOS et al., 2016). Para o gene CYP2E1l nao foram encontrados alcoolistas
homozigotos para o alelo mutante raro c2. E nenhuma associacdo foi observada da
frequéncia do alelo mutante raro m2 do gene CYP1Al entre os grupos alcoolistas e
controle (BURIM et al., 2004) (Tabela 5).

Foi observado que o alelo mutante G do gene 5-HTTR2A (caso: 64% e
controle 58%) e o alelo mutante C (caso: 65% e controle 58,7%) demonstraram uma
frequéncia similar em ambos os grupos. Da mesma forma, a duplicacdo de 120bp do
alelo mutante L do gene DRD4 ndo demonstrou influéncia na susceptibilidade para
dependéncia alcoolica (SILVA JUNIOR et al., 2020).

A frequéncia alélica para o gene SLC6A3-uVNTR (rs28363170) apresentou
diferenca significativa entre os alcoolistas e o controle. A frequéncia do alelo mutante
rs28363170-A9 para os alcoolistas foi 26.1%, comparado a 15.8% no controle. Foi
utilizado o alelo mutante A9 como referéncia, na analise de OR que demonstrou que o
alelo A9 esté associado com o aumento de risco de alcoolismo na populacdo estudada
(VASCONCELOS et al., 2015).
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Tabela 5: Distribuicdo geral das frequéncias alélicas dos estudos incluidos
Frequéncia Alélica do
Grupo de Pacientes [N (%)]

Autor e Ano

BAU et al. (2000)

BURIM et al. (2004)

CONTINI et al. (2012)

CONTINI et al. (2006)
COSTA et al. (2009)

FREIRE et al. (2005)

GUINDALINI et al. (2005)

GUINDALINI et al. (2005)

LEMOS et al. (2016)

Nomes dos Genes

DRD2
CYP2E1
CYP1A1
GSTP1
GSTM1
GSTT1

HTR1B

MAOA-uVNTR
CFTR

DBH

ADH

MAOA-uVNTR

GSTM1

Alelo 1: [(27)]
Alelo c1: [(0,954)]
Alelo m1: [(0,854)]
Alelo lle: [(0,646)]

NR*
NR
rs11568817:
Alelo T: [108 (0,42)]
rs130058:
Alelo A: [187 (0,73)]
rs6296:
Alelo G: [188 (0,7)]
rs13212041:
Alelo A: [205 (0,78)]
Alelos alta atividade
NR
-1021C/T:
Alelo T: [(29,8)]
Taq I:
Alelo Al: [(38,6)]
NR
Todos os alelos:
Alelo 2: [(0,7)]
Alelo 4: [(57,1)]
Alelo mais frequente:
Alelo 3: [(42,1)]
NR

Alelo 2: [(73)]
Alelo c2: [(0,046)]
Alelo m2: [(0,146)]
Alelo Val: [(0,354)]

NR
NR
rs11568817:
Alelo G: [148 (0,58)]
rs130058:
Alelo T: [69 (0,27)]
rs6296:
Alelo C: [80 (0,3)]
rs13212041:
Alelo G: (57 [0,22])
Alelo baixa atividade
NR
-1021C/T:
Alelo C: [(70,2)]
Taq I:
Alelo A2: [(61,4)]
NR
Todos os alelos:
Alelo 3: [(41,5)]
Alelo 5: [(0,7)]
Alelo mais frequente:
Alelo 4: [(57,9)]
NR

Frequéncia Alélica do
Grupo de Controle [N (%)]

Alelo 1: [(21)]
Alelo c1: [(0,943)]
Alelo m1: [(0,826)]
Alelo lle: [(0,686)]

NR
NR
rs11568817:
Alelo T: [257 (0,56)]
rs130058:
Alelo A: [336 (0,71)]
rs6296:
Alelo G: [326 (0,69)]
rs13212041:
Alelo A: [375 (0,79)]
Alelos alta atividade
NR
-1021C/T:
Alelo T: [(24)]
Taq I:
Alelo Al: [(42,7)]
NR
Todos os alelos:
Alelo 2: [(0,2)]
Alelo 4: [(71,1)]
Alelo mais frequente:
Alelo 3: [(26,7)]
NR

Alelo 2: [(79)]
Alelo c2: [(0,057)]
Alelo m2: [(0,174)]
Alelo Val: [(0,314)]

NR
NR
rs11568817:
Alelo G: [201 (0,44)]
rs130058:
Alelo T: [138 (0,29)]
rs6296:
Alelo C: [146 (0,31)]
rs13212041:
Alelo G: [99 (0,21)]
Alelo baixa atividade
NR
-1021C/T:
Alelo C: [(76)]
Taq I:
Alelo A2: [(57,3)]
NR
Todos os alelos:
Alelo 3: [(26)]
Alelo 5: [(0,7)]
Alelo mais frequente:
Alelo 4: [(73,3)]
NR
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MARQUES et al. (2006)

MELO et al. (2019)

RAMOS et al. (2018)

RAMOS et al. (2016)

SILVA
(2020)

TEIXEIRA et al. (2017)

JUNIOR et al.

GSTT1

GSTP1

5-HTTLPR
GSTP1
XRCC1

CYP2E1

CYP2E1

DRDA4

5HTR2A

ADH

NR

rs1695:
Alelo lle: [170 (61,59)]

Alelo S: [(48,2)]
NR
NR
rs3813867:
Alelo G: [84 (0,964)]
rs2031920:
Alelo C: [84 (0,964)]
rs2031921:
Alelo T: [84 (0,964)]
rs3813867:
Alelo G: [75 (0,960)]
rs2031920:
Alelo C: [75 (0,960)]
rs2031921:
Alelo T: [75 (0,960)]
120bp duplicacao:
Alelo S: [75 (25)]
A-1438G:
Alelo A: [108 (36)]
T102C:
Alelo T: [105 (35)]
rs1159918:
Alelo 1: [99 (50,51)]
rs1614972:
Alelo 1: [99 (59,90)]

NR

rs1695:

Alelo Val: [106
(38,41)]

Alelo L: [(51,8)]
NR
NR

rs3813867:

Alelo C: [84 (0,036)]
rs2031920:

Alelo T: [84 (0,036)]
rs2031921:

Alelo C: [84 (0,036)]
rs3813867:

Alelo C: [75 (0,040)]
rs2031920:

Alelo T: [75 (0,040)]
rs2031921:

Alelo C: [75 (0,40)]
120bp duplicacao:

Alelo L: [225 (75)]
A-1438G:

Alelo G: [192 (64)]
T102C:

Alelo C: [195 (65)]
rs1159918:

Alelo 2: [99 (49,49)]
rs1614972:

Alelo 2: [99 (40,10)]

NR

rs1695:
Alelo lle: [188 (64,83)]

Alelo S: [(45,4)]
NR
NR

rs3813867:

Alelo G: [96 (0,958)]
rs2031920:

Alelo C: [96 [0,958)]
rs2031921:

Alelo T: [96 (0,953)]
rs3813867:

Alelo G: [59 (0,958)]
rs2031920:

Alelo C: [59 (0,949)]
rs2031921:

Alelo T: [59 (0,949)]
120bp duplicacao:

Alelo S: [75 (25)]
A-1438G:
Alelo A: [126 (42)]

T102C:

Alelo T: [124 (41,3)]
rs1159918:

Alelo 1: [100 (51,61)]
rs1614972:

Alelo 1: [100 (63,44)]

NR

rs1695:
Alelo Val: [102 (35,17)]

Alelo L: [(54,6)]
NR
NR

rs3813867:

Alelo C: [96 (0,042)]
rs2031920:

Alelo T: [96 (0,042)]
rs2031921:

Alelo C: [96 (0,047)]
rs3813867:

Alelo C: [59 (0,042)]
rs2031920:

Alelo T: [59 (0,051)]
rs2031921:

Alelo C: [59 (0,051)]
120bp duplicacao:

Alelo L: [225 (75)]
A-1438G:
Alelo G: [174 (58)]

T102C:

Alelo C: [176 (58,7)]
rs1159918:

Alelo 2: [100 (48,39)]
rs1614972:

Alelo 2: [100 (36,56)]
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ALDH

DRD2

VASCONCELOS et al.

(2015)
SLCBA3-uVNTR

Fonte: elaboracéo do autor.

rs1042364:

Alelo 1: [99 [(73,47)]
rs2238151:

Alelo 1: [99 [(54,43)]
TaqlA:

Alelo Al: [89 [(39,4)]

40bp 3’ UTR-VNTR:
Alelo A9: [59 [(26,1)]

rs1042364:

Alelo 2: [99 [(26,53)]
rs2238151:

Alelo 2: [99 (45,57)]
TaglA:

Alelo A2: [137
[(60,6)]

40bp 3’ UTR-VNTR:

Alelo A10: [167
(73,9)]

rs1042364:

Alelo 1: [100 [(76,87)]
rs2238151:

Alelo 1: [100 [(50,55)]
TaglA:

Alelo Al: [72 [(31,6)]

40bp 3’ UTR-VNTR:
Alelo A9: [36 [(15,8)]

rs1042364:

Alelo 2: [100 [(23,13)]
rs2238151:

Alelo 2: [100 [(49,45)]
TaglA:

Alelo A2: [156 [(68,4)]

40bp 31 UTR-VNTR:
Alelo A10: [192 (84,2)]

Legenda: NR* = Ndo Relatado, auséncia de dados sobre a frequéncia alélica do grupo de pacientes e do grupo de controle usada no estudo.
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5.9 ANALISE DOS DADOS DA FREQUENCIA GENOTIPICA DOS ESTUDOS
INCLUIDOS

A tabela que se refere por distribuicdo geral das frequéncias genotipicas dos
estudos € constituida por todos os trabalhos incluidos na RS, em nomes dos genes
dos estudos, a frequéncia genotipica do grupo caso-controle organizada por valores
absolutos (N) das amostras e valores percentuais das frequéncias (%), além disso, é
organizada conforme descritos nos trabalhos como: homozigoto selvagem,
heterozigoto e homozigoto mutante. Todos os estudos incluidos possuem as
informac0des das frequéncias genotipicas relatadas (Tabela 6).

A nomenclatura dos genétipos é adaptada de acordo com as descri¢cdes das
frequéncias genotipicas relatadas nos estudos para cada gene. Sendo assim, alguns
estudos ndo possuem informagdes sobre como classificagdo o nome do polimorfismo
(SNP), regidao do éxon, enzimas de restricao utilizadas no método de genotipagem,
entretanto, conferem para o entendimento das frequéncias dos gendtipos utilizados

nas amostras (Tabela 6).

Sob o contexto das informag0es, trés estudos ndo foram descritos os valores
percentuais das frequéncias dos genétipos, um para o gene ADH (GUINDALINI et al.,
2005) e dois para o gene CYP2E1l (RAMOS et al.,, 2018; RAMOS et al., 2016) do
mesmo grupo de pesquisadores. Essas auséncias de informacfes podem gerar um
raciocinio confuso e duvidoso das frequéncias desses genétipos das amostras. As
nomenclaturas dos gendtipos descritos, tais como, “PRESENTE” e “NULO” se referem
aos polimorfismos de delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1, dos quais, ndo é possivel
calcular a frequéncia e separar homozigotos de heterozigotos, conforme o protocolo
de PCR-Multiplex dos estudos relatados (BURIM et al., 2004; LEMOS et al., 2016).

5.9.1 Andlise e discussdao da significancia estatistica dos genétipos

Os dados referentes ao polimorfismo do gene DRD2, gendtipos selvagens

1/1, heterozigoto 1/2 e homozigoto mutante 2/2, observados em ambos os grupos de

alcoolistas e controle, em EHW, ndo apresentaram diferenga significAncia quando

comparado as frequéncias genotipicas, 4.3%, 45,2% e 50,4%, respectivamente, no

grupo alcoolistas e, 5.3%, 31.6% e 63,2% no grupo controle (BAU et al., 2000). No
trabalho de Vasconcelos et al. (2015), a frequéncia dos genétipos homozigoto
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selvagem A1/Al, heterozigoto A1/A2 e homozigoto mutante A2/A2 foi de 10,5%,
42,1% e 47,4%, respectivamente, para o grupo controle e, 18,8%, 45.2% e 38,0%,
respectivamente, para o grupo alcoolistas. A comparagdo do gendtipo homozigoto
selvagem A1/Al1 como referéncia no modelo dominante de heranca, temos que a
analise de OR demonstrou que os genotipos heterozigoto A1/A2, homozigoto mutante
A2/A2 e heterozigoto A1/A2 + homozigoto mutante A2/A2, ndo estdo associados com

um aumento de risco de alcoolismo na populacao estudada.

Os gendtipos “nulos” do polimorfismo de delecdo GSTM1 e GSTT1 néo
apresentam diferencas significativas nas frequéncias no total de individuos alcoolistas
comparado aos controles (p = 0.91 e 0.40, respectivamente, para os loci GSTM1 e
GSTT1). Foi observado que, embora ndo estatisticamente significativo, a frequéncia
do gendtipo nulo GSTT1 em um subgrupo de alcoolistas com pancreatite (35.7%) foi
mais alta do que no controle (19.5%) e do que nos alcoolistas sem a doenca (BURIM
et al., 2004).

Nao foi observado uma diferenca estatistica significativa entre o grupo
controle e dos alcoolistas para o genotipo heterozigoto lle/Val do gene GSTP1 (BURIM
et al., 2004). Entretanto, um outro estudo encontrou uma diferenca significativa (p =
0,025) guando comparados com os diferentes gendétipos entre os casos de pacientes e
controles para o SNP rs1695 do gene GSTP1l. O homozigoto mutante G/G foi
significativamente (p = 0,023) 3.8 vezes mais frequentes entre aqueles com DA

quando comparados com o grupo controle (MELO et al., 2019).

