MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS

SARAH IZABELLY ALVES LEMOS

ESTUDO DE ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES GSTM1, GSTT1 E
GSTP1 COM SUSCETIBILIDADE AO USO ABUSIVO DO ALCOOL EM UMA
POPULACAO DO NORDESTE BRASILEIRO

PARNAIBA - PI
MAIO/2016



SARAH IZABELLY ALVES LEMOS

ESTUDO DE ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES GSTM1, GSTT1 E
GSTP1 COM SUSCETIBILIDADE AO USO ABUSIVO DO ALCOOL EM UMA
POPULACAO DO NORDESTE BRASILEIRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal do Piaui,
Campus Ministro Reis Velloso, como parte dos requisitos para
a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas.

Area de Concentracdo: Medicina Investigativa e Marcadores

Epidemiolégicos
Linha de Pesquisa: Genética Humana e Médica

Orientadora: Prof. Dra. Renata Canalle

PARNAIBA - PI
MAIO/2016



SARAH IZABELLY ALVES LEMOS

ESTUDO DE ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES GSTM1, GSTT1 E
GSTP1 COM SUSCETIBILIDADE AO USO ABUSIVO DO ALCOOL EM UMA
POPULACAO DO NORDESTE BRASILEIRO

APROVADAEM | |

BANCA EXAMINADORA:

Profd. Dra. Renata Canalle
Departamento de Biomedicina
Universidade Federal do Piaui - UFPI
ORIENTADORA E PRESIDENTE

Prof2. Dra. Cintia Martins Perinotto
Departamento de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal do Piaui - UFPI

Prof. Dr. Fabio José Nascimento Motta
Departamento de Biomedicina
Universidade Federal do Piaui - UFPI

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Piaui, Campus
Ministro Reis Velloso, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Biomédicas.

PARNAIBA - PI

MAIO/2016



AGRADECIMENTOS

Inicio esse discurso agradecendo aqueles a quem renunciei o convivio diario, a
minha mé&e por seu exemplo de bravura e forga, ao Gessé por dividir com ela sua caminhada,
obrigada pelos valores transmitidos que me servem como exemplo a ser seguido e
principalmente por entender minhas escolhas, mesmo sem compreender muito bem o
significado da pesquisa em minha vida.

Ao meu irmdo e eterno amor Eduardo, nunca ficamos tdo distantes fisicamente
como nesses dois anos, tantas vezes me ligou s pra ouvir minha voz, saber como eu estava e
pra saber quando eu voltava, sempre dava-me forcas pra continuar, gato obrigada por ser o
irmdo que és, amo tu.

Aos demais familiares por aceitarem e se orgulharem dessa minha inquietude.

As amigas Esmeralda e Marijane por sonharem esse sonho louco comigo, por ndo
me deixarem perder a fé em deixar tudo pra tras e seguir em busca de dias melhores.

Aos amigos Flavia, Yuri, Douglas e Edésio pelo companheirismo e acolhimento
nas primeiras e longas noites de estudo, o café, o conhecimento compartilhado, as risadas, 0s
lanches e a amizade que seguiu por esses dois anos, sem vocés ndo teria a forca necessaria.

A dona Fatima e seu Roberto, que me acolheram com muito amor, como uma
filha, nas semanas loucas de disciplinas integrais.

Ao John “John”, luly e Itamara pelo apoio durante 0s primeiros passos no
GehMed, obrigada por toda dedicacdo e zelo durante a parte mais dificil dessa caminhada.

Aos amigos de turma Rayele, Moara, Allan, Luan, Dalva, Diego, lara, Karliane,
Thiago, Valdenise, Rayssa e Teresa, VOCés que muitas vezes seguraram a peteca em meio a
tantas idas e vindas e me ensinaram um pouco mais sobre pesquisa. Vanessa e Véania, que por
tantas vezes me ensinaram sobre a vida. A vocés minha gratidao e amizade pra toda vida.

