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RESUMO

O tabagismo é responsavel por cerca de 6 milhdes de mortes por ano, configurando-
se assim como a principal causa de morte evitavel no mundo. Variacdes genéticas
gue interferem na neurobiologia da dopamina, a exemplo do polimorfismo TaqlA, no
gene do receptor da dopamina tipo D2 (DRD2), possivelmente intervém no
estabelecimento e manutencdo do hébito tabagico. O presente estudo teve por
objetivo realizar uma investigacdo epidemioldégica molecular deste polimorfismo
numa amostra populacional de tabagistas da cidade de Parnaiba-PI e verificar sua
associacdo com o habito tabagico. Foram analisados 135 fumantes e 135 ndao-
fumantes pela técnica de PCR-RFLP. A distribuicdo das frequéncias genotipicas e
alélicas e a associacao do polimorfismo e o fendtipo tabagista foram avaliadas pelos
testes do qui-quadrado (x?), Exato de Fisher e Odds Ratio (OR) com intervalo de
confianca de 95%. O gendtipo homozigoto selvagem A2/A2 (72; 53,33%) esteve em
maior frequéncia entre os fumantes, enquanto que nos controles prevaleceu o
genotipo heterozigoto A1/A2 (64; 47,41%). Em ambos os grupos houve uma maior
proporcao do alelo A2, 191 (70,74%) entre os fumantes e 168 (62,22%) no grupo
controle; ambos 0s grupos se encontraram em Equilibrio Hardy-Weinberg. Utilizando
o modelo dominante da agcdo genética do alelo Al foi possivel observar diferenca
estatisticamente significativa quando se compararam as frequéncias genotipicas (p =
0,01, OR = 0,53, IC: 0,33-0,86 e p = 0,01) e alélicas (p = 0,03, OR = 0,68, 0,47 —
0,98 e p = 0,05) entre o grupo dos fumantes e o grupo controle. As frequéncias
genotipicas e alélicas ndo diferiram de forma estatisticamente significativa quando
analisadas sob o aspecto das diversas caracteristicas do habito tabagico. Os dados
apontam para uma associacdo entre o polimorfismo TaglA no gene DRD2 e o
comportamento dos nao-fumantes.

PALAVRAS-CHAVE: Tabagismo. Dependéncia de Nicotina. Receptores de
Dopamina D2. Polimorfismo genético.



ABSTRACT

Smoking is responsible for about 6 million deaths per year, which makes it the
leading cause of preventable death in the world. Genetic variations that interfere with
the neurobiology of dopamine, like the TaglA polymorphism in the dopamine D2
receptor gene (DRD2), possibly modulates the establishment and maintenance of the
smoking habit. This study aimed to carry out a molecular epidemiological
investigation of this polymorphism in a sample of smokers in the city of Parnaiba-Pl,
checking their possible association with the smoking habit. 135 smokers and 135
non-smokers were analyzed by PCR-RFLP. The distribution of genotypic and allelic
frequencies and the association of the polymorphism and tobacco phenotype were
evaluated by chi-square test (x?), Exact Fisher and Odds Ratio (OR) with a
confidence interval of 95%. The wild homozygous genotype A2/A2 (72; 53,33%) was
in greater frequency among smokers, while the controls prevailed heterozygous
genotype A1/A2 (64; 47,41%). In both groups there was a higher proportion of allele
A2, 191 (70,74%) among smokers and 168 (62,22%) in the control group; both
groups are in the Hardy-Weinberg equilibrium. Using the dominant model of the
genetic action of the Al allele was observed statistically significant difference when
comparing the genotypic frequencies (p = 0,01, OR = 0,53, CI: 0,33 to 0,86 and p =
0,01) and allelic (p = 0,03, OR = 0,68, 0,47 to 0,98 and p = 0,05) between the group
of smokers and control group. Genotype and allele frequencies did not differ
statistically significantly when analyzed under the aspect of the different
characteristics of the smoking habit. The data point to a association between TaqlA
polymorphism DRD2 gene and the behavior of non-smoking.

KEYWORDS: Smoking. Tobacco Use Disorder. Dopamine D2 receptors. Genetic
polymorphisms.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 4 . Mecanismos fisiol6gicos e moleculares envolvidos na dependéncia

de farmaco

Figura 5.
Figura 6 .
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

21

24

27

27

32

34

42

44

46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estimativa da herdabilidade para diferentes componentes do

tabagismo

Tabela 2. Sequéncia dos primers para amplificacdo da regido

interesse do gene DRD2

Tabela 7. Frequéncia genotipica, alélica e teste do qui-quadrado (x?)
grupo controle para o polimorfismo no gene DRD2,.................cccoeeemrrerrrerrrnnes

Tabela 8. Frequéncia genotipica, alélica e teste do qui-quadrado (x?)

grupo fumante para o polimorfismo no gene DRD2

de

no

no

Tabela 9. Caracteristicas genéticas da populacdo para o polimorfismo no

gene DRD2

Tabela 10. Analise das caracteristicas relacionadas ao habito tabagista para

o polimorfismo do gene DRD2

Tabela 11. Prevaléncia do polimorfismo TaglA em diferentes populagbes

30

38

39

40

40

43

44

45

45

46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMB - Associacdo Médica Brasileira

C — Base nitrogenada citosina

D2 — Receptor de dopamina tipo 2

DNA — Acido desixirribonucleico

dNTPS — Desoxinucleotideos trifosfatados

DPOC - Doencga pulmonar obstrutiva cronica

DRD2 — Gene codificador do receptor de dopamina tipo 2

FTND — Fagerstrom Test for Nicotine Dependence/Teste de Fagerstrom para a
Dependéncia da Nicotina

H20 — Agua

HHS — United States Department of Health and Human Services
IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IC — Intervalo de confianca

INCA — Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man

OR — Odds Ratio

pb — Pares de base

PCR - Polimerase chain reaction/Reac¢ao em cadeia da polimerase
Pl — Piaui

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism/Polimorfismo do Comprimento
de Fragmento de Restricao

SLC6A3 — Gene codificador do transportador da dopamina
SNC - Sistema Nervoso Central

SNP — polimorfismo de nucleotideo unico

T — Base nitrogenada timina

ML — Microlitro



U.S. — United Sates/Estados Unidos da América

VIGITEL - Vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas crénicas por
inquérito telefénico.

WHO - World Health Organization/Organiza¢cdo Mundial da Saude



SUMARIO

1 - INTRODUCAO

2 - JUSTIFICATIVA

3 - OBJETIVOS

4 - REFERENCIAL TEORICO. oo

4.1 - EPIDEMIOLOGIA DO TABAGISMO._
4.2 - TABAGISMO E SAUDE

5.3.1 - Aspectos éticos

5.3.2 - Critérios de inclusao

5.3.3 - Critérios de exclusao

5.3.4 - Natureza do estudo

5.3.5 - Determinacdes analiticas

5.3.6 - Analise estatistica

6 - RESULTADOS

16

17

19
19
19

20
20
23
24
29
31



7 - DISCUSSAO

APENDICES

APENDICEA - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

ANEXODS......ccreessssssssssssssssssssssss s sssss s s bbb s b s
ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA E
PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI — UFPI

a7

56

57

76

77
78

83

84



16

1 — INTRODUCAO

Referido como fator de risco para cerca de mais de 50 problemas de saude,
o tabagismo € reconhecido mundialmente como o maior fator de doenca e morte
evitavel. Apesar disso, € praticado por aproximadamente 1 bilhdo de pessoas no
mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION [WHO], 2011; WHO, 2015).

Devido seu amplo espectro de agravo a saude, ao longo dos anos
desenvolveram-se varios estudos sobre os diversos aspectos do tabagismo.
Pesquisas descrevem que a iniciagdo e manutencdo da pratica sdo influenciadas
tanto por fatores ambientais quanto por fatores genéticos, com a influéncia destes
superando a daqueles (BATRA et al., 2003; ROSEMBERG, 2003; ERBLICH et al.,
2004; CHATKIN, 2006; BERGEN et al., 2009).

As evidéncias mais consistentes s&o de que nas variagoes interindividuais
da tabaco-dependéncia estejam implicados genes que interferem na metabolizacéo
da nicotina e na neurotransmissdo dopaminérgica (HILDESHEIM et al.,, 1997,
BATRA et al., 2003; ERBLICH et al., 2004; BISELLI et al., 2006).

Estudos do fundo genético do tabagismo podem melhorar as abordagens
que objetivam cessacdo do fumo, ou identificar populacdes de risco em que as
medidas de combate a iniciacdo do tabagismo devam ser mais energicamente
implementadas (LERMAN et al., 1999; ROSEMBERG, 2003; BERGEN et al., 2009;
VERDE et al.; 2011; KOLINS; ADCOCK, 2014).

No presente estudo foi realizada uma investigacao epidemiol6gica molecular
do polimorfismo TaqlA (rs1800497, C/T) do gene receptor de dopamina do tipo D2
(DRD2) em uma amostra populacional de tabagistas da cidade de Parnaiba, estado
do Piaui, regido nordeste do Brasil, a fim de averiguar sua frequéncia na populacéo
e a possivel associacao entre esse polimorfismo e determinadas caracteristicas do
hébito tabagico.
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2 — JUSTIFICATIVA

A nivel mundial é possivel falar de uma epidemia do tabagismo na
atualidade com contornos terriveis no que se refere a estimativa do niamero de
mortes (GUINDON; BOISCLAIR, 2003; MARIE et al., 2014; WHO, 2015). Nao é
recente, entretanto, a atencdo que a comunidade cientifica dispensa a tal tematica.
Ha vasta literatura sobre o assunto que toca as mais diversas areas do
conhecimento, como por exemplo, economia, neurologia, farmacologia e genética
(ROSEMBERG, 2003; ALDRIGHI et al.,, 2005; CHATKIN, 2006; PINTO, 2007,
MEIRELLES, 2009; RANG et al., 2012).

Ao observar, ainda que rapidamente, um panorama sobre o tabagismo
compreende-se 0 interesse da academia no estudo de tal temética.

Dentre os muitos fatores que chamam a atencdo da comunidade cientifica,
destacam-se: o grande impacto econdmico do cultivo e consumo do tabaco; a
persisténcia na iniciagdo do tabagismo entre jovens ainda que com esclarecimento
do dano a saude e aumento do numero de impostos; a grande dificuldade de
cessacado apods estabelecido o quadro de dependéncia, e a grande variagdo no nivel
de dependéncia a nicotina entre pessoas expostas a fatores ambientais semelhantes
(ROSEMBERG, 2003; CHATKIN, 2006; BONILHA et al., 2014; ERIKSEN et al.,
2015; KLEINJAN; ENGELS; DIFRANZA, 2015; SOUZA CRUZ, 2015; ALASMARIA et
al., 2016; MENNIS et al., 2016).

No que concerne ao enfrentamento dessa problemética, o combate a
iniciagdo do tabagismo é capaz de estabilizar o nUmero de fumantes, entretanto o
namero de mortes estimado s6 pode ser diminuido através da cessacdo. Os estudos
do fundo genético do tabagismo séo interessantes ao ponto que elucidam fatores
inerentes ao mecanismo de dependéncia e, dessa forma, contribuem tanto para o
combate a iniciacdo, quanto para a melhoria de abordagens de cessacao, conforme
supramencionado (BATRA, 2003; ROSEMBERG, 2003; CHATKIN, 2006;
BENOWITZ et al., 2009; PAWLINA et al., 2014).

O polimorfismo genético TaqlA tem sido alvo de estudos de associagdo com
tabagismo por estar implicado na alteragdo da neurotransmissdo dopaminérgica,
reconhecidamente o cerne organico das dependéncias. Entretanto, a literatura
apresenta resultados conflitantes (ERBLICH et al., 2004; SWAN et al., 2005;
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LAUCHT et al., 2008; SIEMINSKA et al. 2009; KLEINJAN; ENGELS; DIFRANZA,
2015).

Frente aos dados supramencionados e a auséncia de estudos quanto a
constituicdo genética da populacéo tabagista piauiense, no que concerne ao TaqlA,
0 presente estudo objetivou preencher tal lacuna do conhecimento, de forma que se
fornecam dados que potencialmente contribuam na melhoria de abordagens de

cessacao e combate a iniciacao.
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3 — OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Realizar uma investigacdo epidemioldgica molecular do polimorfismo
TaglA, no gene do receptor da dopamina tipo D2 (DRD2) em uma amostra

populacional de tabagistas do Nordeste do Brasil, no municipio de Parnaiba (PI).

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar levantamento de caracteristicas do comportamento tabagico na
populacao estudada.

Realizar levantamento do grau de dependéncia a nicotina entre o0s
tabagistas.

Determinar a frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo TaqlA, no
gene DRD2 no grupo de tabagistas e controles.