Em caso do polimorfismo Mspl do gene CYP1A1l, a frequéncia do gendtipo
heterozigoto m1/m2 foi similar para todos os grupos estudados. Entretanto, diferem na
frequéncia do gendtipo homozigoto mutante m2/m2 entre 0s grupos encontrados.
Assim, a frequéncia do genoétipo mutante para o CYP1Al foi mais alta para os
alcoolistas sem doenca do que aqueles alcoolistas com doenca, pancreatite, embora

sem diferenca significativa (Tabela 6).

No estudo de Burim et al. (2004), foi realizado uma comparacdo dos
genotipos combinados. Entdo, o grupo de referéncia (OR = 1) com o0s sujeitos tendo
0s seguintes gendotipos considerados de “baixo risco™: presenca de GSTM1 e GSTT1,

homozigoto selvagem lle/lle do gene GSTP1, homozigoto selvagem ml/ml do gene
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CYP1Al e homozigoto selvagem cl/cl do gene CYP2EL. Os genétipos considerados
de “alto risco” foram: auséncia de GSTM1 e GSTT1, heterozigoto lle/lle e homozigoto
mutante Val/Val do gene GSTP1, heterozigoto m1/m2 e homozigoto mutante m2/m2
do gene CYP1ALl e heterozigoto cl/c2 do gene CYP2E1l. Em seguida, a distribuicdo
da frequéncia dos genétipos combinados de cinco polimorfismos avaliados e a
distribuicdo dos gendtipos similares foram encontrados para todos os subgrupos de
alcoolistas e controles, ndo apresentando diferencas significativas com relagdo aos

genotipos combinados e dependéncia alcodlica (BURIM et al., 2004).

A distribuicdo genotipica entre as amostras ndo se desviou com o0s valores
esperados de acordo com HWE em nenhum dos polimorfismos investigados para o
gene HTR1B (sendo o valor de p > 0.2 para todos os polimorfismos). HA uma
diferenca significativa da frequéncia genotipica do polimorfismo rs11568817 do gene
HTR1B (homozigoto selvagem T/T, heterozigoto T/G, homozigoto mutante G/G) entre
os pacientes e controles. Nenhuma diferenca significativa da frequéncia genotipica
entre paciente e controle foi encontrada em outros polimorfismos do gene HTR1B
(rs130058, rs6296 e rs13212041) (CONTINI et al., 2012). A discussdo sobre os
resultados da significancia estatistica do estudo de Contini et al. (2006) é apresentada
na tabela 5.

Em um outro estudo da RS, a distribuicdo dos gendtipos (homozigoto
selvagem T5/T5, heterozigoto T5/T7 e homozigoto mutante T7/T7), gene CFTR, entre
os grupos foi encontrada no genétipo T5/T7 em 2.9% do grupo dos alcoolistas sem a
doenca correlacionado com o alcoolismo e 5.8% do grupo controle (COSTA et al.,
2009). A frequéncia genotipica de -1021 C/T (homozigoto selvagem T/T, heterozigoto
T/C e homozigoto C/C) e uma duplicacdo de 120 pares de bases (homozigoto
selvagem A1/Al, heterozigoto A1/A2, homozigoto mutante A2/A2) em ambos os
polimorfismos do gene DBH estavam em HWE e ndo ha diferenca significativa
(FREIRE et al., 2005).

A frequéncia genotipica para o gene ADH4 entre os pacientes dependentes
alcodlicos e comparagdes com individuos controles diferem significativamente para os
polimorfismos -75bp (homozigoto selvagem AJ/A, heterozigoto A/C e homozigoto
mutante C/C) e -159bp (homozigoto selvagem A/A, heterozigoto A/G e homozigoto

mutante G/G). Nenhuma associacao foi observada para o polimorfismo -192 bp
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(homozigoto selvagem A/A, heterozigoto A/T e heterozigoto mutante T/T), sendo o
valor de p > 0.05 (GUINDALINI et al., 2005).

Entretanto, um outro estudo de mesmo autor, fez uma comparacéo entre 0s
pacientes e controles do gene MAOA-uVNTR, dos quais, somente em dois grupos
genotipicos (do grupo com todos os alelos e outro grupo com os alelos mais
frequentes) de cada polimorfismo com base na caracterizacdo funcional. O gendétipo
gue continha um alelo de 3 repeti¢cdes foi significativamente mais frequente entre os
alcoolistas do que nos controles. Embora, quando os dois sexos foram analisados
separadamente, a diferenca foi estatisticamente significante somente para o sexo
feminino. Entre o grupo masculino, embora o genétipo com pelo menos um alelo de 3
repeticbes a frequéncia foi maior nos pacientes dependentes alcodlicos, a diferenca
nao foi estatisticamente significante (GUINDALINI et al., 2005).

Tendo o gendtipo homozigoto selvagem lle/lle como referéncia para o gene
GSTP1 (rs1695), observou-se uma maior frequéncia do genétipo heterozigoto lle/Val
no grupo alcoolista (46,38%) e controle (46,90%), ndo havendo significancia estatistica
entre os grupos (p = 0,90). Ao comparar com 0 genétipo mutante Val/Val entre
alcoolistas (15,22%) e controles (11,72%), esse mostrou frequéncia semelhante entre

0s grupos, nao diferindo estatisticamente (p = 0,48) (LEMOS et al., 2016).

Em uma andlise combinada. O genétipo GSTM1 e GSTT1 nulos foram
considerados como gendtipos de “alto risco”, ja a presenca dos genes GSTM1 e
GSTT1 foi considerado como gendtipos de “baixo risco”. A analise dos dados mostrou
que quando existem apenas um genotipo de alto risco, ou seja, a combinagdo do
genotipo GSTM1+/GSTT- e/ou GSTM1-/GSTT1+, foram encontradas frequéncias
semelhantes entre alcoolistas e controle, ndo apresentando diferenca significativa
entre os grupos (p = 0.43 e p = 0.57, respectivamente). Quando combinados dois
genotipos nulos GSTM1-/GSTT1- as frequéncias foram de 13.04% nos alcoolistas e
20.00% nos controles, mesmo estas apresentando diferencas entre os dois grupos
ndo houve significancia estatistica com p = 0.09 e OR = 0.52 (LEMOS et al., 2016).

Ademais, em um outro estudo incluido na RS demonstrou que a frequéncia

genotipica do gene 5-HTTLPR (homozigoto selvagem S/S, heterozigoto S/L e
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homozigoto mutante L/L) entre os individuos dependentes alcodlicos e controle ndo se
diferem. (MARQUES et al., 2006).

No caso do gene XRCC1, entretanto, somente o0 genoétipo homozigoto
selvagem C/C estavam presentes no grupo paciente e no grupo controle, tornando

impossivel fazer uma analise de comparacao entre os genétipos (MELO et al., 2019).

O gene CYP2EL, foi encontrada uma frequéncia do genétipo heterozigoto
cl/c2 de 9.2% em alcoolistas e 10% no controle, ndo apresentando diferenca
significativa entre os grupos (BURIM et al., 2004). Em ambos os estudos do mesmo
gene CYP2EL, os individuos homozigotos para a mutagdo ndo foram identificados e
todos os gendtipos se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0.05) (RAMOS
et al., 2018; RAMOS et al., 2016).