Aos ICs Francisco e Loiziana, pela confianca no curto periodo que trabalhamos
juntos.

Hygor e Hianny pela disposicdo em ensinar, paciéncia, apoio e plantdes tira
davida, obrigada.

Aos amigos de laboratorio Tamisa, Felipe, Valéria, Anderson, Jéssica, Raquel e
Cristina a quem eu confiei mais do que segredos e medos, mas também minhas davidas,
angustias, sorrisos, longas tardes e noites no laboratério, loucuras, festas, vinho barato e a

amizade em meio a tanta correria, obrigada por caminharem e ndo deixarem o cansago tomar



conta desse sonho. A distancia vai nos separar, no entanto, sempre seremos a familia
GehMed, amo vocés e obrigada por tudo.

Karla, pela ajuda na primeira disciplina, € que mesmo distante sempre me
lembrou do quanto eu lutei pra estar aqui e por muitas vezes ouvir meu choro ao telefone por
ndo conseguir conté-lo quando a saudade de casa era mais forte que eu. Ao amigo Viana por
sempre apontar que meu lugar ao sol é na vida académica e com isso me dar impulso pra
continuar. Se por tantas vezes ndo desisti a forca veio de vocés.

A familia “coisinhas” Esley, Even e Dany porque mais que dividir aluguel,
dividiamos os nossos dramas, alegrias, conquistas e a saudade de casa, obrigada por sempre
estarem ali na nossa amada 424, onde até o carteiro era n0osso amigo, amo VOCES.

Ao Lukas, o baterista mais lindo, pelo abrigo, carinho, mimos incessantes, por
todos “vocé consegue” nessa etapa final que me deram a forca e a tranquilidade para enfim
concluir esse trabalho, por dividir as noites de sufoco tornando-as mais leves, as noites de
S0Ssego que so traziam-me paz, e pelas nossas noites no Torqualia que ficardo pra aquele livro
que a gente ainda vai escrever. Gato, obrigada.

Aos demais e muitos amigos que fiz nessa jornada de mestranda, obrigada por
tornarem os dias longe de casa mais suaves.

Aos técnicos administrativos e aos terceirizados que sempre deixaram o ar da
UFPI mais alegre com seu trabalho dedicado e por todos os sorrisos e afeto gratuitos no RU.

Ao professor Dr. Silmar, que levantou davidas sobre a estatistica me
impulsionando a respondé-las.

Ao professor Dr. Giovanny e professora Dra. Keiko por ceder algumas amostras
para realizagéo desse trabalho.

Ao professor Dr. Fabio Motta pelo apoio pratico no laboratério, com suas dicas de
quem ja viveu tudo isso, obrigada.

Professora Dra. Renata Canalle, a quem sempre tive uma admiracdo imensa e hoje
um grande respeito e carinho, obrigada pela oportunidade e honra de ser sua orientanda, ainda
que tantas vezes ndo conseguisse acompanhar seu padrdo de exceléncia, seus prazos e sua
escrita impecavel, ndo faz ideia de quanto os seus “Esta bom.” e “Agora sim!” me faziam
saltitar no laboratorio de felicidade, e os seus puxdes de orelha doiam e o medo de
decepciona-la amedrontava-me. Professora obrigada por toda paciéncia, organizacdo e
dedicagéo infinita, nunca poderei retribuir a altura tudo o que fez por mim e certamente a sua

dedicagé@o e amor pela docéncia foram decisivos no desenvolvimento e escrita desse trabalho,



sem divida a senhora me fez progredir na caminhada académica, fazendo-me uma admiradora
da sua postura profissional.

Aos membros da banca examinadora que gentilmente abriram mé&o de seu
precioso tempo para leitura desse trabalho.

Ao CNPq pela concessdo da bolsa para realizacao desse trabalho.

A todos os pacientes do CAPS-AD e controles pela sua contribuicdo
indispensavel.