Verificar se as frequéncias genotipicas e alélicas diferem entre fumantes e
nao-fumantes.

Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas obtidas com as observadas
em outros estudos populacionais.

Comparar os genoétipos do polimorfismo obtidos na populacdo de tabagistas
com variaveis como idade de inicio, frequéncia do habito, tentativas de abandono do

habito e grau de dependéncia a nicotina.
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4 — REFERENCIAL TEORICO

4.1 - EPIDEMIOLOGIA DO TABAGISMO

O consumo regular de produtos do tabaco é reconhecido pela comunidade
cientifica atualmente como uma doencga crbnica causada pela dependéncia a um
alcaloide vegetal, a nicotina. Um longo caminho foi percorrido até isso. Por muito
tempo o uso do tabaco expandiu-se sobremaneira em comparacdo ao seu emprego
inicial. Apés um grande lapso de tempo a compreensdo de seus efeitos também
aumentou, desencadeando um rigido combate ao tabagismo; alcancando dessa
forma a conjuntura a qual muitas sociedades, incluindo a brasileira, estédo
acostumadas (ROSEMBERG, 2003; SILVEIRA; MIGOTT, 2007; DORNELLES, 2010;
PANTANI et al., 2012; WHO, 2013)

A prevaléncia mundial do tabagismo vem diminuindo ao longo dos anos
desde a década de 1980. Os dados mais recentes indicam que a prevaléncia
mundial estd em torno de 21%, o que representa 1 bilhdo e 127 milhdes de fumantes
(GUINDON; BOISCLAIR, 2003; MARIE et al., 2014; WHO, 2015).

Embora o avancgo alcangado através das medidas de combate ao tabagismo
seja notavel, a diminuicdo da prevaléncia mundial ndo significa necessariamente que
a epidemia tabagica esteja controlada. Apesar de alguns paises, como o Brasil,
terem alcancado reducdes significativas nas taxas de tabagismo, 0 aumento no
consumo entre a populacdo chinesa compensou as diminuicdes a nivel mundial
(Figura 1) (ERIKSEN et al., 2015).

Tal fato combinado ao aumento da populacdo mundial justifica o quadro
presente em que as estimativas continuam a ser de aumento do numero de
fumantes, aproximando-se de 2 bilhdes no ano de 2025 apesar da relativa
estabilizacdo do numero de tabagistas a partir do ano de 2007 até a atualidade e da
diminuicdo quando se considera periodos anteriores conforme supramencionado
(GUINDON; BOISCLAIR, 2003; MACKAY et al., 2012; MARIE et al., 2014; WHO,
2015).
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Figura 1 — Os dez maiores consumidores de cigarros do mundo . Atualmente China consome
quantidade cigarros maior que a soma dos 29 maiores consumidores de cigarros (Adaptado de
ERIKSEN et al., 2015).

O numero de mortes atribuiveis ao tabagismo é um dado alarmante: quase 6
milhdes de pessoas por ano. Nao obstante o maleficio aos tabagistas, uma parcela
desse numero, 600 mil dbitos, sdo de ndo fumantes vitimados por danos advindos
da exposicdo a fumaca de segunda mao (WHO, 2015b).

Caso a dinamica atual se mantenha o quadro ira piorar. Estima-se que até
2030 a quantidade de Obitos atribuiveis ao tabagismo sera de 8 milhdes por ano
(U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVISES [HHS], 2015b). No
Brasil, as mortes atribuiveis alcancam 147 mil casos anualmente (PINTO et al.,
2015).

A epidemia mundial do tabaco sofreu mudancas desde seu inicio. No
comeco do século XX o tabagismo estava praticamente restrito a populacdo
masculina adulta de classes sociais de maior poder aquisitivo. Apesar de com o0
tempo ter se popularizado entre as mulheres, voltou a crescer atualmente entre 0s
homens (ALDRIGHI et al., 2005; SANTOS, 2011; MARIE et al., 2014).

O crescimento do tabagismo entre jovens e entre individuos de baixa renda
foram mudancas na epidemia que se consolidaram. Particularmente no primeiro
aspecto, destaca-se que a maioria dos fumantes atuais iniciou o habito antes dos 18
anos de idade, ainda na adolescéncia (MIGOTT, 2007; HHS, 2015).

Atualmente a prevaléncia mundial de tabagismo entre individuos adultos do
sexo masculino é de aproximadamente 31,1% e de 6,2% entre individuos do sexo

feminino (MARIE et al., 2014). A diferenca entre as prevaléncias nos dois géneros é
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menor nos paises desenvolvidos em comparacdo com 0s paises em
desenvolvimento (WHO, 2003; SANTOS, 2011; MARIE et al., 2014; WHO, 2015).

O Brasil tem se destacado no cenario mundial pelos resultados que tem
alcancado no combate ao tabagismo. A adocdo de medidas de vigilancia e
monitoramento do consumo de produtos do tabaco resultou em diminuicao
significativa na prevaléncia do tabagismo (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA [INCA], 2015; WHO, 2015).

No territério nacional, nos ultimos 10 anos, o numero de fumantes caiu
30,7% (BRASIL, 2015). O estudo mais recente indica que a prevaléncia de
tabagismo no pais entre pessoas com 18 anos ou mais € de 14,5%, sendo 18,9%
entre homens e 11% entre mulheres. O estado do Piaui aparece com prevaléncia
acima da média nacional (16,6%), sendo 22,6% entre os homens, e 11% entre as
mulheres (IBGE, 2014).

A pesquisa supramencionada também demonstrou diferencas por nivel de
instrucéo e por faixa etaria. Percentuais mais elevados de usuarios atuais de tabaco
aparecem entre as pessoas sem instrucdo ou com ensino fundamental incompleto
(20,2%). Adultos com idade entre 40 e 59 anos apresentaram o maior percentual de
tabagismo (19,4%) (IBGE, 2014).

Quanto ao fumo passivo, segundo o IBGE (2014) 10,7% da populagao
brasileira estd exposta a fumaca de segunda mao no ambiente domiciliar. A
prevaléncia no territério piauiense é um pouco maior (11,5%) (IBGE, 2014).

Mais da metade dos fumantes brasileiros deseja abandonar o tabagismo.
Nesse quesito o percentual entre as mulheres (54,9%) é maior que entre os homens
(50,6%) (IBGE, 2014).

A literatura cientifica relata que os fatores que levam a iniciacdo ao uso do
tabaco sao diversificados. Entre os principais estdo a associacao do cigarro com a
ideia de autonomia, liberdade e sucesso, o desenvolvimento neuropsicoldgico,
padrées especificos de personalidade e influéncias genéticas (CHATKIN, 2006;
BRASIL, 2010; ECKERDT; CORRADI-WEBSTER, 2010).

Quanto a cessacdo, apesar do alto indice de desejo de abandonar o habito,
conforme supramencionado, apenas 5-10% dos fumantes alcangam esse objetivo. O
fator implicado nisso € a dependéncia fisica e psicoldgica ocasionada pela nicotina.
Na maioria das vezes ela faz a decisdo do fumante de cessar sucumbir ao uso do
tabaco (JAIN, 2003; KHURANA et al., 2003; CHATKIN, 2006).
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4.2 - TABAGISMO E SAUDE

A forma mais comum de uso do tabaco é o cigarro, estima-se que 98% do
consumo de tabaco deva-se a esse produto (SILVEIRA; DORNELLES, 2010; RANG
et al., 2012; WHO, 2014). Nele, sdo encontradas mais de 7000 substancias toxicas
que afetam negativamente todos os sistemas do organismo humano (ERIKSEN et
al., 2015).

A fumaca do cigarro € composta por duas fases: uma gasosa, e outra
particulada. A fase gasosa da fumaca do cigarro € composta principalmente por
monoxido de carbono, formaldeido, acetaldeido e acroleina, entre outros produtos
nocivos. A fase particulada da fumaca contém nicotina e alcatrdo, que concentra ao
menos 69 substancias cancerigenas (ERIKSEN et al., 2015; INCA, 2015b).

Segundo a Diretriz da Associagcdo Médica Brasileira para tratamento do
tabagismo (2009), os danos a saude relacionados ao habito de fumar ocorrem
principalmente no sistema respiratério (aqui se inclui a doenca pulmonar obstrutiva
cronica — DPOC), no cardiovascular (no qual o tabagismo esta ligado, dentre outras
doencas a aterosclerose, acidente vascular encefalico e aneurisma), no digestivo
(elenca-se aqui o refluxo gastroesofagico, a ulcera péptica e a cirrose hepatica) e no
genitourinario (destacando-se disfuncéo erétil, infertilidade e nefrite).

Também citam-se entre os maleficios principais o desenvolvimento de
neoplasias malignas (cavidade oral, faringe, es6fago, estomago, pancreas, colon,
reto, figado, vias biliares, rins, bexiga, mama, colo de (tero, vulva e leucemia
mieloide). Além disso o tabagismo causa problemas especificos na gravidez e sobre
o feto (infertilidade, abortamento espontaneo, descolamento prematuro da placenta,
pré-eclampsia, gravidez tubaria, menor peso ao nascer, parto prematuro, natimortos,
mortalidade neonatal e malformacgdes congénitas) (AMB, 2009).

A Diretriz também cita outros problemas sem classifica-los, como o
envelhecimento da pele, osteoporose, artrite reumatoide, doenca periodental, carie
dental, estomatites, leucoplasias e queda das defesas imunitarias (AMB, 2009).

As relacdes entre o tabagismo e essas doencas sdo demonstradas por vasta
literatura (ROSEMBERG, 2003; ALDRIGHI et. al., 2005; FRAGA et al., 2005;
BOEIRA; JOHNS, 2007; PINTO, 2007; AZEVEDO et al., 2009; ERIKSEN et al.,
2015).
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O cigarro também causa prejuizos a saude dos nao-fumantes expostos a
sua fumaca. O tabagismo passivo é a terceira maior causa evitavel de morte no
mundo. No fumante passivo, a depender da exposicéo, podem ocorrer diminuicdo da
capacidade funcional respiratéria, cancer do pulmao, infarto do miocéardio e angina
pectoris, além dos riscos especificos a mulher fumante passiva, como cancer de
mama e do colo do utero. Ademais, em funcdo da absorcdo cutédnea da nicotina, até
em sua producéo o tabaco prejudica a saude daqueles que entram em contato com
ele (ROSEMBERG, 2003; AMB, 2009; ERIKSEN et al., 2015).

Em funcdo das doencas tabaco-relacionadas, advindas da constante
exposicdo as substancias toxicas do cigarro, o fumante tem expectativa de vida
cerca de 10 anos menor que o individuo que ndo fuma (ERIKSEN et al., 2015).

Conforme supramencionado, as mortes relacionadas ao tabagismo chegam
aproximadamente a 6 milhdes por ano no mundo (WHO, 2014). No Brasil, em 2011,
o tabagismo foi responsavel por mais de 140 mil 6bitos, quase 15% do total de
mortes ocorridas no pais (PINTO et al., 2015).

4.3 - NICOTINA E DEPENDENCIA

A nicotina é um alcaléide oriundo do tabaco que possui efeitos
neuroquimicos diversos. A dependéncia a nicotina descreve a situacdo em que o
usuario dessa substancia ja& ndo possui controle sobre seu consumo. Todos 0s
farmacos que causam dependéncia tém efeitos importantes sobre o sistema nervoso
central (SNC), a principal acdo para o desenvolvimento de dependéncia é a ativacao
da via da recompensa, a via dopaminérgica mesolimbica (BERRETTINI; LERMAN,
2005; HURT et al., 2009; RANG et al., 2012; ASHARE; SCHMIDT, 2014).

Figura 2. Estrutura quimica da nicotina  (Adaptado de BENOWTIZ et al., 2010).
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O cigarro apresenta cerca de 8 a 9 mg de nicotina, dessa quantidade 1 a 1,5
mg tornam-se disponiveis por via sistémica ao tabagista. Ela pode ser absorvida
através da pele, mucosas e pulmdes (ROSEMBERG, 2003; LIMA, 2004; MIGOTT,
2007; RANG et al., 2012).

Dos aditivos do cigarro, muitos tém por objetivo liberar mais nicotina,
consequentemente, estimulando de forma indireta maior liberagdo de dopamina no
cérebro, proporcionando maior sensacdo de prazer ao fumante (ROSEMBERG,
2003; ROSE et al., 2010; RANG et al., 2012).

Um dos determinantes da intensidade do efeito inicial de uma droga é a
rapidez com a qual ela alcanga o cérebro. O ato de fumar est4 entre as vias mais
rapidas de absorcao de drogas. Ao ser inalada, a nicotina chega ao sistema nervoso
central (SNC) em menos de 10 segundos (FURTADO, 2002; ROSEMBERG, 2003;
LIMA, 2004; MIGOTT, 2007; RANG et al., 2012).