As primeiras observacdes das distribuicdes genotipicas desse estudo, é do
genotipo homozigoto mutante G/G (caso: 38.6% e controle: 34.6%), assim como, 0
genotipo homozigoto mutante C/C (caso: 40.6% e controle: 34.6%), demonstrou uma
frequéncia estatistica similar entre os dois grupos. Além disso, 0s gendtipos mutantes
G/G e C/C, néo difere no aparecimento do comportamento de DA. Em um modelo
dominante de heranca, os gendétipos heterozigoto A/G + homozigoto mutante G/G do
gene 5HTR2A A-1438G e heterozigoto T/C + homozigoto mutante C/C do gene
5HTR2A T102C néo contribuiu significativamente na susceptibilidade de DA (JUNIOR
SILVA et al., 2020).

Em relagdo ao 120 bp de duplicacdo do gene DRD4, somente 0 grupo
controle permaneceu em HWE. A frequéncia dos gendétipos heterozigoto S/L (caso:
28.7% e controle: 35.3%) e homozigoto mutante L/L (caso: 60.7% e controle: 57.3%)
ndo diferem entre os grupos estudados da amostra. A comparagdo da frequéncia
genotipica S/S versus S/L + L/L, no modelo dominante de heranc¢a, ndo foi observado
uma diferenca estatistica significativa no desenvolvimento de DA (SILVA JUNIOR et
al., 2020).

O estudo de Teixeira et al. ndo foi demonstrado uma diferenca estatistica
significativa na distribuicdo da frequéncia genotipica entre 0os grupos caso e controle

em nenhum dos polimorfismos investigados para ADH (rs1159918, rs1614972 e
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rs1042364) e ALDH (rs2238151). Porém foi observada uma diferenca estatistica
significativa para o SNP ADH4*2 entre os pacientes com DA. (TEIXEIRA et al., 2017).

O gendtipo para o gene SLC6A3-uVNTR difere significativamente entre os
alcoolistas e o controle. A frequéncia genotipica homozigoto selvagem A9/A9,
heterozigoto A9/A10 e homozigoto mutante A10/A10 para os alcoolistas foi de 8.9%,
34.5% e 56.6%, respectivamente, e para o0 grupo controle, foi de 1.7%, 28.1% e
70.2%, respectivamente, diferindo significativamente (p = 0.0203). Comparando a
frequéncia genotipica homozigoto selvagem A9/A9 versus homozigoto mutante
A10/A10, ha uma diferenca estatisticamente significante: o genétipo selvagem A9/A9
pressupde um alto risco no desenvolvimento do alcoolismo em 6.25 vezes. O gendétipo
similar A9/A9 versus A9/A10 + A10/A10, ha também um aumento de risco para o
alcoolismo em individuos que carregam pelo menos um alelo A9 em 5.44 vezes.
Embora, ndo ha diferenca estatisticamente significativa somente quando comparado o
gendtipo A9/A9 com A9/A10 heterozigoto na populacao estudada (VASCONCELOS et
al., 2015).
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Tabela 6: Distribuicdo geral das frequéncias genotipicas dos estudos incluidos

Autor e Ano

BAU et al. (2000)

BURIM et al. (2004)

CONTINI et al. (2012)

CONTINI et al. (2006)

COSTA et al. (2009)

FREIRE et al. (2005)

Nomes dos

Genes

DRD2

CYP2E1

CYP1Al

GSTP1

GSTM1

GSTT1

HTR1B

MAOA-uVNTR

CFTR

DBH

Frequéncia Genotipica do
Grupo de Pacientes [N (%0)]

1/1: [5 (4,3)]
1/2: [52 (45,2)]
2/2: [58 (50,4)]
C1/C1: [37 (90,2)]
C1/C2: [4 (9,8)]
C2/C2: [0 (0,00)]
M1/M1: [29 (70,7)]
M1/M2: [12 (29,3)]
M2/M2: [0 (0,00)]
lle/lle: [15 (36,6)]
lle/Val: [23 (56,1)]
Val/Val: [3 (7,3)]
PRESENTE: [22 (53,7)]
NULO: [19 (46,3)]
PRESENTE: [32 (78,0)]
NULO: [9 (22,0)]
rs11568817:
T/T: [18 (14,1)]
T/G: [72 (56,3)]
G/G: [38 (29,7)]
rs130058:
A/A: [67 (52,3)]
A/T: [53 (41,4)]
T/T: [8 (6,3)]
rs6296:
G/G: [64 (47,8)]
GI/C: [60 (44,8)]
C/C: [10 (7,5)]
rs13212041:
A/A: [80 (61,1)]
A/G: [45 (34,4)]
G/G: [6 (4,6)]
2R: [0 (0,00)]
3R: [51 (40,8)]
3aR: [0 (0,00)]
4R: [69 (55,2)]
5R: [5 (4)]
T5/T7: [2. (2,9)]
T7/T7: [49 (72,0)]
T7/T9: [15 (22,0)]
-1021C/T:
T/T: [11 (9,6)]
T/C: [46 (40,4)]
C/C: [57 (50,0)]
Taq I:
A1/A1: [20 (17,5)]
A1/A2: [48 (42,1)]
A2/A2: [46 (40,4)]

Frequéncia Genotipica do
Grupo de Controle [N (%)]
1/1: [6 (5,3)]
1/2: [36 (31,6)]
2/2:[72 (63,2)]
C1/C1: [197 (89,3)]
C1/C2: [23 (10,4)]
C2/C2: [1 (0,5)]
M1/M1: [147 (66,5)]
M1/M2: [71 (32,1]
M2/M2: [3 (1,4)]
lle/lle: [100 (45,3)]
lle/Val: [103 (46,6)]
Val/Val: [18 (8,1)]
PRESENTE: [120 (54,3)]
NULO: [101 (45,7)]
PRESENTE: [178 (80,5)]
NULO: [43 (19,5)]
rs11568817:
T/T: [71 (31,0)]
T/G: [115 (50,2)]
G/G: [43 (18,8)]
rs130058:
A/A: [120 (50,6)]
A/T: [96 (40,5)]
T/T: [21 (8,9)]
rs6296:
G/G: [110 (46,6)]
G/C: [106 (44,9)]
C/C: [20 (8,50])
rs13212041:
A/A: [148 (62,4)]
A/G: [79 (33,3)]
G/G: [10 (4,2)]
2R: [1(0,43)]
3R: [73 (31,06)]
3aR: [1(0,43)]
4R: [156 (66,38)]
5R: [4 (1,7)]
T5/T7: [6 (5,8)]
T7/T7: [75 (72,1)]
T7/T9: [20 (19,2)]
-1021C/T:
T/T: [17 (7,3)]
T/C: [78 (33,5)]
C/C: [138 (59,2)]
Taq I:
A1/Al: [45 (19,3)]
A1/A2: [109 (46,8)]
A2/A2: [79 (33,9)]
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GUINDALINI et al. (2005)

GUINDALINI et al. (2005)

LEMOS et al. (2016)

MARQUES et al. (2006)

MELO et al. (2019)

RAMOS et al. (2018)

RAMOS et al. (2016)

SILVA JUNIOR et al. (2020)