E a quem nada disso seria possivel, fonte inesgotavel de amor e sabedoria, por
iluminar meu caminho, impedindo-me de desistir diante dos percalgos, sou grata a Ti,

obrigada Senhor.



SUMARIO

LINTRODUGAOD ..ottt s s 15
2 REFERENCIAL TEORICO ...t 17
2.1 - Consideragdes gerais a respeito do &lcool e dependéncia .........ccoceeererveennnnne. 17
2.2 - Efeito do &lcool no figado € PANCIEAS ........cceoevverieieiiie e 19
2.3 - Metabolismo d0 AICOOI ..........ccoiiiiieie e s 20
2.4 - Enzimas metabolizadoras de fase Il ..o 22
2.4.1 - GSTM1 e o polimorfismo de delegdo GSTML*0 ......ccovveieriieniiieie e, 23
2.4.2 - GSTT1 e o polimorfismo de delegdo GSTTL*0 .....ccoevvvveieriierineeie e 25
2.4.3 - GSTP1 e 0 polimorfismo HelO5val ... 26
BOBUIETIVOS ..ottt et et ettt e sn e nees 29
3.1 - ODJELIVOS GEIAIS ...vviiieiieieiieitiiie ettt sttt ettt e 29
3.2 - Objetivos €SPECITICOS ....iiviiiiie et 29
4 MATERIAL E METODOS ......oooieieeeeeceieees et 30
4.1 - Analise dos SUjeitos € aSPectOS ELICOS ........covrrireriiriereeere e 30
4.2 - GENOLIPAGEIM .ttt ettt ettt ettt ettt e bbb e 32
4.3 - ANALISE ESTALISLICA ....eiveveveeieceiiiee et e 37
S5 RESULTADOS ...ttt ettt st s bbb 38
B DISCUSSAD ...ocouiierierieeeeeeeee sttt snsss 45
6.1 - Analise do polimorfisSmo GSTMIL™0........ccccerieeieiiiiie e 45
6.2 - Analise do polimorfisSmo GSTTL™0......ccccerieiiieierire e 46
6.3 - Anélise do polimorfismo GSTP1 1el05Val...........ccccooeniiiinniiieiiienece s 48
6.4 - Anélise combinada dos gen6tipos GSTML € GSTTL.....ccocevenenireneeene e, 49
6.5 - Anélise as caracteristicas demografiCas.........coceovrerririerernnisine e 50
6.5 Comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas da populacdo em estudo

COM OULIas POPUIAGOES. ... ..cuvivieiiie ittt 53
7 CONCLUSAOQ ..ottt 55

REFERENCIAS oo oo e eee et e e e e e e e et e e e e e et e e e er e e e aaene 56



APENDICE I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO....
APENDICE Il - QUESTIONARIO APLICADO PARA COLETA DE DADOS.
ANEXO | - CARTA DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICAEM
PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI ....c.ccvveevveveceeee,
ANEXO Il - PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE

SANGUE TOTAL

69
72

75

77



RESUMO

A dependéncia alcodlica (DA) é definida como um conjunto de fen6menos comportamentais,
cognitivos e fisioldgicos que se desenvolvem apds frequente uso do alcool, culminando em
forte desejo de consumo, dificuldade em controlar sua utilizacéo, tolerancia, entre outros.
Fatores genéticos sdo responsaveis pela variacdo na dependéncia do alcool em alguns grupos
e individuos vulneraveis. As Glutationas S-Transferases (GSTs) sdo enzimas de fase Il de
metabolizacdo que estdo envolvidas na detoxificacdo de xenobioticos, entre eles o alcool.
Polimorfismos em genes codificadores de GSTs, GSTT1*0, GSTM1*0, e GSTP1 lle105Val
(rs 1695), estdo associados com a diminuicdo ou perda de funcdo enzimatica, ocasionando a
diminuicdo da capacidade de detoxificagdo, levando ao aumento da sensibilidade aos efeitos
dessas genotoxinas. Esse estudo buscou analisar a associa¢do dos polimorfismos GSTT1*0,
GSTM1*0 e GSTP1 Ile105Val (rs 1695), na suscetibilidade ao desenvolvimento de DA em
uma populacdo masculina do nordeste brasileiro, num estudo de caso-controle, no qual se
incluiu 138 alcoolistas e 145 controles. A deteccdo dos polimorfismos foi realizada pelas
técnicas de PCR multiplex (GSTMle GSTT1l) e PCR-RFLP (GSTP1), seguidas de
eletroforese em gel de agarose. As frequéncias genotipicas e alélicas foram submetidas aos
testes do qui-quadrado, exato de Fisher e Odds Ratio com p<0,05. Na presente investigacdo
houve uma associacao positiva entre a baixa escolaridade e 0 uso nocivo de bebidas alcodlicas
(p=0,05). Nossos achados evidenciaram que individuos com historico familiar de uso abusivo
do alcool apresentaram maior frequéncia no grupo de alcoolistas em relacdo ao controle com
p<0,0001, sugerindo que exista uma transmissdo herdavel de transtornos de abuso de alcool
em nossos individuos bebedores. Ndo houve significancia estatistica em nenhuma das
associacOes dos polimorfismos isoladamente ou combinados com DA. Na analise do
polimorfismo GSTT1*0 entre alcoolistas fumantes (31,65%) e controles fumantes (55,56%)
houve significancia estatistica quando comparado os dois grupos (p=0,02). A auséncia de
associagédo de risco ou protecdo a DA dos polimorfismos neste trabalho, ndo exclui totalmente
a possibilidade de associacao destes genes no desenvolvimento de dependéncia ao alcool.

Palavras-Chave: alcoolismo, genes de metabolizacdo de xenobi6ticos, polimorfismo
genético, dependéncia alcodlica.



ABSTRACT

Alcohol dependence (AD) is defined as a set of behavioral, cognitive and physiological
phenomena that develop after frequent use of alcohol, culminating in a strong desire for
consumption, difficulty controlling their use, tolerance, among others. Genetic factors are
responsible for the variation in alcohol dependence in some groups and vulnerable
individuals. Glutathione S-Transferases (GSTs) are a group of metabolizing phase Il enzymes,
which are, involved in detoxication of xenobiotics, among them the alcohol. Polymorphisms
in coding genes of GSTs, GSTM1*0, GSTM1*0 and GSTP1 lleloO5Val (rs 1965), are
associated with a decrease or loss of enzymatic function, leading to decreased detoxication
capacity, leading to increased sensitivity to the effects o these genotoxins. This study looked
for the analysis of the association of the polymorphisms GSTP1*0, GSTM1*0 and GSTP1
Ilel05Val (1965), in the susceptibility to the development of AD in a male population of the
Brazilian Northeast, in a case-control study, which covered 138 alcoholics and 145 controls.
The detection of polymorphisms was performed by multiplex PCR techniques (GSTM1 and
GSTT1) and PCR-RFLP (GSTP1), followed by agarose gel electrophoresis. The genotyped
frequencies were submitted to the chi-square test, Fisher’s exact and Odds Ratio with p<0.05.
In the present investigation there was a positive association between low education and the
harmful use of alcoholic beverages (p=0.05). Our findings demonstrate that individuals with a
family history of abusive use of alcohol presented higher frequency in the alcoholic group
compared to the control with p < 0.0001, suggesting that there is a heritable transmission of
alcohol abuse disorders in our drinkers individuals. There were no statistical significance in
any of the associations of the polymorphisms alone or combined with AD. In the analysis of
the GSTP1*0 polymorphism among smoking alcoholics (31.65%) and smoking controls
(55.56%) was statiscally significant when compared the two groups (p=0.02). The absence of
risk association or protection from AD of the polymorphisms in this study, not excluding
totally the possibility of association of these genes in the development of the AD.