Quando do uso do cigarro, a nicotina encontra-se em duas formas: uma
fracdo situa-se na fase particulada (ligada a sais diversos) e outra na fase gasosa
(livre). A segunda é mais rapidamente absorvida e causa maior impacto nos centros
nervosos cerebrais (ROSEMBERG, 2003; ROSE et al., 2010; RANG et al., 2012).

Qualquer tipo de uso do tabaco gera dependéncia, porém a mais grave é
desenvolvida fumando. Em poucas semanas o fumante torna-se usuario compulsivo
do tabaco. A nicotino-dependéncia, entretanto, afeta individuos distintos em graus
diferentes (ROSEMBERG, 2003; CHATKIN, 2006; BENOWITZ et al.,, 2009;
HENNINGFIELD et al., 2009; PAWLINA et al., 2014).

O nivel de nicotino-dependéncia era inicialmente definido apenas pelo
namero de cigarros fumados por dia, no entanto conforme houve avanco cientifico
no estudo do tabagismo notou-se que esse critério era muito restrito. Atualmente ha
diversos procedimentos para tal finalidade, um dos mais utilizados é o Teste de
Fagerstrom para a Dependéncia da Nicotina (FTND — Fagerstréom Test for Nicotine
Dependence) (FAGERSTROM, 1978; HEATHERTON et. al, 1991; CARMO; PUEYO,
2002; PAWLINA et al., 2016).

O FTND é composto de seis questdes, a pontuacdo vai de zero a 11, em
que somatdrias menores que trés indicam dependéncia leve/baixa e pontuacdes
maiores ou iguais a sete indicam dependéncia grave/alta. Mais que para fins de
pesquisa cientifica, a afericdo do nivel de nicotino-dependéncia é utilizada para a

escolha da abordagem para a cessacdo do habito, seja simples aconselhamento ou
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tratamento medicamentoso (BALBANI; MONTOVANI, 2005; ROSEMBERG, 2003;
BERGEN et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; PAWLINA et al., 2016).

A manutencao da dependéncia esta ligada as sensacdes prazerosas do uso,
a diminuicdo do efeito com a administracao repetitiva da droga — tolerancia —, a
formacdo do habito e a sindrome de abstinéncia, quando da retirada da droga
(ROSE et al., 2010; RANG et al., 2012).

No SNC a nicotina age sobre os receptores nicotinicos da acetilcolina
(nAChR) ativando-os. Os nAChR estdo expressos na area anterior do tegmento,
ponto de partida dos neurbnios dopaminérgicos que se projetam para o nucleo
accumbens (Via mesolimbica). Essa ativacdo, causa excitacdo da via mesolimbica e
liberacéo de dopamina no nucleo accumbens e também inibe os reflexos espinais,
causando relaxamento do musculo esquelético (MIGOTT, 2007; RANG et al., 2012)
(Figura 3). Dessa forma a nicotina produz efeitos ansioliticos, euforicos, de realce e
melhora da memodria, vigilancia, cognicdo e a¢cdo antidepressiva e neuroestimulante
(ROSEMBERG, 2003; ROSE et al., 2010).

Perifericamente a nicotina estimula os ganglios autbnomos, causando, por
exemplo, taquicardia, aumento da presséo arterial e sudorese. Os efeitos periféricos
declinam com o uso cronico, mas os centrais permanecem (MIGOTT, 2007; RANG
et al., 2012).

As funcdes cerebrais envolvem interacdes entre processos genéticos e o
ambiente que sédo capazes de produzir alteracdes estruturais e funcionais em células
nervosas especificas implicadas no processo de aprendizagem, este caracterizado
pela capacidade de responder especificamente a um determinado estimulo
(NUCLEO EINSTEIN DE ALCOOL E DROGAS DO HOSPITAL ISRAELITA ALBERT
EINSTEIN [NEAD], 2009a; MOTTA, 2009; MIWA et al., 2011; PICCIOTTO; MINEUR,;
2014).

As vias dopaminérgicas estdo implicadas na dependéncia de drogas por
estarem relacionadas a sensacdo de prazer e por regularem a aprendizagem no
estriato, onde localiza-se o nucleo accumbens (LIMA, 2004; CHATKIN, 2006; NEAD,
2009b; RANG et al., 2012).
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Hi 4l .
ipotalamo Area postrema

Area tegmental ventral " substancia negra

Figura 3 — Vias centrais da dopamina . Os neur6nios dopaminérgicos originam-se de certos nucleos
especificos no cérebro. Seta azul: originam no hipotalamo e projetam-se para a hipdfise. Setas em
pontilhado: da substancia negra para o estriado. Setas pretas cheias. Entre outras funcdes a
neurotransmissao dopaminérgica esta envolvida na regulagdo do humor e do comportamento. A
estimulacdo da area postrema pela dopamina causa vomito (Adaptado de GOLAN et al., 2014).

O uso prolongado da nicotina leva a dessensibilizacdo dos
neutrotransmissores acetilcolinicos e ao mesmo tempo ao aumento do numero
desses. O que acarreta tolerancia, e por outro lado, hiperativacdo desses receptores
em caso de abstinéncia (Figura 4) (MIGOTT, 2007; RANG et al., 2012; PICCIOTTO;
MINEUR; 2014).

Utilizag#o da "droga" Abstinéncia
Estado produzido xS DRSBRTRINS | o My it A Tt
agudo crinico aguda crénica
Efaito Recompansa Toler&neia, dependéncia Sindrome da ahstindncia Compulsio
Mecanismo Afivacio da via Mudangas adaptativas nos receptores, Mudangas adaptativas Desconhecidas
mesolimbica da DA transportadores, mensageiros néo compansadas
Qutras vias de secundérios efc. (p. ex., {p- ex.., DA, $ glutamato)
recompenss?  fadenilato-ciclase, t transportador de DA)

Figura 4 — Mecanismos fisiologicos e moleculares en  volvidos na dependéncia de farmaco.  DA:
Dopamina. M: Aumento. \: Diminuigdo (Adaptado de RANG et al., 2012).
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O nucleo accumbens € uma area do cérebro responsavel pelo prazer e pela
procura de condutas que proporcionem prazer. Faz parte dos nucleos da base, que
no cérebro humano e de animais séo responsaveis por aspectos motores e nao-
motores do comportamento (SCALZO; TEXEIRA-JUNIOR, 2009).

Apos o aprendizado de um determinado comportamento dificilmente ha
eliminacdo do mesmo, ainda que sua manutencdo tenha consequéncias
indesejaveis para o organismo (LIMA, 2004; PLANETA; CRUZ, 2005; NEAD 2009b).

A capacidade de rearranjos neuronais permite a formacdo do habito, por
meio da associacdo dos estimulos da droga com condutas especificas. Em
decorréncia dessa capacidade o cérebro pode associar uma experiéncia agradavel
com a simples visualizagdo de um cigarro. O que por sua vez exerce grande
influéncia na manutenc&o do uso compulsivo da nicotina ou recaidas quando de seu
abandono (LIMA, 2004; PLANETA; CRUZ, 2005; RANG et al., 2012).

Embora todas as drogas que causam dependéncia, quando de sua retirada
desencadeiem sindrome de abstinéncia, ha sintomas especificos para cada droga
ou grupo de drogas. Esses sintomas geralmente sdo o oposto dos efeitos que as
drogas desencadeiam quando utilizadas, desse modo na sindrome de abstinéncia a
nicotina aparecem bradicardia, aumento do apetite, ganho de peso, ansiedade,
depressao e insbnia dentre outros. Em fumantes que buscam cessar o habito, a
sindrome de abstinéncia é um fator decisivo para recaidas (JAIN, 2003; PLANETA;
CRUZ, 2005; CHATKIN, 2006; NEAD 2009b).

Até a atualidade ndo foram elucidados todos os elementos e mecanismos
gue estdo ligados a nicotino-dependéncia, mas nao restam ddvidas de que sua
origem e a variacdo em seus niveis tém bases organicas (ROSEMBERG, 2003;
CHATKIN, 2006; ALASMARIA et al, 2016). A via dopaminérgica, conforme
supramencionado, recebe especial atencdo. Demonstrou-se que antagonistas de
dopamina como o haloperidol, por exemplo, aumentam o consumo de cigarros,
enguanto que agonistas como a bromocriptina o diminuem (ERBLICH et al., 2004).

Acredita-se que individuos que tem menor disponibilidade de dopamina,
possuem maior necessidade de estimular sua liberacdo com substancias exdégenas,
como a nicotina. De acordo com isso individuos com tal caracteristica quando
fumam, o fazem em maior quantidade, tendem a iniciar-se no tabagismo mais cedo
e, quando da tentativa de cessacéo, tem grande dificuldade de abandonar o tabaco,

ocorrendo o oposto com individuos que possuem disponibilidade maior de dopamina
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(LERMAN et al., 1999; SABOL et al.,, 1999; CHATKIN, 2006; RANG et al., 2012;
RADEMACHERA et al., 2015).

4.4 - GENETICA E TABAGISMO

Os diferentes modos de analisar o tabagismo, como um comportamento,
como um fator de risco para inumeras doencas ou como uma doenca propriamente
dita (Sindrome da Tabaco-dependéncia), contribuem para a diversidade dos estudos
sobre esse tema (CHATKIN, 2006; MOTTA, 2009; ERIKSEN et al., 2015).

Anteriormente atribuia-se o estabelecimento do tabagismo apenas a fatores
ambientais, no entanto sabe-se atualmente que embora tais aspectos possam
contribuir para o habito, um fator determinante para o0 estabelecimento e
manutencdo do uso do tabaco é a dependéncia a nicotina (BATRA et al., 2003;
JAIN, 2003; CHATKIN, 2006; ALASMARIA et al., 2016).

Como supramencionado, tal dependéncia possui variagdes interindividuais.
Essas variacdes, bem como a constatacéo de que ha uma parcela de consumidores
de tabaco que ndo desenvolvem nicotino-dependéncia fizeram surgir o interesse
pela avaliacgdo do componente genético do tabagismo (BATRA, 2003;
ROSEMBERG, 2003; CHATKIN, 2006; BENOWITZ et al., 2009; PAWLINA et al.,
2014).

Sabe-se que uma das melhores maneiras de quantificacdo da influéncia do
componente genético de uma determinada caracteristica, € 0 seu estudo em
gémeos monozigoticos, dizigoticos e em situagbes de adogcdo (MOTTA, 2009;
VULCZAK, 2013). Tais modelos permitem melhor a afericdo da discordancia
fenotipica atribuivel ao ambiente, em vista do compartilhamento genético entre os
individuos (MOTTA, 2009; VULCZAK, 2013). A Tabela 1 apresenta um resumo de
estudos para herdabilidade do tabagismo, a proporcdo da variancia fenotipica em
relacdo a essa caracteristica que é atribuivel a diferencas genéticas.

Além dos estudos com gémeos e em situacbes de adocdo, também se
desenvolvem outras pesquisas com enfoque no tabagismo ou em doencas tabaco-
relacionadas, como estudos do padrao de hereditariedade em genealogias, analises
de ligacdo, estudos de associacéo e estudos de caso-controle (BATRA et al., 2003;
HAMDANI; ADES; GORWOOD, 2006; VULCZAK, 2013).
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Tabela 1. Estimativa da herdabilidade para diferentes componentes do tabagismo

Herdabilidade

Fendtipo Autores Ano Sexo N _
estimada
Raaschou- g4, F 524 0,79
Nielsen
Iniciagao H 370 0,84
F 16 771 0,44
Medlund 1977
H 15 603 0,51
F 16771 0,59
Medlund 1977
_ _ H 15603 0.52
Persisténcia
_ F 171 0,71
Kaprio 1984
H 131 0,68
_ True 1999 H 3356 0,60
Dependéncia
McGue 2000 F&H 626 0,60

Para fins de exemplificacdo: No estudo de RAASCHOU-NIELSEN (1960), o valor de 0,79 significa
que 79% da variacdo observada na iniciacdo do tabagismo na populacdo estudada foi devida a
influéncia genética (Adaptado de HAMDANI; ADES; GORWOOD, 2006).

A literatura cientifica demonstra que varios genes podem estar implicados
nos diferentes aspectos do tabagismo. As evidéncias mais consistentes sao de que
nas variacoes interindividuais da tabaco-dependéncia estejam implicados genes que
interferem na metabolizagdo da nicotina e na neurotransmissdo dopaminérgica,
enquanto que no desenvolvimento das doencas tabaco-relacionadas estejam
implicados genes ligados ao metabolismo dos inUmeros constituintes toxicos do
cigarro (HILDESHEIM et al., 1997; BATRA et al.,, 2003; ERBLICH et al., 2004;
BISELLI et al., 2006; VERDE et al., 2011).