ADH

MAOA-uVNTR

GSTM1

GSTT1

GSTP1

5-HTTLPR

GSTP1

XRCC1

CYP2E1

CYP2E1

DRD4

-75bp
A/A: [5]
A/C: [78]
CIC: [9]
-159bp:
A/A: [4]
A/G: [80]
G/G: [8]
-192bp:
A/A: [2]
AIT: [51]
T/T: [39]
Genotipo 1: [49 (53)]
Genotipo 2: [44 (47)]
PRESENTE: [93 (67,39)]
NULO: [45 (32,61)]
PRESENTE: [94 (68,12)]
NULO: [44 (31,88)]
lle/lle: [53 (38,41)]

lle/Val: [64 (46,38)]
Val/Val: [21 (15,22)]

SS: [28 (24,5)]
SL: [54 (47,3)]
LL: [32 (28,1)]

A/A: [5 (15,6)]
A/G: [14 (43,8)]
G/G: [13 (40,6)]
C/C: [25 (100)]
C/T: [0 (00,0)]
T/T: [0 (00,0)]
rs3813867:
SNP G/C: [84]

rs2031920:
SNP C/T: [84]

rs2031921:
SNP T/C: [84]
rs3813867:
C/G: [06]
C/C: [69]
rs2031920:
C/T: [06]
C/C: [69]
rs2031921:
T/C: [06]
T/T: [69]
S/S: [16 (10,6)]
S/L: [43 (28,7)]
L/L: [91 (60,7)]

-75bp:
A/A: [21]
AIC: [67]
CIC: [4]
-159bp:
A/A: [6]
A/G: [43]
G/G: [43]
-192bp:
A/A: [5]
A/T: [46]
TIT: [41]
Genotipo: [32 (34)]
Genotipo: [61 (66)]
PRESENTE: [87 (60,00)]
NULO: [58 (40,00)]
PRESENTE: [86 (59,31)]
NULO: [59 (40,69)]
lle/lle: [60 (41,38)]

lle/Val: [68 (46,90)]
Val/Val: [17 (11,72)]

SS: [39 (17,9)]
SL: [120 (55)]
LL: [59 (27,1)]

A/A: [10 (58,8)]
A/G: [4 (23,5)]
G/G: [3 (17,7)]
C/C: [3 (100)]
C/T: [0 (00,0)]
T/T: [0 (00,0)]
rs3813867:
SNP G/C: [96]

rs2021920:
SNP C/T: [96]

rs2031921:
SNP T/C: [96]
rs3813867:
C/G: [09]
C/C: [50]
rs2021920:
C/T: [09]
C/C: [50]
rs2031921:
T/C: [09]
T/T: [50]
S/S: [11 (7,4)]
S/L: [53 (35,3)]
L/L: [86 (57,3)]
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5HTR2A

ADH
TEIXEIRA et al. (2017)

ALDH

DRD2
VASCONCELOS et al. (2015)

SLC6A3-uVNTR

Fonte: elaboracéo do autor.

A-1438G:
AlA:
AlG:

GIG:

T102C:
TIT:
TIC:
C/C:

rs1159918:

1/1:
1/2:
2/2:

rs1614972:

1/1:
1/2:
2/2:

rs1042364.

1/1:
1/2:
2/2:

rs2238151.:

1/1:
1/2:
2/2:

A1/AL: [19 (16,8)]
AL/A2: [51 (45,2)]
A2/A2: [43 (38,0)]
AL/A2 + A2/A2: [94 (83,2)]
A9/AQ: [10 (8,9)]
A9/A10: [39 (34,5)]
A10/A10: [64 (56,6)]
A9/A10 + A10/A10: [103 (91,1)]

[16 (10,7)]
[76 (50,7)]
[58 (38,6)]

[16 (10,6)]
[73 (48,6)]
[61 (40,6)]

[99 (22)]
[99 (57)]
[99 (21)]

[99 (29)]
[99 (58)]
[99 (10)]

[99 (51)]
[99 (44)]
[99 (04)]

[99 (16)]
[99 (55)]
[99 (09)]

A-1438G:
AJA: [27 (18)]
A/G: [72 (48)]
GIG: [51 (34)]
T102C:

TIT: [26 (17,3)]

T/C: [72 (48)]

CIC: [52 (34,6)]
rs1159918:

1/1: [100 (21)]

1/2: [100 (54)]

2/2: [100 (18)]
rs1614972:

1/1: [100 (34)]

1/2: [100 (50)]

2/2: [100 (09)]
rs1042364:

1/1: [100 (37)]

1/2: [100 (29)]

2/2: [100 (01)]
rs2238151:

1/1: [100 (25)]

1/2: [100 (42)]

2/2: [100 (24)]

AL/A1: [12 (10,5)]
AL/A2: [48 (42,1)]
A2/IA2: [54 (47,4)]
AL/A2: + A2/A2: [102 (89,5)]
A9/A9: [02 (1,7)]
A9/A10: [32 (28,1)]
A10/A10: [80 (70,2)]
A9/A10 + A10/A10: [112 (98,3)]
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5.10 OS PRINCIPAIS RESULTADOS DOS ESTUDOS DA REVISAO SISTEMATICA

Apébs as analises comparativas sobre as distribuicbes dos alelos e genoétipos
de cada estudo da RS, foi elaborada uma tabela para compor os principais resultados
de cada estudo incluido e organizado da seguinte maneira (1) significancia estatistica
para o valor de p < 0,05 (2) estar relacionado a dependéncia alcodlica sendo o risco

para o valor de OR > 1 ou para protecdo com o valor de OR < 1 (Tabela 7).

Os estudos de Ramos et al. (2018) e Ramos et al. (2016) avaliaram o gene de
metabolismo CYP2E1 no grupo dos alcoolistas e controle, a significAncia estatistica
determinaram que os polimorfismos rs3813867, rs2031920 e rs2031921 estdo para
protecdo no desenvolvimento da DA. Foi identificado que os alelos mutados de ambos
os estudos (G, C e T respectivamente) estavam mais prevalentes nos individuos do
grupo controle quando comparados com o grupo dos alcoolistas. A partir desses
resultados, demonstra que o alelo mutado pode estar associada a maior taxa do
metabolismo do alcool, portanto, mostram niveis aumentados de acetaldeido apos o
consumo de alcool, que entdo pode exercer seus efeitos de recusa do alcool,

toxicidade e carcinogénico.

Os estudos de Guindalini et al. (2006) e Teixeira et al. (2017) avaliaram o
gene de metabolismo de fase | ADH e constatou que os polimorfismos de -75 bp (OR=
1,6) e -159 bp (OR= 2,2) estdo para risco aumentado no desenvolvimento da DA
(GUINDALINI et al. 2006), enquanto o polimorfismo ADH4*2 estd para protecao
(TEIXEIRA et al., 2017). Esses resultados sugerem que o ADH pode desempenhar
papel na etiologia da DA, essa associagdo requer mais estudos, mas que, € plausivel

e demonstra um grande tamanho de efeito.