Keywords: alcoholism, genes of metabolizing xenobiotics, genetic polymorphism, alcoholic
dependence.
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1 INTRODUCAO

O uso nocivo e a dependéncia de alcool sdo um importante fator de risco para
diversas doencas e lesdes que ameacam a salde, onde 20 a 50% da ocorréncia de cirrose
hepatica, epilepsia, envenenamentos, acidentes de transito, violéncia, varios tipos de cancer e
aproximadamente 3,3 milhdes de mortes por ano, estdo correlacionados com o consumo de
alcool (OMS, 2014; 2011).

Apos a ingestdo de bebidas alcodlicas, o etanol passa por ativacdo metabdlica que
envolve enzimas de fase | seguida de detoxificacdo por enzimas de fase Il. A interacdo entre
as enzimas dessas duas fases determina os niveis e a duracdo de compostos tdxicos ou
carcinogénicos bioativados em um 6rgdo. Glutationa S-transferases (GSTs) sdo enzimas
metabolizadoras de xenobioticos de fase IlI, que catalisam a conjugacdo de compostos
eletrofilicos com glutationa reduzida para produzir metabdlitos menos téxicos ou facilmente
excretaveis. Portanto, um desequilibrio entre estas enzimas em determinadas areas do figado
ou do pancreas pode levar a um efeito toxico (STANDOP et al., 2002; BOYER, 1989).

As variacOes individuais na ativacdo metabdlica e detoxificacdo de substancias
carcinogénicas e neurotoxinas quimicas, como o etanol, sdo potenciais determinantes das
diferencas interindividuais que definem a suscetibilidade a diversas patologias, entre elas a
dependéncia e canceres induzidos pelo ambiente. A constituicdo genética parece desempenhar
0 papel mais importante neste contexto e na dependéncia a essas substancias, visto que
estudos mostram a frequéncia de interacdo de fatores genéticos de 50 a 60% na dependéncia
ao alcoolismo (DU et al., 2009; BHASKAR et al., 2008; GOLDMAN et al., 2005).

Enzimas metabolizadoras de xenobioticos, tais como GSTs, sdo polimdrficas, ou
seja, possuem mudancgas na sequéncia de nucleotideos (mutacGes). Estas variagdes podem
levar a diferencas em sua expressdo e, por consequéncia, variagdes funcionais da proteina
gerada por ela. O conhecimento sobre esses polimorfismos e sua interagdo com fatores
ambientais podem auxiliar no tratamento e na prevencdo da dependéncia e doengas
secundarias ao alcoolismo, visto que o0 uso abusivo e a dependéncia de alcool sdo umas das
principais preocupacfes dos servicos de salde, ja que se observa um inicio de uso cada vez
mais precoce e muitas vezes associados a situagdes de risco (MESSAS e VALLADA FILHO,
2004; HIRVONEN, 1995). Portanto, conhecer o perfil genético populacional e individual tem
se mostrado uma ferramenta essencial na tomada de decisdes, principalmente de tratamento,

em Medicina.
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Por este motivo, neste estudo foi investigada a associacdo dos polimorfismos
GSTM1 e GSTT1 nulos e o polimorfismo GSTP1 Ile105Val em uma populacdo do Nordeste
Brasileiro, a fim de identificar variaces de suscetibilidade ao uso abusivo do alcool.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracgdes gerais a respeito do alcool e dependéncia

O alcoolismo é uma sindrome multifatorial tendo como critérios para seu
diagndstico a Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10) da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 1993), e o Manual de Diagnostico e Estatistica de Distarbios Mentais da
Associacdo Norte-Americana de Psiquiatria (DSM-IV; American Psychiatric Association,
1994) (DOTTO-BAU, 2002).