A influéncia ambiental para a iniciagdo costuma ser maior que a genética em
mulheres e individuos jovens, no entanto € interessante notar que 0os genes também
podem interferir na maneira como cada individuo reage a estimulos ambientais
(HHS, 1998a; ROSEMBERG, 2003; HORIMOTO et al., 2012). A influéncia do gene
TPH, por exemplo, pode tornar mais precoce o desejo de fumar. Pessoas com
variantes desse gene comecam a fumar de 3 a 5 anos antes que a média (LERMAN
et al., 2001; ROSEMBERG, 2003; REUTER et al., 2007).
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Polimorfismos! nos genes envolvidos no metabolismo da nicotina podem
propiciar efeitos adversos mais intensos aos individuos que estéo iniciando o habito
de fumar, bem como influenciar na quantidade de cigarros consumida, ja que o nivel
sérico de nicotina € alterado por seus produtos. Nesse campo vem sendo estudado
0 gene CYP2A6, que regula a nivel hepatico a enzima transformadora de nicotina
em cotinina (BATRA et al., 2003; ROSEMBERG et al., 2003; CHATKIN, 2006;
VERDE et al., 2011).

As diferencas encontradas entre individuos no que concerne aos genes que
possuem produtos importantes para o sistema dopaminérgico e colinérgico
interferem na resposta organica a nicotina, e com isso na iniciagdo e manutencao do
tabagismo, bem como no tratamento para deixar de fumar. Cita-se nessa area
variantes do gene DRD2, que podem produzir maior desejo por fumar e variantes do
gene SLC6A3, que tem a possibilidade de conferir a alguns individuos menor
tendéncia a fumar e menor reincidéncia quando cessam (LERMAN et al., 1999;
ROSEMBERG, 2003; BERGEN et al., 2009; VERDE et al.; 2011; KOLINS;
ADCOCK, 2014).

4.5 - POLIMORFISMO TAQ1A NO GENE DRD2

Variantes do gene DRD2 vem recebendo atualmente atencdo da
comunidade cientifica nos estudos de investigacdo de componente genético em
condi¢cdes patoldgicas como a depressdo e a farmaco-dependéncia (PEARSON-
FUHRHOP et al., 2014; AHRENS et al., 2015; COLIZZI et al., 2015; DELIS et al.
2015).

Ao longo da pesquisa bibliografica realizada no presente estudo foram
encontrados 20 polimorfismos relacionados ao gene DRD2, sendo o TaqlA
(C32806T, rs1800497) o mais estudado no que concerne a dependéncia a
substancias como o alcool e o tabaco (COMINGS; BLUM et al., 1990; BLUM, 2000;
HAMAJIMA et al., 2002; HALLIKAINEN et al., 2003; OMIM, 2015).

1 Segundo o banco de dados de Descritores em Ciéncias da Salde (2015) polimorfismo genético
(ID: D011110) é definido como a ocorréncia regular e simultanea de dois ou mais genotipos
descontinuos em uma Unica populagdo que esta se multiplicando. O conceito inclui diferengas em
gendtipos variando em tamanho de um local contendo um Unico nucleotideo (Polimorfismo de
Nucleotideo Unico - SNP) a uma grande sequéncia de nucleotideos visivel num nivel
cromossoémico.
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Localizado préximo a regido 3’ do gene, associa-se esse polimorfismo a uma
drastica mudanca na densidade de receptores D2 de dopamina no cérebro
(POHJALAINEN et al.,1998; JONSSON et al., 1999), mecanismo pelo qual acredita-
se que o TaglA interfira na dependéncia a substancias, visto que densidade desses
receptores € de grande importancia para o funcionamento normal da
neurotransmissédo dopaminérgica (GOLAN et al., 2014).

Os receptores de dopamina pertencem a um grupo de proteinas receptoras
acopladas a proteina G e, tipicamente, exibem sete dominios transmembranares. Ha
cinco proteinas receptoras de dopamina (D1, D2, D3, D4 e D5), cada uma codificada
por um gene diferente (RANG et al., 2012; GOLAN et al., 2014).

Essas proteinas apresentam distribuicdes diferentes no cérebro e séo
classificadas de acordo com o efeito acarretado sobre a formacdo de AMP ciclico
quando de sua ativacao. A saber, os receptores da classe D1 (D1 e D5) aumentam a
formacao do cAMP, enquanto que os da classe D2 (D2, D3 e D4) a diminuem/inibem
(Figura 5) (COLOMBO, 2014; GOLAN et al., 2014).

Familia de receptores D1 Familia de receptores D2

N

Figura 5. Estrutura esquematica dos receptores de d  opamina . A familia do receptor D1 apresenta
uma longa cauda C-terminal e uma alc¢a citoplasmatica curta entre as hélices 5 e 6 transmembrana,
enquanto a familia do receptor D2 apresenta uma cauda C-terminal curta e uma longa alca
citoplasmatica entre as hélices 5 e 6 (Adaptado de BRUTON et al., 2012).

A maioria dos receptores dopaminérgicos sdo expressos nos neurénios pos-
sinapticos. O gene DRD2 codifica especificamente o receptor de dopamina D2,
também presente em neurbnios pré-sinapticos e, expresso em altos niveis no
estriado e nucleus accumbens. O gene codifica duas isoformas, que parecem
desempenhar fungdes distintas, uma forma mais curta, D2S e uma mais longa, D2L;

essa encontra-se nos sitios poés-sinapticos (possivelmente relacionada a
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transmissdo do impulso nervoso) e aquela, nos pré-sinapticos (relacionada a inibigdo
do impulso) (USIELLO et al., 2000; LINDGREN et al., 2003; RANG et al., 2012;
GOLAN et al., 2014).

O TaglA DRD2 é um polimorfismo bialélico: o alelo Al, menos frequente,
caracterizado por uma Timina (T) e o alelo A2, mais comum, caracterizado pela
presenca de uma citosina (C). Estudos post mortem e estudos de ligacéo in vivo
indicam que individuos com pelo menos um alelo Al apresentam até 40% menos
receptores D2 na regido do estriado, no sistema nervoso central, em relacdo a
individuos homozigotos para o alelo A2 (NOBLE et al., 1991; THOMPSON et al.,
1997; LARUELLE et al., 1998; POHJALAINEN et al., 1998; JONSSON et al., 1999;
RITCHIE; NOBLE, 2003).

O TaqglA desperta o interesse da comunidade cientifica no que concerne a
farmaco-dependéncia ha quase 30 anos. Inicialmente, estudou-se sua relagdo com o
alcoolismo (BLUM et al.,, 1990), e posteriormente, varios estudos foram surgindo
com o escopo de investigar a ligacdo desse polimorfismo com outras substancias de
uso abusivo (NOBLE et al., 1994; OMIM, 2015). A associacao do TaqlA com o
tabagismo ainda € algo inconsistente na literatura e vem apresentando resultados
contraditorios (YOSHIDA et al.,, 2001; ERBLICH et al.,, 2004; SWAN et al., 2005;
LAUCHT et al., 2008; SIEMINSKA et al., 2009; KLEINJAN; ENGELS; DIFRANZA,
2015).

Para fins de esclarecimento, faz-se necessario ressaltar que o TagqlA
também é referido na literatura como polimorfismo DRD2-ANKK1 (Ankyrin repeat
and kinase domain containing 1), no entanto, utilizando o mesmo namero de acesso
no dBSNP de quando é citado apenas como polimorfismo no gene DRD2
(rs1800497, C/T) (OMIM, 2008; OMIM, 2015).

Tal ocorréncia deve-se aos resultados de Neville e colaboradores (2004).
Essa equipe de pesquisadores observou que o polimorfismo TaglA localiza-se a 10
kb downstream do gene DRD2, préximo a sua extremidade 3’, e propuseram que 0
polimorfismo pudesse se encontrar numa regido regulatéria do genoma. Os
resultados da equipe de pesquisadores indicaram que o polimorfismo se encontra no
exon 8 do gene ANKK1 (Figura 6).



34

Taqla

Figura 6. Regido cromoss6mica do polimorfismo TaqlA . Cromossomo 11; as barras verticais
representam os éxons (Adaptado de LAVEDAN et al., 2015).

A despeito de resultados contraditérios e da controvérsia em torno de sua
localizacdo gendbmica, o TaglA é um excelente candidato para pesquisas no ambito
do componente genético do tabagismo e vem recebendo atengdo da comunidade
cientifica. Isso se deve a sua grande influéncia no funcionamento do sistema
dopaminérgico, cerne do desenvolvimento da farmaco-dependéncia, conforme

mencionado acima.
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5 - METODOLOGIA
5.1 -TIPO DE ESTUDO

Estudo de caso-controle do tipo observacional descritivo em abordagem
quantiqualitativa.

5.2 - PESQUISA TEORICA

Realizou-se extensa pesquisa bibliografica utilizando bancos dados de
informacéo técnico-cientifica de instituicbes nacionais e internacionais para a
obtencdo de artigos e bibliografia especificos na area de biologia molecular e
genética, com a finalidade de ampliar o conhecimento prévio e obter novas
informacbes sobre o gene DRD2, seus polimorfismos, associacdes genotipo-
fendtipo, bem como sobre as caracteristicas do tabagismo, do tabaco, de sua

prevaléncia e de doencas associadas.
5.3 - PARTE EXPERIMENTAL

O estudo em laboratério foi realizado utilizando amostras de DNA obtidas a
partir de células do sangue periférico de individuos ndo tabagistas e tabagistas
preferencialmente admitidos para tratamento e acompanhamento em instituicbes
municipais de referéncia em atendimento dos usuérios de tabaco e Hospitais da
regido de Parnaiba, no estado do Piaui, nordeste do Brasil.

Assumindo os dados do estudo “Vigilancia em Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel) (BRASIL, 2010), realizado
em 2009 pelo Ministério da Saude em que 15,5% da populacdo adulta brasileira
tabagista e que a cidade de Parnaiba, segundo o IBGE, possui uma populagéo
residente de 145 705 pessoas (IBGE, 2009), foi realizado o célculo do tamanho
amostral revelando a necessidade de um numero amostral de aproximadamente 200
tabagistas.

O tamanho amostral foi calculado de acordo com a formula

X , ~ . .,
n= z%? x %. Nesse calculo z = 1,96, q a propor¢ao de individuos fumantes na
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populacdo e d o erro, considerado aqui igual a 5%. Este numero amostral nao foi
alcancado em funcdo de algumas dificuldades encontradas como a recusa na

participacédo e o ndo enquadramento nos critérios de incluséo.

5.3.1 - Aspectos éticos

Atendendo a resolugéo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude, que trata
das diretrizes e normas para pesquisa envolvendo seres humanos (BRASIL, 2013),
0 projeto desta pesquisa foi submetido, avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui sob o n°® 0235.0.045.000-10 (ANEXO
A).

Antes de iniciar a coleta de dados o individuo era informado sobre a
metodologia e objetivos do estudo, bem como recebia a informacdo de que lhe
estava sendo garantido anonimato e liberdade de se retirar da pesquisa a qualquer
momento, apls este esclarecimento o individuo procedia ou ndo a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) mediante,

respectivamente, a sua livre decisdo de participar ou ndo do estudo.

5.3.2 - Critérios de inclusédo

Fizeram parte da pesquisa individuos do municipio de Parnaiba-Pl que
seguiram os critérios de inclusdo que foram estabelecidos por Sieminska et al.
(2009) em seu estudo de associacao de variantes polimérficas de genes envolvidos

com a neurotransmissédo dopaminérgica e o tabagismo:

. Ser fumante atual (fumar diariamente ou ocasionalmente).
. N&o fumante (individuo que nunca fumou)

. Ser maior de 18 anos

5.3.3 - Critérios de exclusao

A excluséo de individuos obedeceu a seguinte disposigéo:

. Nao consentimento da coleta sanguinea, mesmo apos resolucédo do
questionario (possibilidade assegurada pelo item 2 do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE)
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5.3.4 - Natureza do estudo

Apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o
participante procedia ao preenchimento do questionario semiestruturado que trata
sobre o habito tabagico, juntamente ao Teste de Fagerstrom para a Dependéncia da
Nicotina. O Teste é composto de seis questdes, a pontuacdo vai de zero a 11, em
que somatdrias menores que trés indicam dependéncia leve/baixa e pontuacdes
maiores ou iguais a sete indicam dependéncia grave/alta (APENDICE B).

Realizava-se puncdo venosa periférica em veia da regido da fossa cubital e
posteriormente a analise de gendtipo pelas técnicas de PCR (Polimerase Chain
Reaction / Reacdo em cadeia da polimerase) e RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism / Polimorfismo do Comprimento de Fragmento de restricdo). O
questionario, os tubos com a amostra de sangue, o DNA extraido, o produto da PCR
e o produto da digestdo enzimatica foram identificados por cédigo alfanumérico
especifico para cada unidade amostral.