No gene de metabolismo de fase Il, GSTP1, o estudo de Melo et al. (2019)
verificou que o polimorfismo rs1695 tem uma predisposicdo a risco (OR: 4,43) do
homozigoto variante GG do grupo dos alcoolistas quando comparados com 0 grupo
controle. Desse modo, o gene GSTP1 que desempenha papel de detoxificacédo
xenobidtica entre os viciados em alcool e pessoas saudaveis, e com isso, é relevante
a realizacdo de novos estudos de GSTP1 em popula¢cdes diferentes, bem como o

desenvolvimento de programas de conscientizacao.
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O estudo de Teixeira et al. (2017) também avaliou outro gene de metabolismo
ALDH e o resultado do estudo demonstrou que o polimorfismo ALDH2*2 esta para
protecdo frente ao desenvolvimento da DA, sendo esse SNP mais frequentes nos
individuos do controle quando comparados com os alcoolistas. Entdo, os portadores
do polimorfismo ALDH2*2 sdo incapazes de oxidar o acetaldeido, o que causa ressaca
severa (LI, 2012). Em momentos de ressaca severa, o individuo pode facilmente
recusar uma concentracdo de bebida alcodlica, diminuindo o consumo de alcool e,
consequentemente, reduzindo o risco de AUD (DICKSON, 2006).

O gene HTR1B que produz a enzima responsavel pelo neurotransmissor
sinaptico demonstrou um fator de risco com o polimorfismo rs1168817 (CONTINI et al.,
2012). Com isso, € uma associagao da variante funcional na regido promotora do gene
HTR1B e dependéncia do alcool, sendo uma evidéncia prévia neurobiolégica do

envolvimento do polimorfismo em fenétipos relacionados ao alcool.

Ainda sobre o gene do neurotransmissor sinaptico, o estudo de Guindalini et
al. (2005) avaliou o gene MAOA-uVNTR e o alelo mais prevalente de 3 repeticoes
determinou como um fator de risco aumentado (OR= 2,1) para o desenvolvimento de
individuos com DA. Entdo, os individuos portadores do alelo de 3 repeti¢cdes tinham
duas vezes mais chances de serem dependentes do alcool. No estudo, relata que ha
uma diferenca entre os sexos quando analisados separadamente e, a significancia

estatistica foi de apenas para o sexo feminino.

O estudo de Vasconcelos et al. (2015), investigou o gene SLC6A3 da enzima
responsavel pelo neurotransmissor sinaptico e o resultado do estudo demonstra como
um fator de risco e diferem significativamente entre os alcoolistas e os controles
qguando analisados as frequéncias alélicas e genotipicas. O alelo mutante A9 tem um
risco aumentado para o alcoolismo na populacdo estudada (sendo o OR = 1,88).
Essas alteragcbes polimérficas podem aumentar sua transcricdo, alternando a
regulagdo da expressdo do gene DAT (MICHELHAUGH, 2001; MILLER; MADRAS,
2002).

Contudo, nao foi encontrada significancia estatistica (todos os valores de p >
0,05), em estudos dos genes de metabolismo: CYP1Al, CYP2ELl, GSTM1, GSTT1 e
GSTP1 (BURIM et al., 2004; LEMOS et al., 2016). Assim como, nao foi encontrada
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significancia estatistica em estudo do gene XRCC1 de reparo do DNA (MELO et al.,
2019) e do gene CFTR de proteina de transmembrana (COSTA et al., 2009). E néo foi
encontrada significancia para os genes de neurotransmissdes sinapticos: MAOA-
uVNTR, DBH, DRD2, DRD4, HTR2B, 5-HTR2A e 5-HTTLPR (BAU et al., 2000;
FREIRE et al., 2005; MARQUES et al., 2006; CONTINI et al., 2006; SILVA JUNIOR et
al., 2020). Desse modo, € necessdario mais estudo para explorar 0s genes e seus

polimorfismos e determinar a sua participacdo no desenvolvimento da DA.
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Tabela 7: A interpretagcdo dos resultados de genes associados ao alcoolismo na

populacgdo brasileira.

Autor e Ano

BAU et al. (2000)

BURIM et al. (2004)

CONTINI et al. (2012)
CONTINI et al. (2006)
COSTA et al. (2009)
FREIRE et al. (2005)

GUINDALINI et al. (2005)
GUINDALINI et al. (2005)

LEMOS et al. (2016)

MARQUES et al. (2006)

MELO et al. (2019)

RAMOS et al. (2018)

RAMOS et al. (2016)

SILVA JUNIOR et al. (2020)

TEIXEIRA et al. (2017)

VASCONCELOS et al. (2015)

Nome dos Genes

DRD2
CYP2EL1,
CYP1Al, GSTP1,
GSTM1, GSTT1
HTR1B
MAOA-UVNTR
CFTR
DBH

ADH

MAOA-uVNTR

GSTM1, GSTT1],
GSTP1

5-HTTLPR

GSTP1, XRCC1

CYP2E1

CYP2E1

DRD4,
5HTR2A

ADH, ALDH

DRD2, SLC6A3-
UuVNTR

Fonte: elaboracéo do autor.
Legenda: o valor de p é padronizado para a probabilidade do estudo a significancia desses
genes para 0.05, entdo, valores maiores do que 0.05 demonstra que 0s genes nao sao
significativos no estudo, enquanto, os valores de p menores do que 0.05 demonstra que esses
genes foram significativos no estudo; Odds ratio (razdo de chances), os valores de OR que
foram maiores do que 1 demonstra que os genes estdo em risco a intervencao, enquanto, 0s
valores de OR que foram menores do que 1 demonstra que os genes estdo em protecao a

intervencao.

Principais Resultados

Né&o foi encontrado significancia estatistica do gene no estudo.

Né&o foi encontrado significancia estatistica em nenhum dos
genes e seus polimorfismos no estudo.

Foi encontrada significAncia estatistica para risco do
polimorfismo rs1168817.
Nao foi encontrado significancia estatistica do gene no estudo.

Nao foi encontrado significancia estatistica do gene no estudo.
N&o foi encontrado significancia estatistica do gene no estudo.
Foi encontrado significAncia estatistica para risco do

polimorfismo de -75 bp e -159 bp.

Foi encontrado significAncia estatistica para risco do
polimorfismo de 3 repeticdes.

N&o foi encontrado significancia estatistica dos genes e seus
polimorfismos no estudo.

N&o foi encontrado significancia estatistica do gene no estudo.

Foi encontrado significAncia estatistica somente para o gene
GSTPL1 para risco do polimorfismo rs1695.

Foi encontrado significAncia estatistica do gene para protecao
dos polimorfismos: rs3813867, rs2031920 e rs2031921.

Foi encontrado significAncia estatistica do gene para protecao
dos polimorfismos: rs3813867, rs2031920 e rs2031921.

N&o foi encontrado significancia estatistica dos genes e seus
polimorfismos no estudo.

Foi encontrado significAncia estatistica para prote¢cdo do gene
ADH polimorfismo ADH4*2 e do gene ALDH polimorfismo
ALDH2*2.