Na etapa de Analise do polimorfismo proposto ocorreu a conexdo dos dados
obtidos com a PCR-RFLP das amostras dos controles e dos tabagistas com as
respostas de seus respectivos questionarios e por fim com esses dados, realizou-se
a etapa de Andlise estatistica para definir se havia associa¢do entre o polimorfismo
proposto e o habito tabagista.

5.3.4.1 - Extragao do DNA

O DNA foi extraido a partir do sangue total dos tabagistas e controles,
utilizando o kit de extracdo de DNA (Wizard® — Promega Corporation, Madison,
USA), conforme especificacbes do protocolo fornecido pelo fabricante.

A pureza do DNA foi determinada em gel de agarose a 2% corado com gel
redld, com corrida eletroforética em corrente de 110v por 30 minutos. A visualizacao
era feita em transluminador modelo L-PIX-HE (LOCCUS// Biotecnologia, Sao Paulo,
Brasil) e a concentracdo determinada através de espectrofotdbmetro (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan), por meio do comprimento de onda 260 e 280 nm. Em
seguida, as amostras de DNA de trabalho eram diluidas até 50 ng/ul em agua estéril

e armazenadas em freezer especifico para as amostras do projeto.
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5.3.4.2 - Desenho dos primers

Os primers foram construidos a partir das sequéncias gendmicas das
regides polimoérficas do gene em questdo obtidas no banco de dados de
polimorfismos de nucleotideo Unico do Centro Nacional de Informacao
Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information - NCBI) da Biblioteca
Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (United States National
Library of Medicine - NLM), Database of Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP).
As informacdes foram acessadas no dbSNP a partir da entrada do numero de
acesso rs1800497 (TaqlA) (DBSNP, 2015).

Para a escolha do melhor par de primers utilizou-se o programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (ROZEN; SALETSKY, 2000). Utilizou-se o software
Gene Runner, versao 5.0.996 (©1992-2015 Frank Buquicchio) para avaliagdo das
melhores condicfes de uso dos primers com o0 objetivo de otimizar a reacdo de
PCR.

A tabela 2 mostra os primers construidos para amplificar a regidao de

interesse, com seu respectivo tamanho apos a PCR.

Tabela 2. Sequéncia dos primers para amplificacdo da regido de interesse do gene DRD2

Gene / _ . Tamanho  Produto
_ _ Primer Sequencia (5’-3’)
Polimorfismo (pb) PCR (pb)

DRD2/ Foward CTAAATTTCCATCTCGGCTCCT 22

191pb
TaqlA Reverse GCAACACAGCCATCCTCAAAG 21

5.3.4.3-PCR

A amplificacdo do fragmento de interesse ocorreu através da técnica PCR do
gene DRD2 realizada com os primers citados anteriormente, nas seguintes
condi¢des para um volume de 25pL: 14,1uL de H20 MilliQ estéril, 2,5uL de tampéao
(20mM Tris-HCI, 50mM KCI, pH 8,4), 0,7uL (1,75mM) de MgClI2, 5,0uL (0,2mM) de
desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), 0,7uL (10uM) de cada primer, 0,3uL (1,5U) de
Tag DNA polimerase e 1,0uL (50 ng) de DNA gendmico. Todos o0s reagentes
utilizados foram adquiridos da Ludwig Biotecnologia Ltda, Alvorada, Brasil.

De acordo com a quantidade de amostras em cada ensaio realizou-se a
adequacao do protocolo supracitado multiplicando a quantidade de cada reagente

pelo numero de amostras mais o controle negativo. O preparo dos reagentes para
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cada ensaio (mix de PCR) foi realizado em cabine de seguranca biologica com fluxo
laminar, utilizando-se microtubos de 1,5mL esterilizados em autoclave e colocados
sob luz UV por 30 minutos antes do procedimento. Em seguida do preparo,
distribuiu-se 24pl do mix em tubos de 250ul devidamente identificados com o
namero da amostra de DNA a ser amplificada ou com a letra “B” (Branco - controle
negativo - contendo todos os reagentes, no entanto sem adicdo de DNA). Apos
adicionar o DNA gendmico aos microtubos destinados para este fim, inseria-se o
controle negativo e os demais tubos na placa do termociclador (Ampliterm Thermal
Cyclers[J) para proceder a realizagdo do programa de amplificagdo. Os passos do

programa de amplificacdo encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Programa de amplificacdo do polimorfismo TaqlA do gene DRD2

Passos Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturagao _
o 95°C 5 min 1
inicial
Desnaturagéao 95°C 1 min
Anelamento 59°C 45 seg 35
Extenséo 72°C 2 min
Extensao final 72°C 4 min 1

Para verificacdo da amplificacdo os produtos da PCR e um marcador de
peso molecular (Ladder — 100pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (na concentracdo de 2%) corado com gel redl]. Para a corrida utilizava-se
5ul do produto de PCR com 1pL de corante BLUE (azul de bromofenol + xileno
cianol + glicerol + agua), mesma quantidade para o controle negativo, no entanto
para o marcador de peso molecular utilizava-se 2ul sem o corante BLUE. A
eletroforese foi realizada em cuba horizontal preenchida com tampao TBE 1x (tris +
acido bédrico + EDTA), em corrente de 110 V por periodo de 30 minutos, em seguida
os fragmentos amplificados foram visualizados em transluminador L-PIX-HE
(LOCCUS// Biotecnologia, Sédo Paulo, Brasil) com fonte de luz ultravioleta e
fotografada para posterior analise visual. Ao final desse processo observou-se o
produto de 191pb do gene DRD2.
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5.3.4.4 - RFLP

Para a analise de RFLP submeteu-se 5ul do produto de PCR com 0,04pL da
enzima de restricdo Taqgal (New England BioLabs Inc, Ipswich, USA) em 1,5uL do
tampéao especifico (NEBuffer4), 5uL do aditivo BSA (Bovine Serum Albumin) e H20
destilada para completar o volume de 15uL, em seguida a digestéao foi incubada a
65°C por 16 horas em banho-maria.

5.3.5 - Determinac¢des analiticas

O questionario semiestruturado devidamente preenchido contém
informacbes que permitem a analise de caracteristicas do habito tabagico. A
utilizacao da técnica de PCR-RFLP permite a analise do gendtipo do individuo. Na
presenca do polimorfismo TaqlA do gene DRD2 (Alelo Al), a enzima Taqal (New
England BioLabs Inc, Ipswich, USA) n&o reconhece o sitio de restricdo (5-T ¥ CGA-
3’), permanecendo o fragmento de 191pb resultante da amplificacdo na PCR, porém
na presenca do alelo selvagem (A2), a enzima reconhece o sitio, e apos a digestao
enzimatica gera dois fragmentos de tamanhos diferentes (163 pb e 28 pb),
possibilitando a diferenciacéo de trés genotipos diferentes (Tabela 4).

Tabela 4. Genotipagem e perfis de banda

Gene / Polimorfismo Gendtipo Perfis de banda
A2/A2 (Homozigoto selvagem) 163pb, 28pb
DRD2 / TaglA A1/A2 (Heterozigoto) 163pb, 28pb, 191pb
A1/A1 (Homozigoto mutante) 191pb

ApoOs a digestédo, os produtos da RFLP foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 10% em cuba vertical preenchida com TBE 1x (Tris, EDTA e
acido borico), aplicando-se uma corrente elétrica de 90V por 3 horas, em seguida
corado com prata de acordo com o protocolo da Tabela 5, para identificacdo dos
genotipos visualmente, em seguida armazenava-se a imagem em banco de dados
(Figura 7).

Tabela 5. Protocolo de revelacdo em gel de poliacrilamida

Etapas do protocolo

12 etapa: 200mL do fixador por 17min + 5mL de AgNOs por 10min
22 etapa: Lavagem do gel com H20 (destilada)
32 etapa: 200mL de revelador + 4mL de Formaldeido
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Com a conexao desses dados (gendtipos dos tabagistas e ndo tabagistas e
dados obtidos com seus respectivos questionarios) o estudo prosseguiu com a

analise estatistica.

5.3.6 - Analise estatistica
As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo de interesse foram

determinadas por simples contagem. Para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg as
distribuicbes genotipicas observadas e esperadas foram comparadas pelo teste do
qui-quadrado. Para comparacéao entre as frequéncias génicas e as caracteristicas da
populacdo obtidas por meio do questiondrio foram usados os testes exato de Fisher
e Odds Ratio (OR). Para que as diferencas fossem consideradas estatisticamente
significativas, considerou-se p < 0,05. A analise dos dados foi realizada com os
programas GraphPad Prism®, versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) e
Bioestat, versdo 5.0 (AYRES et al., 2007).
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Figura 7. Digestdo enzimatica do produto da PCR (Tag al). Fotografia de aplicacdo dos produtos da
digestdo enzimatica em gel de poliacrilamida (10%), corado com prata. Observam-se o0s trés
genotipos possiveis para o polimorfismo TaqlA no gene DRD2; Em 1 e 2 pode-se observar amostras
de individuos heterozigotos (A1/A2; 28pb, 163pb, 191pb), em 3 e 4, de homozigotos mutantes (A1AL;
191pb), em 5 e 6 de individuos homozigotos selvagens (A2/A2; 163pb, 28pb); Em L observa-se o
marcador de peso molecular (Ladder, 100pb) e em B o controle negativo (branco). A banda de 28pb
por suas dimens8es minimas ndo aparece no gel. Fonte: o autor.
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6 — RESULTADOS

O numero amostral total foi composto de 270 individuos, sendo 135 néo
fumantes e 135 fumantes. No grupo controle a média de idade (+D.P.) foi de 60
(x20) anos, com prevaléncia de cerca de 1,49 homens para cada mulher. Quanto ao
grupo fumante a média de idade foi de 51 (*¥21) anos, com prevaléncia de
aproximadamente 1,75 homens para cada mulher.

As caracteristicas do comportamento tabagico na populacdo fumante

estudada encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Dados descritivos do comportamento tabagista.

Componente do comportamento Variacao
Frequente* Ocasional**
Frequéncia do habito n (%) 123 (91,11%) 12 (8,89%)
<17 anos 217 anos
Idade de Inicio n (%) 55 (40,74%) 80 (59,26%)
>20 <20
Consumo de cigarros/dia n (%) 20 (14,81%) 115 (85,19%)
Nunca Tentaram
Tentativas de abandono n (%) 47 (34,81%) 88 (65,19%)
<6 meses 2 6 meses
Tempo de abstinéncia n (%)*** 63 (71,59%) 25 (28,41%)
Grave Moderada Leve

Grau de dependéncia a nicotina

12 (8,89%) 23 (17,04%) 100 (74,07%)
n (%)

* Diario e semanal. **, Algumas vezes ao més. *** n=88.

Quanto a frequéncia genotipica da populacdo foi possivel observar a
predominancia do gendtipo homozigoto selvagem A2A2 (123; 45,56%) em relacao
aos genotipos heterozigoto A1/A2 (113; 41,85%) e homozigoto mutante A1/Al (34;
12,59%), além da predominancia do alelo A2 (359; 66,48%) sobre o alelo A1 (181;
33,52%) (Figura 8).



Figura 8. Frequéncia alélica na amostra populacional.
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Comparacao entre o grupo de fumantes e o grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao estratifica-la em fumantes e ndo fumantes uma pequena diferenca pode

ser observada nas frequéncias genotipicas. Os fumantes apresentam uma

prevaléncia do gendtipo homozigoto selvagem A2/A2 (72; 53,33%), enquanto que

nos controles prevaleceu o gendtipo heterozigoto A1/A2 (64; 47,41%).

Quanto a frequéncia alélica, em ambos o0s grupos houve uma maior

proporcdo do alelo A2. As Tabelas 7 e 8 contém os dados das frequéncias

genotipica e alélica e o resultado do teste do qui-quadrado para o Equilibrio de

Hardy-Weinberg. Ambos os grupos se encontram em Equilibrio.

Tabela 7. Frequéncia genotipica, alélica e teste do qui-quadrado (X2) no grupo controle para o

polimorfismo no gene DRD2.

Grupo controle

Estatisticas

N (%) X2 Valor do p
Gendtipos
Al/Al 18 (13,33%)
Al/A2 66 (48,89%)
A2/A2 51 (37,78%) 0,07 0,97
Total 135
Alelos
Al 102 (37,78%)
A2 168 (62,22%)
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Tabela 8. Frequéncia genotipica, alélica e teste do qui-quadrado (x2) no grupo fumante para o
polimorfismo no gene DRD2.

Grupo fumante N (%) Estatisticas
X2 Valor do p

Gendtipos
A1/A1 16 (11,85%)
Al/A2 47 (34,81%)
A2/A2 72 (53,33%) 1,89 0,39
Total 135
Alelos
Al 79 (29,26%)
A2 191 (70,74%)

Para melhor analisar os dados os genétipos foram classificados de acordo
com presenca ou auséncia do alelo Al. Deste modo agruparam-se os individuos
com gendtipos AL/Al e A1/A2 em Al+. Este agrupamento admite um modelo
dominante da agdo genética do alelo A1 e é compativel com os agrupamentos
genotipicos da maioria dos estudos realizados com o polimorfismo TaqlA. Além
disso o modelo dominante A1 é mais adequado para fins clinicos, em funcdo da
baixa frequéncia do genotipo A1Al1 (WILCOX; NOBLE; OSKOOILAR, 2015;
OHMOTO et al., 2013; YUDKIN et al., 2004).

Comparou-se entdo pelo teste do qui-quadrado a distribuicdo dos gendtipos
entre fumantes e controles, notando-se diferenca estatisticamente significativa (p =
0,01). Esses dados e os resultados dos testes do Qui-quadrado e Odds Ratio
encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas genéticas da populacéo para o polimorfismo no gene DRD2.

Gendtipo/alelo Fumantes Controles p** OR (95% IC) p
N (%)* N (%)*
Al+ 63 (46,67%) 84 (62,22%)
A2/A2 72 (53,33%) 51 (37,78%) 0,01 0,53(0,33-0,86) 0,01
Al 79 (29,26%) 102 (37,78%)
A2 191 (70,74%) 168 (62,22%) 0,03 068(047-0,98) 0,05

Testes: Qui-quadrado e Odds Ratio entre Fumantes e Controles. T, n = 135. **, Valor de p obtido pelo
teste do qui-quadrado. OR, Odds Ratio. IC, intervalo de confianca

A aplicacdo de gquestionario a populacdo estudada permitiu comparar as
frequéncias genotipicas e alélicas com determinadas caracteristicas do habito
tabagico, no entanto, nenhuma das comparagfes exibiu diferenca estatisticamente
significativa, os dados estao dispostos na Tabela 10, ver também figura 9.
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Tabela 10. Analise das caracteristicas relacionadas ao tabagismo para o polimorfismo do gene DRD2.

Genotipo Caracteristica Valor de p OR (95% IC) p
Frequéncia do Habito
Frequente Ocasional
Al+ 56 7 050 0,60 (0,18 — 1,98)
A2/A2 67 5 ’ 0,58
Idade de Inicio
<17 anos = 17 anos
Al+ 20 43 005 0,49 (2,44 - 0,99)
A2/A2 35 37 ’ 0,07
Consumo de cigarros/dia
<20 >20
Al+ 54 9 100 1,08 (0,42 — 2,80)
A2/A2 61 11 ’ 0,93
Tentativas de abandono
Tentaram Nunca
Al+ 46 17 010 1,93 (0,93 — 4,00)
A2/A2 42 30 ' 0,11
Tempo de abstinéncia (n =
88)
<6 meses 26 meses
Al+ 33 13 100 1,01 (0,40 — 2,56)
A2/A2 30 12 ’ 0,84
Dependéncia a nicotina
Leve Moderada-
grave
Al+ 46 17 0.84 0,90 (0,42 — 1,95)
A2/A2 54 18 ' 0,95

* Os valores de p foram obtidos mediante o teste exato de Fisher. A — Consumo diario e semanal. B
—algumas vezes ao més. OR — odds ratio. IC — intervalo de confianca.

Figura 9. Frequéncia genotipica da amostra populacional.

100+
E3 Fumantes

» 804 Controles
3
S 0 EE
= =
£
3 40-
©
[=]
Z 20-

0

A1+

Genétipos
Comparacao entre o grupo de fumantes e o grupo controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 — DISCUSSAO

Dado o grande impacto social do consumo de cigarros e o interesse mundial
em seu combate, a comunidade cientifica tem buscado compreender a base celular
e molecular do tabagismo (ROSEMBERG, 2003; ALDRIGHI et al., 2005; CHATKIN,
2006; PINTO, 2007; MEIRELLES, 2009; RANG et al., 2012). Dentre os varios
aspectos do tema, sdo tocados pelos resultados deste estudo, a melhoria de
abordagens para reducédo e abandono do tabagismo, a dependéncia a nicotina e o
componente genético da dependéncia.

Ao ponto em que a presente pesquisa investigou caracteristicas do habito
tabagico a fim de estudar sua associacdo com o TaqlA, fornece também o
conhecimento de qualidades epidemiolégicas. Essas qualidades, mesmo tomadas
em separado do componente genético sdo importantes para a implementacédo de
medidas eficazes de controle do tabagismo (MONTI, 2000; ERIKSEN et al., 2015),
motivo pelo qual também recebem destaque aqui.

O alelo A2 apresentou-se proporcionalmente mais frequente entre os
fumantes que iniciaram o habito mais cedo (abaixo de 17 anos), semelhantemente
ao encontrado por Sieminska et al. (2009). Embora tal dado ndo tenha demonstrado
significancia estatistica convém observar que na populacdo estudada a idade
precoce de inicio foi relativamente alta (40,74%).

Adolescentes portadores do alelo A1l apresentaram em outros estudos maior
dependéncia a nicotina (LAUCHT et al.,, 2008) e também aparecem como
susceptiveis a altos niveis de estresse, que funcionam como um “gatilho” para o
desejo de fumar (mais abordado posteriormente) (BONILHA et al., 2014).

Tal dado é preocupante, pois sabe-se que adolescentes fumantes tém alta
probabilidade de tornarem-se tabaco-dependentes em funcdo da exposi¢céao precoce
a nicotina (HORTA et al, 2001; MALCON; MENEZES; CHATKIN, 2003;
ROSEMBERG, 2003; MIGOTT, 2007; ABREU, 2011; MARQUEZAN et al., 2011).
Diante do combate mundial ao tabagismo, a pratica entre adolescentes € um
problema que persiste.

O ndmero de adolescentes fumantes vem aumentando em paises em

desenvolvimento. Mais de 35% dos 1.283 estudantes com média de 16 anos numa
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pesquisa recentemente realizada em Ribeirdo Preto haviam experimentado cigarro;
12,1% do total foram classificados como fumantes regulares (BONILHA et al., 2014).

A idade precoce de inicio do tabagismo envolve um maior tempo de
exposicao aos constituintes do cigarro, podendo amplificar seus efeitos nocivos.
Além disso, o uso de cigarros entre adolescentes infelizmente guarda relacdo com
outros comportamentos de risco, como a utilizacdo de outras drogas (MENNIS et al.,
2016).

A frequéncia do consumo diario de cigarros no presente estudo foi alta,
guase todos os fumantes fumam diariamente (93%). Esse achado é um reflexo do
alto potencial da nicotina em causar dependéncia em humanos. O consumo diario
entre os tabagistas €, em geral, maior que 85%, contra 10% de uso diario entre os
dependentes de cocaina, por exemplo (BRASIL, 2010). Além disso, mesmo
fumantes ocasionais, com o tempo, tornam-se nicotino-dependentes (PEREZ-
TRULLEN et al., 2001), num estudo com espanhdis, por exemplo, menos de 25%
dos que tiveram contato com o tabaco ndo se tornaram fumantes regulares
(HENNINGFIELD et al., 2009).

O forte desejo de fumar, com um senso de urgéncia (craving/fissura) é o
sintoma mais comumente relatado entre os nicotino-dependentes e o principal fator
relatado motivador de recaidas naqueles que buscam a cessacdo. A fissura é
moderada no inicio do tabagismo, de forma intermitente, um cigarro por semana €&
suficiente para inibi-la, mas a medida que a tolerancia se estabelece, o espaco de
tempo entre um e outro momento de fissura diminui progresivamente e pode
aparecer com o cheiro da fumaca de cigarro ou olhar uma propaganda num ponto de
venda, sendo por isso também um fator que medeia a transicdo de tabagismo
ocasional para frequente, além de dificultar a cessacdo quando do estabelecimento
do tabagismo (HALONEN et al., 2014; PEARCE et al., 2015; KLEINJAN; ENGELS;
DIFRANZA, 2015; MENNIS et al., 2016). Segundo dados de Kleinjan, Engels e
DiFranza (2015) o alelo A2 esta relacionado com isso, entretanto, dados de Erblich
et al. (2004), apontam o alelo Al.

Apesar de aproximar-se dos dados de Kleinjan, Engels e DiFranza (2015), o
presente estudo nao reforca nenhuma das linhas visto que embora néo se tenha
avaliado o craving, o Alelo Al esteve em maioria entre os fumantes ocasionais e 0

A2 entre os frequentes, mas sem diferenca significativa.
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No que concerne a quantidade de cigarros, 85,19% dos participantes do
presente estudo relataram consumir até 20 cigarros por dia. O alelo A2 esteve mais
presente em todos os grupos, quando segregados os fumantes pela quantidade de
cigarros consumida, sem exibir diferenca estatisticamente significativa. Swan et al.
(2005) haviam reportado uma média de 24,2 cigarros por dia para individuos com
gendtipo Al+ e 24,0 cigarros por dia para individuos A2/A2. No estudo de Sieminska
et al. (2009), considerando uma faixa de 10 ou menos cigarros por dia e mais de 10
cigarros por dia o gendtipo A2/A2 foi prevalente em ambas faixas.

Considerando apenas o aspecto epidemiolégico, esse limiar de consumo é
semelhante ao encontrado em outras regides do Brasil. No Matogrosso do Sul um
estudo realizado em 2011 encontrou um consumo diario de até 20 cigarros em
89,3% dos fumantes pesquisados (FEITOSA; PONTES, 2011); Estudo realizado em
Passo-Fundo — Rio Grande do Sul encontrou 93,6% dos fumantes com essa
caracteristica (MIGOTT]I, 2007).

Embora ndo se tenha estabelecido associacdo com o polimorfismo
estudado, a avaliacdo do limiar de consumo € uma caracteristica importante do
tabagismo relacionada a nicotino-dependéncia e ao aparecimento das doencas
tabaco-relacionadas. Consumidores de 20 cigarros por dia geralmente ja estdo
nicotino-dependentes, a quantificacdo do consumo diario € um fator decisivo para
escolha de tratamento medicamentoso para cessacdo (ROSEMBERG, 2003).

A quantidade diaria de uso do tabaco também esta relacionada ao aumento
das chances de aparecimento das doencas relacionadas com o habito, como cancer
de pulmédo e mama. O consumo de menos de dez cigarros ao dia, por exemplo, ja
aumenta em seis vezes as chances de desenvolvimento de cancer de pulméo
(ROSEMBERG, 2003; FEITOSA; PONTES, 2011).

A maioria dos fumantes participantes do presente estudo, 65,19%,
afirmaram tentativas de abandono do héabito, destes 71,59% reincidiram no uso
tabaco em menos de 6 meses. Embora tenha-se encontrado maior proporcédo do
alelo A2 entre os que nunca tentaram parar de fumar e entre os que desistiram da
cessacdo em menos de 6 meses, a diferenga ndo alcangou significancia estatistica.

O alelo Al foi previamente associado por outros pesquisadores a melhores
resultados de cessacdo com tratamento de reposicdo de nicotina em relacdo a

placebo (JOHNSTONE et al., 2004), no entanto os resultados ndo puderam ser
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replicados em outras populacdes (YUDKIN et al., 2004; ATSOPOULOS et al., 2007,
MUNAFO et al., 2009).

Por sua interferéncia com a fissura o alelo A2 foi recentemente associado
com uma maior dificuldade de cessacdo. O estudo foi realizado com adolescentes
holandeses (média de idade de 12,63 anos) (KLEINJAN; ENGELS; DIFRANZA,
2015). Estudo semelhante ndo parece ter sido realizado até o momento da
conclusao do presente trabalho.

Blum et al. (2009) propuseram que a associacdao do Alelo A1 com maior
dificuldade de cessacdo teria por base a resposta mais forte a agonistas da
dopamina nesses individuos, em comparacdo com portadores do Alelo A2. Os
autores propdem que haja uma “supersensibilidade no receptor”, ocorreria uma
ativacdo mais intensa apos periodos de abstinéncia, algo também relacionado as
sensacdes negativas nesse periodo. A experiéncia de sensacfes negativas na
abstinéncia foi relacionada a densidade de receptores nicotinicos de acetilcolina, ao
invés de receptores da dopamina, algo que ndo pode descartado frente a esse novo
entendimento (RANG et al., 2012).

Uma pesquisa feita com ingleses aponta a depressao como interferente na
associacao do Alelo A1 com a cessacdo. Fumantes em uso de terapia de reposicéo
de nicotina para cessac¢ao portadores do alelo A1, quando considerada a presenca
de depressao, tiveram maior dificuldade de cessacdo em relacdo a ndo portadores.
No entanto, quando a depressdo nado foi levada em conta na etapa estatistica, a
relacdo ndo pdde ser estabelecida (STAPLETON et al., 2011).