Foi encontrado significancia estatistica para risco somente para
0 gene SLC6A3-uVNTR.
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5.11 AVALIACAO DO RISCO DE VIES DA REVISAO SISTEMATICA

A ferramenta de avaliacdo da qualidade do estudo obteve resultados sobre o
risco de viés e quanto a sua confiabilidade do estudo. Ndo h& nenhum estudo
constatado como baixa qualidade (< 50%). Portanto, todos os doze estudos incluidos
na RS conferem como confiavel com restricdes (= 50 e < 80%) devido a auséncia de

algumas avaliacdes criticas e quatro estudos confiaveis (Tabela 8).

As avaliacdes criticas de um estudo caso-controle foram avaliadas com treze
perguntas da seguinte maneira: objetividade da pesquisa, populacdo do estudo,
justificativa do tamanho da amostra, grupos recrutados na mesma populacao, critérios
de inclusdo e exclusdo, definicbes de estudo caso-controle, sele¢cdo aleatoria dos
participantes, controles simultaneos, exposicdo avaliada antes da medicdo do
resultado, medidas de exposicdo e avaliacdo, estudo cego dos avaliadores e analise

estatistica (Tabela 8).

E alguns critérios ndo foram aplicados (NA) na avaliagéo critica dos estudos,
devido ndo comportar com o modelo de estudo randomizado, s&o eles: selegédo
aleatoria dos participantes (C07), medidas de exposicdo e avaliacdo (C10), estudo
cego dos avaliadores (C11). Além disso, o critério de controle simultaneo (C08) nao foi
aplicado em nenhum estudo, justificando que os estudos néo realizaram uma selecdo

dos grupos de controles retrospectivamente ao dia do diagnéstico como DA.

O Unico estudo da RS com maiores resultados de critérios ndo atendidos é do
artigo BAU et al.,, 2000, devido a sua escassez na metodologia caso-controle dos
critérios estabelecidos pela ferramenta. No caso, o segundo critério (C02) nao definiu
a populacdo de estudo quanto ao periodo de tempo de sele¢do da amostra, o qual,
determina em qual periodo que ocorreu a pesquisa e em caso de uma nova pesquisa
no mesmo local e populacdo o periodo de selecdo da amostra caso-controle deveria
ser declarado na metodologia. Em seguida, a justificativa da amostra ndo foi descrita
(C03), assim como, a amostra ndo foi selecionada no mesmo local, considerando
assim, a amostra controle de individuos aleatérios (C04). E as definicdes do estudo
caso-controle ndo foi bem esclarecida quanto ao periodo de estudo e nédo forneceu

descri¢éo especifica para “caso” e “controle” (Tabela 8).
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Tabela 8: Avaliagcéo da confiabilidade dos estudos caso-controle da revisdo sistematica.

Autor e Ano Cco1 Co2 C03  C04 CO05 Co6 co7 co8 Cco09 C10 C11 C12 Classificagédo*

BAU et al. (2000) - NA NA NA NA Confiavel com restriges
BURIM et al. (2004) NA NA NA NA Confiavel

CONTINI et al. (2012) NA NA NA NA Confiavel com restricdes
CONTINI et al. (2006) NA NA NA NA Confiavel com restricbes
COSTA et al. (2009) NA NA NA NA Confiavel com restricbes
FREIRE et al. (2005) NA NA NA NA Confiavel com restricbes
GUINDALINI et al. (2005) NA NA NA NA Confiavel com restricbes
GUINDALINI et al. (2005) NA NA NA NA Confiavel com restricbes
LEMOS et al. (2016) NA NA NA NA Confiavel

MARQUES et al. (2006) NA NA NA NA Confiavel com restricbes
MELO et al. (2019) NA NA NA NA Confiavel com restricdes
RAMOS et al. (2018) NA NA NA NA Confiavel com restricdes
RAMOS et al. (2016) NA NA NA NA Confiavel com restricdes
SILVA JUNIOR et al. (2020) NA NA NA NA Confiavel

TEIXEIRA et al. (2017) NA NA NA NA Confiavel

VASCONCELOS et al. (2015) NA NA NA NA Confiavel com restricbes

Legenda: a avaliacdo da qualidade dos artigos incluidos séo baseados nos seguintes critérios: objetividade da pesquisa (C01), populacdo do estudo (C02),
justificativa do tamanho da amostra (C03), grupos recrutados na mesma populagéo (C04), critérios de inclusdo e exclusdo (05), definicdes de estudo caso-
controle (C06), selegdo aleatéria dos participantes (C07), controles simultaneos (C08), exposicdo avaliada antes da medicao do resultado (C09), medidas de
exposicdo e avaliagdo (C10), estudo cego dos avaliadores (C11) e analise estatistica (C12). As respostas sdo demonstradas por cores com a presenca dos
critérios de avaliagdo (verde) e auséncia dos critérios de avaliagdo (vermelha) dos estudos incluidos na revisdo sistematica. NA = Nao Aplicado.
Classificac@o* = a classificacao foi estabelecida por quatro categorias: confiavel (= 80%), confiavel com restrigdes (= 50 e < 80%), ndo confiavel (< 50%).
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5.12 POLIMORFISMO GSTP1 ILE > VAL (rs1695) (METANALISE):

Genes de metabolizacdo, especialmente aqueles que codificam enzimas de
detoxificacdo do alcool podem estar associados a dependéncia uma vez que podem
alterar a atividade enzimatica e consequentemente, o metabolismo de compostos
exogenos como o alcool, causando sintomas de averséo que inibem o uso continuado
e prolongado do alcool. O gene GSTP1 demonstra diversos polimorfismos que podem
alterar a atividade enzimética, dentre esses, destacamos o llel05Val ocorre em
frequéncias de 14-20% entre negros africanos, 28-32% entre caucasianos e 14-18%
entre asiaticos. Individuos com gendétipo alterado para GSTP1 podem desenvolver alta
resisténcia ao consumo do alcool devido a baixa taxa de biotransformacéo e excrecdo

pelo organismo.

O presente trabalho utilizou de abordagens estatisticas para demonstrar
possivel associagdo seja para prote¢cdo ou para risco do polimorfismo llel05Val do
gene GSTP1 em alcoolistas na populagdo brasileira. Os gréficos de forest plot foram
gerados de acordo com o0 numero de eventos de cada estudo baseados nos tamanhos
amostrais e comparagfes entre genotipos e alelos do polimorfismo rs1695 do gene

GSTP1 e a mensuragdo dada por Odds ratio (OR).

As comparacOes dos modelos entre os genétipos (Grafico 4-A, B, C e D) e
uma comparacdo entre os alelos lle e Val (Grafico 4-E) ndo demonstraram
significancia estatistica (sendo p > 0.05), ndo podendo sugerir nenhuma possivel
associacao com o fenétipo alcoolista. Forte heterogeneidade foi encontrada em todas
as comparacdes realizadas, demonstrando que fatores como o numero limitado de
trabalhos e/ou tamanho amostral tenha colaborado para o aparecimento desse

resultado.

Ademais, o grafico 5 demonstra uma analise visual por grafico de funil, sendo
que os testes de Egger e Begg detectaram os valores de p ndo significativos
estatisticamente na analise de viés de publicacdo para cada modelo de comparacéo
dos gendtipos. Houve uma forte assimetria entre os estudos de maiores impactos e
um unico estudo de Melo et al. (2016) sendo a causa da heterogeneidade (Gréfico 5-
A).