A constatacdo do alto indice de tentativas de cessagdo e recaida na
populacdo pesquisada no presente trabalho concorda com a literatura cientifica no
que concerne a dificuldade de cessacao (JAIN, 2003; KHURANA et al., 2003;
CHATKIN, 20086).

A maior parte dos fumantes desiste da tentativa de fumar ainda nos
primeiros dias (MUNAFO et al., 2009). A maioria procura parar de fumar, entretanto
apenas 5-15% mantém a abstinéncia num intervalo de um ano, mesmo com
intervencdes farmacoldgicas e psicologicas (ERBLICH et al.,, 2004). A terapia de
reposicdo de nicotina € o tratamento farmacoldgico mais utilizado em fumantes que
desejam cessar o tabagismo, entretanto, tal abordagem apresenta resultados
modestos ainda que em conjunto com apoio psicologico (STAPLETON et al., 2011;
WILCOX; NOBLE; OSKOOILAR, 2015).
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A importancia do estudo da qualidade cessacgéao reside no fato de que ainda
que a prevenc¢do da iniciacdo, por moderar o numero de fumantes, seja um carater
imprescindivel para o combate ao tabagismo, a cessacdo tem a capacidade de
diminuir o nimero de mortes estimadas (HENNINGFIELD et al., 2009).

Quando os tabagistas foram segregados de acordo com seu status de
dependéncia a nicotina ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa no
gue concerne ao carater genético estudado, assim como em outros estudos (SWAN
et al., 2005; VERDE et al., 2011).

A maior parte da populacdo de tabagistas estudada possui dependéncia
leve, o nivel de dependéncia moderada somado ao nivel grave alcangou 25,93%.
Isso concorda com outros estudos que utilizaram o Teste de Fagerstrom para essa
afericdo, onde, geralmente, apenas 20% dos fumantes encontram-se em niveis mais
elevados de dependéncia. O grau de dependéncia a nicotina interfere diretamente
sobre a cessacdo e os danos a saude, dificultando aquela e aumentando estes
(ROSEMBERG, 2003; FRAGA et al., 2005).

Os dados conflituosos disponiveis quanto a associacdo o TaglA ao
tabagismo pode ser explicada de diferentes maneiras. Atribui-se a nao-replicacao de
resultados em estudos de associagao principalmente a componentes ambientais que
funcionariam como gatilhos para o tabagismo, a interacdo gene-gene e a
composi¢cdo da amostra no que concerne a género ou etnia.

Um gatilho bem estabelecido para o habito tabagico é o fumo passivo em
casa. Em estudo recente (KLEINJAN; ENGELS; DIFRANZA, 2015). essa variavel
aparece como moderadora da associacao do TaqlA ao tabagismo. Adolescentes
homozigotos para o alelo A2 expostos a fumaca de segunda-méo mostraram-se
mais propensos a desenvolver o desejo de fumar em relacdo a adolescentes
portadores do alelo A1 nas mesmas condigdes.

A fissura é o sintoma mais comum entre 0s nicotino-dependentes e o
principal fator em recaidas naqueles que buscam cessar o habito. A liberacdo de
dopamina inibe-o. Em funcdo disso, os achados de Kleinjan; Engels; DiFranza
(2015) aparecem como uma boa proposta para andlises posteriores nesse ambito.

Estudo incluindo adolescentes, realizado na populagdo piauiense,
demonstrou que mais de 50% dos tabagistas dessa populacdo possuem pelo menos
mais um fumante em casa (MOURA et al., 2011). Entretanto, ndo houve avaliacao
do fator genético, nem do desejo de fumar.
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A média de idade da populagdo do presente estudo e a utilizacdo de
parametros diferentes na investigacdo das caracteristicas do habito impedem uma
comparacao mais acertada com o estudo de Kleinjan, Engels e DiFranza (2015), no
entanto os resultados dessa equipe podem lancar luz sobre os dados aqui expostos
e suscitam uma perspectiva para estudos posteriores nessa populacéo.

Outro gatilho que pode estar implicado na nédo-replicacdo de dados de
associacado do TaqlA ao tabagismo esta relacionado ao estilo de vida dos fumantes
ou fumantes em potencial: o estresse. A literatura relata que situacdes de estresse,
como conflitos no trabalho, aumentam o numero de cigarros fumados no dia
(JONATHAN et al., 2013).

O interesse em estudar a interferéncia do estresse no ambito do fundo
genético da nicotino-dependéncia veio da observacdo da influéncia que o mesmo
exerce sobre a associagao do TaglA ao alcoolismo. A associagao do alelo A1 com o
alcoolismo aumenta sua forca a medida em que se avaliam etilistas expostos a
niveis maiores de estresse (MADRID et al., 2001).

A exposicdo ao estresse mostrou influéncia semelhante no que concerne ao
tabagismo. Exercendo influéncia sobre o desejo de fumar, como a fumaca de
segunda mao, aumentando-o (ERBLICH et al., 2004).

Poder-se ia supor uma interacdo sinérgica entre o estresse e o tabagismo
passivo moderando a associacdo do TaglA ao tabagismo, entretanto, ndo é o que
ocorre observando os dados.

Admitindo como corretos os resultados dessas pesquisas, estabelece-se um
conflito entre a exposicdo a fumaca de segunda mao em casa, associada ao
aumento de desejo entre os portadores do alelo A2, e o estresse, associado ao
aumento do desejo em portadores do alelo A1l. O que, na prética, ndo parece logico
(ERBLICH et al., 2004; KLEINJAN; ENGELS; DIFRANZA, 2015).

No que concerne ao estresse, existe consenso de que € necessario
investigar em conjunto outros condicionantes, dada a complexidade da soma de
fatores que implicam no aparecimento do mesmo (ERBLICH et al., 2004; SILVA et
al., 2016). Ademais, outras possibilidades citadas mais a frente, podem conciliar tais
dados.

Entre os gatilhos destacam-se ainda a depressdo e a hiperatividade. Em

uma populacdo com transtorno do Déficit de Atencao/Hiperatividade o gendtipo
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A2/A2 apareceu relacionado com risco até duas vezes maior de desenvolvimento de
tabagismo em relacéo a portadores do Alelo A1 (BIDWELL et al., 2012).

Embora seja um dado interessante e que mereca atencéo, justificar o conflito
de resultados atribuindo a interferéncia do TaqlA ao transtorno do Déficit de
Atencéo/Hiperatividade restringira muito o aspecto de influéncia do polimorfismo, o
que ndo condiz com as varias associa¢des ja encontradas em diferentes pesquisas.
A interferéncia da depressao, por outro lado, deve ser vista com ainda mais cautela.

Mesmo que citada como interferente na associacdo TaglA-tabagismo, a
relacdo entre o tabagismo em si e a depressdo permanece motivo de debate. H4
estudos que sugerem que pessoas com depressdo sao mais propensas a fumar e
outros apontam que o tabagismo aumenta o risco de depressdo. A taxa de
depressao entre fumantes chega a ser o dobro da média da populacdo em geral
(JAMAL et al., 2012; PICCIOTO; MINEUR, 2014), o que deixa a questdo em aberto
até que se possa realmente atribuir o conflito dos resultados ou parte dele a esse
fator.

Dada a complexidade do comportamento tabagico, quando h& possibilidade,
a andlise da associacdo de diferentes polimorfismos em diferentes genes apresenta
resultados melhores que a abordagem de um uUnico polimorfismo. Um estudo de
Sieminska et al. (2009) demonstrou que a associacao do polimorfismo TaglA com o
tabagismo pode ser alterada por interacdo gene-gene com alelos do gene SLC6AS.

Portadores do alelo A2 do TaqlA que nao possuem o alelo de 9 repeticdes
do SLC6A3 tem maior probabilidade de se tornarem tabagistas quando comparados
a portadores do alelo A1 sem o alelo de 9 repeticbes do SLC6A3 (SIEMINSKA et al.,
2009).

E interessante notar que na populacéo tabagista piauiense a prevaléncia do
alelo de 9 repeticdes é baixa (RAMOS NETO, 2013). Admitindo os dados de
Sieminska et al. (2009) de interacdo gene-gene nao ha dificuldades em relacdo aos
dados apresentados no presente estudo, que demonstram associacdo do alelo Al
ao comportamento dos ndo-fumantes; embora, havendo fomento para a pesquisa, a
investigacdo de ambos 0s genes em um mesmo estudo seja importante para
esclarecer ainda mais a questao.

A comunidade cientifica, conforme supramencionado, também investigou a
importancia das variaveis género e etnia para o esclarecimento da associacdo do

TaglA a tabaco-dependéncia. Os primeiros estudos fizeram supor-se que a
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divergéncia dos resultados em estudo de associacdo poderia se dar em funcao da
relacgdo homem/mulher na composicdo da amostra. Entretanto, a evidéncia
acumulada até o momento, exposta numa revisdo sistematica (OHMOTO et al.,
2013) demonstra que a divergéncia ndo se da por esse aspecto, embora 0s
condicionantes ambientais para a iniciacdo do tabagismo sejam diferentes entre
homens e mulheres (OHMOTO et al., 2013; MUNAFO et al., 2009). Os mesmos
pesquisadores, indicam, por outro lado as variacdes étnicas como explicacéo para o
conflito.

A depender da etnia, os alelos do TaqglA exercem influéncia maior ou menor
na iniciacdo, persisténcia, cessacao e taxa de consumo de cigarros (OHMOTO et al.,
2013). A constituicdo genética do Estado possui uma expressiva contribuicdo
européia (60%), seguida da africana (21,5%) e indigena (18,5%) (LOPES et al.
2013). A amostra apresentou frequéncias alélicas e genotipicas abaixo do
encontrado na populacdo Européia, mas ligeiramente superiores aos encontrados na
populacao Africana. Um conjunto de dados de estudos de associacdo do TaglA com

o tabagismo é apresentado na tabela a seguir.

Tabela 11. Prevaléncia do polimorfismo TaglA em diferentes populacbes

Frequéncia Frequéncia valor
. Tipode  Genotipica nos  Genotipica nos
Estudo Continente estudo Fumantes controles dPe
Al+ A2/A2 Al+ A2/A2
Lerman et Caso
al. (1999) Europa Controle 88 149 68 139 0,350
Wu et al. , . Caso
(2000) America Controle 26 17 75 32 <0,05
Yoshida et . Caso
al. (2001) Asia Controle 38 39 158 97 0,001
- Caso
Lee (2003) Asia 65 29 63 30 0,820
Controle
Johnstone Caso
et al. Europa Controle 262 470 98 145 0,500
(2004)
Erblich et L . Caso
al. (2005) América Controle 49 39 59 117 <0,05
Verde et Caso
al. (2011) Europa Controle 85 42 88 14 <0,05
Presente América do Caso 63 79 84 51 0.010

estudo Sul controle
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Diante do exposto, a interacdo gene-gene e a variagcdo étnica parecem ser,
em consonancia com os dados que se dispde até o momento, um pano de fundo
provavel para os resultados aqui demonstrados e 0s demais encontrados na
literatura.

E interessante notar, entretanto, que estd estabelecido na literatura a
natureza inibitéria da funcdo do receptor D2, regulando o efeito da dopamina
(GOLAN et al., 2014).

Tal informacdo ndo costuma versar entre as fornecidas na maioria dos
artigos que buscam relacionar o polimorfismo ao tabagismo (WU et al., 2000;
YOSHIDA et al., 2001; LEE, 2003; JOHNSTONE et al., 2004; ERBLICH et al., 2005;
VERDE et al., 2011). Ao levar em consideracdo a natureza inibitéria do receptor, 0
raciocinio por tras de sua associacao ao tabagismo deve ser atualizado.

A diminuicdo da densidade dos receptores DRD2 no cérebro e,
consequentemente sua interferéncia na neurotransmissdo dopaminérgica
permanecem a hipotese mais aceita de mecanismo biolégico pelo qual o TaqlA
pode ser associado ao tabagismo (POHJALAINEN et al.,, 1998; JONSSON et al.,
1999; RICHTER et al., 2014; OMIM, 2015). Entretanto, aceitando que uma maior
disponibilidade de dopamina é um fator de protecédo para o tabagismo (LERMAN et
al., 1999; SABOL et al., 1999), a diminuicdo da densidade do receptor conferiria,
diferentemente do que defendem muitos autores, protecdo contra as farmaco-
dependéncias a exemplo da nicotino-dependéncia. Os dados aqui apresentados
corroboram com esse pensamento.

Sendo a principal forma de ac¢édo do receptor D2 inibitéria, sugere-se que a
hipétese supramenciodada deva também ser levada em consideracdo em estudos

posteriores.
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8 — CONCLUSAO

A populacdo tabagista esteve caracterizada por uso frequente do cigarro,
idade de inicio do habito superior a 17 anos, consumo de cigarro inferior a 20
cigarros/dia e predominancia de tentativas de cessa¢ao com abstinéncia menor que
6 meses. O teste de dependéncia a nicotina revelou também uma predominancia de
dependéncia leve entre o grupo de fumantes estudado. Os resultados da pesquisa
apontam para uma associacdo do Alelo Al (T) do polimorfismo TaglA e o
comportamento dos ndo-fumantes na amostra populacional estudada.

As frequéncias genotipicas e alélicas, observada a caracteristica de
miscigenacao, foram condizentes com outros estudos populacionais.

Perspectivas futuras incluem a realizacdo de estudos adicionais com o
TaqlA lancando mdo de aumento do numero amostral, havendo possibilidade;
melhoramento do questiondrio com inclusdo de outros testes além do de
Fagerstrom, e avaliacdo da prevaléncia de outros polimorfismos que possam
interferir na associacéo, a exemplo do 3' UTR do gene SLC6AS3.

Apesar da limitagcdo imposta pelo numero amostral e das controvérsias da
literatura cientifica, este estudo é de grande utilidade para pesquisas posteriores no
qgue concerne ao fundo genético do tabagismo e contribui também para o
conhecimento de aspectos inerentes ao perfil do fumante piauiense, o que pode
cooperar para abordagens mais especificas no ambito do combate ao problema do

tabagismo nesse estado.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Wiy
= UFPI

-

Z/INN

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO - CMRV
Av. Sao Sebatido, 2819. Reis Velloso, CEP: 64204-035 — Parnaiba-PI
Fone: (86) 3315-5510 / Fax: (86) 3315-5510

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , RG :
declaro que fui devidamente esclarecido(a) sobre todas as condi¢cdes que constam
no documento “Esclarecimentos ao sujeito da pesquisa " do projeto intitulado
“Avaliacdo Citogenética e Molecular de Genotoxicidade em uma populacdo de
tabagistas no Estado do Piaui”, que tem como principais pesquisadores o Prof. Dr.
Fabio José Nascimento Motta e a Profa. Dra. Renata Canalle.

Fui esclarecido especialmente no que diz respeito ao objetivo da pesquisa, aos
procedimentos que serei submetido, aos riscos e beneficios. Declaro que tenho
pleno conhecimento dos direitos e das condicbes que me foram assegurados, a
seguir relacionados:

1. A garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualguer davida relativa aos procedimentos, riscos, beneficios e outras situacdes
relacionadas com a pesquisa,

2. A liberdade de retirar meu consentimento e deixar de participar a qualquer
momento, e sem gue iSso traga prejuizo a continuacdo do meu acompanhamento e
tratamento quando necessarios;

3. A seguranca de que nao serei identificado e que minhas informacgdes serao
mantidas em segredo;

4. A certeza de que o material genético de minha amostra sera codificado,
armazenado e utilizado para pesquisas futuras eu serei informado(a), autorizando ou
nao o uso de minha amostra.

Declaro que concordo inteiramente com todas as condicbes que me foram
apresentadas e que livremente, manifesto a minha vontade de participar do referido
projeto.

Parnaiba, / /

Assinatura do(a) voluntéario(a) Impresséao digital
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De inicio queremos agradecer ao(a) senhor(a), por participar deste estudo. Tudo o
que o(a) senhor(a) responder neste caderno sera estritamente confidencial e as
informacdes colhidas das inUmeras pessoas que irdo participar deste estudo serao
usadas apenas em relatos cientificos, sem nenhuma identificacdo pessoal. Os
possiveis beneficios deste estudo dependem de que as respostas sejam as mais

reais possiveis. Por favor, pergunte se ndo entender o significado de alguma

guestdo. A qualquer momento o(a) senhor(a) pode se recusar a continuar ou a
responder perguntas especificas. Além do questionario o estudo inclui uma coleta de
amostra de sangue. Se houver necessidade de entrar em contato com o(a)
senhor(a), poderia fornecer seu endereco e telefone?

Endereco:

Bairro:

Cidade:

CEP:

Telefone: ( )

NO

QUESTIONARIO

1 - Sexo:

( )Masculino

( ) Feminino

() Prefere ndo declarar

2 - |dade:

() Superior completo

4 - O(a) senhor(a) pratica
atividades esportivas?
( )Sim ( ) Nao

3 - Escolaridade?

() 1°grau incompleto
() 1°grau completo
() 2°grau incompleto
() 2°grau completo
() Superior incompleto

5 - H4 algum fumante em sua
casa?

( ) Pai ( ) Mae

( )Avo ( )Av0

( ) Irméo ( ) Padrasto
() Madrasta ( ) N&o ha
() Outro




6 - Quantos amigos seus sao
fumantes?
() Nenhum
( ) Dois

( )Um
() Mais de dois

79

() Nao sei

7 - Alguém na familia sofre ou
sofreu de alguma dessas
doencas?

() Cancer de bexiga

() Doencas cardiacas ou
vasculares

) Cancer de pulméo

) Bronquite crénica

) Asma

) Cancer de boca

) Enfisema pulmonar

) Cancer de laringe

) Osteoporose

) Mortalidade neonatal

) Lesdes dos tecidos da boca e
dos labios

() Baixo peso em recém nascidos
de gestantes que fumam

() Nenhuma

NN NN NN NN

10 — Em quais das seguintes
doencas e riscos para a saude
o(a) senhor(a) acredita que o
tabaco tenha importancia?

() Doencas cardiacas ou
vasculares

) Cancer de pulméao

) Bronquite crénica

) Asma

) Cancer de boca

) Enfisema pulmonar

) Cancer de laringe

) Osteoporose

) Mortalidade neonatal

) Les@es dos tecidos da boca e
dos labios

() Risco de baixo peso em recém
nascidos de gestantes que fumam
() Nenhuma

NN AN AN AN AN NN

8 - Quais dessas doengas ja
foram diagnosticadas no(a)
senhor(a)?

() Cancer de bexiga

() Doencas cardiacas ou
vasculares

) Cancer de pulméo

) Bronquite crénica

) Asma

) Cancer de boca

) Enfisema pulmonar

) Cancer de laringe

) Osteoporose

) Les@es dos tecidos da boca e
dos labios

() Nenhuma

NN NN NN NN

11 - Como o(a) senhor(a) avalia a
atuacdo do governo mediante ao
tema “tabagismo”?

() De maneira exagerada

() Suficientemente

() Insuficientemente

() Nao se trata dessa
problemética

() Nao sei

12 - Com qual frequéncia

consome bebidas alcéolicas?

() Todos os dias

() Duas ou trés vezes por semana
() Uma vez por semana

( ) De uma atrés vezes ao més
() Algumas vezes ao ano

() Consumiu uma vez ha mais de
12 meses

() Nunca bebeu

9 - O(a) senhor(a) pensa que
fumar é prejudicial para a saude?
( ) Sim ( ) Néo




13 - Como o(a) senhor(a) avalia a
atuacao do governo mediante ao
tema “alcoolismo™?

() De maneira exagerada

() Suficientemente

() Insuficientemente

() Nao se trata dessa
problematica

() Nao sei
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() Asensacéo de estar
desrespeitando as leis

() O fato de deixar os meus pais
irritados

() Avontade de aparentar ser
mais velho

() Acreditar parecer mais
responsavel pelo fato de fumar

14 - O(a) senhor(a) é fumante?
( ) Sim ( ) Nao

Caso tenha respondido “N&o” na
guestdo anterior, agradecemos mais
uma vez sua participacdo neste
trabalho e informamos que o(a)
senhor(a) ndo precisa responder as
proximas questdes, pois elas se
destinam a pessoas que ja tenham
fumado. Caso tenha escolhido a
opcao “Sim” prossiga normalmente
no questionario.

15 - Com que idade comegou a
fumar regularmente?  (Fumar
regularmente significa ter fumado
pelo menos uma vez por semana
em 6 meses ou mais)

() Menos de 10 anos de idade
() Entre 10 anos e 13 anos de
idade

() Entre 14 anos e 16 anos de
idade

( ) Entre 17 anos e 19 anos de
idade

() Com 20 anos de idade ou mais
() Nao fumei regularmente

17 — Com que frequéncia o
senhor(a) fuma?

() Diariamente

() Algumas vezes por semana
() S6 nos fins de semana

() Algumas vezes ao més

() Algumas vezes ao ano

() Faz mais de um ano que néo
fumo

Caso tenha escolhido a opgéo “Faz
mais de um ano que nao fumo”, na
guestao anterior, va para a questao
de numero 20, caso tenha escolhido
gualquer outra opgéo, prossiga
normalmente no questionario.

18 - Qual a quantidade de
cigarros vocé fuma por dia?
() Menos de uma carteira
() Uma carteira

() Duas carteiras ou mais

16 - Em sua opinido, qual o fator
mais o influenciou a comecar a
fumar?

() O fato um de seus pais ser
fumante

() Influéncia dos amigos

() A propaganda de cigarros
() Avontade de imitar meus
idolos

19 - Qual a razao principal pela
gual continua fumando?

) Para relaxar

) Por prazer

) Por imitag&o

) Por vicio ou rotina
) Para me distrair

) Outras razdes

NN AN AN AN N

20 - Quantas vezes tentou deixar de
fumar?



( )Umavez

() Duas vezes

() Mais de duas vezes
() Nunca tentei

Caso tenha respondido “Nunca
tentei” na questao anterior, passe
para o Teste de Fagerstrom, caso
tenha escolhido qualquer outra
opc¢ao prossiga normalmente no
questionario.

21 - Por quanto tempo ficou sem
usar o tabaco?

() Menos que 6 meses

() Mais que 6 meses e menos que
1 ano

( ) Maisdelano

22 - Dos sintomas de abstinéncia
abaixo citados, quais vocé sentiu
no periodo em que esteve sem
fumar?

() Tremor nas mé&os

() Insbnia

() Ansiedade

() Nervosismolirritacédo
() Dor de cabeca
() Teve alucinacbes
() Outros

() Nao teve sintomas de
abstinéncia

23 - Se ex-fumante, quais motivos
o fizeram abandonar o vicio?

() Influéncia da familia

() InformacgBes em 6rgéo de
imprensa, livros, revistas, etc.

( ) Piora na aparéncia fisica,
envelhecimento precoce

() Dificuldade sexual

() Doencas respiratorias
(bronquite, enfisema, falta de félego,
asma, etc)

() Receio de ter doenca grave
(cancer, infarto, enfisema, etc)
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() Morte ou doencga grave de
amigo ou familiar relacionada ao
tabaco

() Gravidez
() Prejuizo do rendimento
profissional

() Prejuizo do relacionamento
Social

() Problemas no aparelho
digestivo (gastrites, problemas
bucais, Ulceras)

() Odor do cigarro
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TESTE DE FAGERSTROM

1 — Quanto tempo apds acordar vocé fuma seu primeir o cigarro?
() Dentro de 5 minutos

() entre 6 e 30 minutos

() entre 31 e 60 minutos

() apbs 60 minutos

2 — Vocé acha dificil ndo fumar em lugares proibido s como igrejas, bibliotecas,
etc.?
( )Sim ( ) Naéo

3 — Qual o cigarro do dia que traz mais satisfacéo?
() O primeiro da manha
() outro

4 — Quantos cigarros vocé fuma por dia?
( )Menosdel0 ( )dellaZ20
( )de21a30 ( ) mais de 31

5 — Vocé fuma mais frequentemente pela manha?
( )sim ( )néo

6 — Vocé fuma mesmo doente quando precisa ficar de cama a maior parte do
tempo?
() sim ( )néo
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI - UFPI

MINISTERID DA SALDE LINIVERSIDADE FEDERAL DO PLAUI w:||||.'
Conselho Macional de Saide Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduaglo -5 5
Comissio Nacional de Eticaem Pesquisa | Comité de Etica em Pesquiza- CEP- UFPI = UFPI
{CONEP) REGISTRO CONEP: 045 i

i e

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa — UFPI, reconhecido pela Comissao Macional de Etica
em Pesquiza — (CONEP/MS) analizou o protocolo de pesguisa;

Titulo: Avaliagio Citogenética e Molecular de Genotoxicidade em uma populagéo
Tabagista do estado do Piaui

CAAE (Centificado de Apresentacéo para Apreciacio Etica) : 0235.0.045.000-10
Pesquisador Responsavel: Fabio José Nascimento Motta

Este projeto foi APHOVADO em seus aspecios éticos e metodologicos de acordo com as
Diretnzes estabelecidas na Resolugio 196/96 e complementares do Conselho Nacional
de Sailde. Toda e qualquer alteragio do Projeto, assim como os eventos adversos
graves, deverdo ser comunicados imediatamente a este Comité. O pesquisador deve
apresentar ao CEP:

Agosto/2011 Relatorio parcial
Agosto/2012 Relatorio final

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

DATA DA APROVACAO: 10/08/2010

Teresina, 14 de Setembro de 2010,
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