Na metandlise, algumas limitagbes devem ser observadas e discutidas.

Primeiro, nds tivemos um baixo numero de estudos incluidos o que dificulta concluir o
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peso das evidéncias com base nessa abordagem estatistica. No entanto, é valido
mencionar que a populacdo brasileira carece de estudos que analisem o papel de
polimorfismos genéticos com o alcoolismo, isso ndo s6 se aplica ao gene GSTP1 aqui
investigado, como também para a gama de genes estudados aqui nesse trabalho.
Segundo, a influéncia da etnia na frequéncia dos polimorfismos genéticos e seu papel
nas doencas complexas séo “pré-poluentes” e devem ser considerado em estudos de
metandlise. No entanto, os dados limitados disponiveis na literatura ndo permitiam
uma avaliagdo étnica completa o que pode representar uma fonte potencial de viés. O
Brasil constitui de ancestralidade caucasiana europeia, seguido de africanos,
amerindios e por fim, asiaticos. Terceiro, a influéncia de outras variantes genéticas
deve ser considerada, uma vez que o alcoolismo é uma doenca multifatorial, e existem
outros genes (incluidos nesse trabalho) que podem influenciar no aparecimento do
fendtipo alcoolista; portanto, mais estudos sdo fortemente encorajados avaliando os
efeitos combinatérios e haplétipicos de polimorfismos em diferentes genes na

suscetibilidade ao alcoolismo.
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Grafico 4: Grafico de floresta com comparagfes genotipicas e alélica dos estudos do
polimorfismo rs1695 do gene GSTP1

(A)
Case Control
Study Events Total Events Total Odds Ratio oR 95%-Cl Weight

BURIM et al 28 43 121 221 154 [0.78; 305] 36.8%

MELO et al 2F 32 i 17 —!— 7711982099 208%
LEMOS et al B85 138 85 145 ; 113 [0.70; 1.82] 424%
Random effects model 213 383 | 1.89 [0.84; 4.26] 100.0%

Heterogeneity: 1° = 71%, «° = 0.3462, p = 0.03 : ! P
0o 01 051 2 10 50
Favour in control Favour in case

(B)

Case Control
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl Weight
BURIM et al 23 38 103 203 149 [0.73; 3.02] 295%
MELO et al 14 19 4 14 7.00[149;3282] 28%
LEMOS et al 64 117 68 128 1.07 [064; 1.76] 67.7%
Fixed effect model 174 345 1 .36 [0.92; 2.00] 100.0%

Heterogeneity: 1% = 62%, 1> = 0.2617, p = 0.07 i
0.01 051 2
Favour in control Favour in case

(©

Case Control
Study Events Total Events Total Odds Ratio 95%-Cl Weight
BURIM et al 3 18 18 118 111 [0.29; 423] 235%
MELO et al 13 18 3 13 +———— 867 [166;4521] 57%
LEMOS et al 21 74 17 7 1.40 [0. 67 293] 70.7%
Fixed effect model 110 208 1 75 [0.98; 3.12] 100.0%

Heterogeneity: 17 = 55%, ©> = 0.4532, p = 0.11
0.01 051:2
Favour in control Favour in case

(D)

Case Control
Study Events Total Events Total Odds Ratio 95%-Cl Weight
BURIM et al 3 A4 18 221 0.89 [0.25; 3.17] 242%
MELO et al 13 32 3 17 319 [0.76;13.38] 10.8%
LEMOS et al 21 138 17 145 1.35 [068; 269] 651%
Fixed effect model 211 383 1 .44 [0.84; 2.47] 100.0%

Heterogeneity: = 0%, 2= 0,p =041
0.01 01" 0512 10 50
Favour in control Favour in case

(E)

Case Control
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl Weight
BURIM et al 29 82 139 442 E 1.19 [0.73;1.96] 29.8%
MELO et al 40 64 10 32 |—— 367 [149;904] 53%
LEMOS et al 106 276 102 290 - 1.15 [0.82;1.62] 64.9%
Fixed effect model 422 764 : 1.30 [0.99; 1.69] 100.0%

Heterogeneity: /2 = 65%, t> = 0.1318, p = 0.06 ] J . ! ]
0.01 01 0512 10 50

- Favour in control Favour in case
Fonte: Elaboracao do autor.

Legenda: Forest plot de comparacdo entre os grupos alcoolistas versus Controle para o
gendtipo Val/Val + lle/Val versus lle/lle (A), o gendtipo lle/Val versus gendtipo lle/lle (B), o
gendtipo Val/Val versus gendtipo lle/lle (C) e comparando o genétipo Va/Val versus genétipo
lle/Val mais genotipo lle/lle (D), e comparando alelo Val versus alelo lle (E) no polimorfismo
Ile105Val no gene GSTP1 e alcoolismo na popula¢éo brasileira.
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Grafico 5: Gréfico de assimetria em funil com comparag¢des genotipicas e alélica do
polimorfismo rs1695 do gene GSTP1
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Fonte: Elaboracao do autor.

Legenda: Graficos de funil plot da comparagdo entre os grupos alcoolistas versus Controle
para o genotipo Val/Val + lle/Val versus lle/lle (A), o genotipo lle/Val versus gendtipo lle/lle (B),
0 gendtipo Val/Val versus genotipo lle/lle (C) e comparando o genétipo Va/Val versus genétipo
lle/Val mais gendtipo lle/lle (D), e comparando alelo Val versus alelo lle (E) no polimorfismo
Ile105Val no gene GSTP1 e alcoolismo na popula¢éo brasileira.
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6 CONCLUSAO

RevisbGes sistematicas promovem a elaboracdo de respostas por meio de
protocolos sistematicos para garantir o peso das evidéncias. Metodologias qualitativas
e guantitativas direcionam linhas de sintese para responder perguntas e resolver
problemas. A presente revisdo sisteméatica conclui que, sete genes podem demonstrar
forte contribuicdo para o alcoolismo na populagdo brasileira. O papel desses
polimorfismos nas diferentes regifes brasileiras analisadas pode sugerir papéis de
protecéo ou susceptibilidade ao quadro alcoolista.

Devido ao numero de trabalhos incluidos, apenas um polimorfismo lle > Val
(rs1695) foi analisado usando metanalise como estratégia estatistica. A metanalise
demonstrou que ndo houve uma associagédo do polimorfismo GSTP1 lle > Val (rs1695)
dos modelos de comparagfes dos genotipos na susceptibilidade ao uso e abuso do

alcool na populacéo brasileira.

E quanto as limitagbes encontradas no estudo da revisédo e metanalise foram
a heterogeneidade verdadeira e irregularidades nos dados metodoldgicos sendo que o
tamanho do efeito difere de acordo com o tamanho amostral do estudo e desenhos

metodoldgicos pobres de pequenos estudos, respectivamente.
Esse trabalho conclui na importancia de investigar o peso das evidéncias no

gue diz respeito as variagbes genéticas associadas com o uso abusivo do &lcool no

Brasil.
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