O é&lcool é uma substancia psicoativa com propriedades produtoras de
dependéncia que tem sido amplamente utilizada em muitas culturas ao longo dos séculos
(OMS, 2014). A dependéncia do alcool (DA), também conhecida como alcoolismo cronico ou
sindrome de dependéncia do 4lcool, é definida como um conjunto de fenémenos
comportamentais, cognitivos e fisiolégicos que se desenvolvem apds repetido uso e que
normalmente incluem: um forte desejo de consumo, dificuldades em controlar a sua
utilizacdo, persisténcia em seu uso apesar das consequéncias nefastas, maior prioridade dada
ao uso de alcool do que para outras atividades e obrigacGes, maior tolerancia, e as vezes a um
estado de abstinéncia fisiologica. J& 0 uso abusivo ou uso nocivo para a saude, compreende
um modo de consumo caracterizado pelas complicacbes fisicas e/ou psiquicas. (DSM-1V,
1994; OMS, 1992).

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

Os genes que controlam o risco para a DA néo estdo completamente definidos, no
entanto ha uma associacdo positiva entre a histéria familiar de alcoolismo e DA, sugerindo
que existe uma predisposicao hereditaria favoravel (VASCONCELOS et al., 2015; DREHER
et al., 2009). Estudos sobre as familias, gémeos e filhos adotivos, estimam que o componente
genético varie entre 50 e 60% (DU et al., 2009; BHASKAR et al., 2008; GOLDMAN et al.,
2005), o que nos mostra que a DA é um transtorno psiquiatrico complexo e multifatorial,
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envolvendo interagdes entre fatores de risco ambientais e hereditarios (SURAJ-SINGH et al.,
2013; BHASKAR et al., 2008).

Diversos estudos encontraram genes que contribuem para o alcoolismo e suas
doencas relacionadas, dentre eles: DRD2/ANKK1, SLC6A3, ADH1B, ALDH2 e genes de
receptores GABA (ZHONG et al., 2015; UYS et al., 2014; MIGNINI et al, 2012; LE STRAT
et al., 2008; COVOLO et al., 2005; DICK e FOROUD, 2003; OWEN et al., 1997, 2000;
CONNEALLY e SPARKES, 1998; HILL, 1998; SCHORK e SCHORK, 1998; BLUM et al.,
1990).

O uso abusivo do alcool é significativo em muitos paises e esta entre 0s cinco
principais fatores de risco para doencas, entre as quais, dependéncia, cirrose hepatica, cancer,
lesGes e morte, representando um grande fardo social e econémico para as sociedades, ou seja,
um problema de sadde publica (OMS, 2011; 2014; SHIELD, et al., 2013; LIM et al., 2012;
BAAN et al., 2007). E um fator causal em mais de 200 doencas e ferimentos, como descrito
no CID-10 (OMS, 2014). De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) o uso
abusivo de alcool tende a ser prejudicial ndo somente a quem 0 consome em excesso, mas
também para 0s que se relacionam com essas pessoas (OMS, 2011).

O consumo mundial de &lcool em 2010 foi igual a 6,2 litros de alcool puro
consumido por pessoa > 15 anos, o mesmo que 13,5 gramas de alcool puro por dia. Em 2012
houve aproximadamente 3,3 milhdes de mortes, correspondendo a 5,9% de todas as mortes
globais, sendo 7,6% das mortes entre homens e 4% entre mulheres. Cerca de 5% de doengas e
lesBes puderam ser atribuidas ao consumo de alcool no ano de 2014 (OMS, 2014).

De acordo com o Il LENAD (Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas)
aproximadamente 50% do total da populacédo brasileira consome bebida alcodlica, sendo 62%
sdo homens e 38% mulheres, destes, 10,48% dos homens e 3,63% das mulheres sdo
dependentes de alcool. Além disso, houve diferencas no padrdo de consumo para as diferentes
regides do pais, com um aumento significativo no nordeste brasileiro, associado a uma maior
incidéncia de consumo entre o sexo masculino (LARANJEIRA et al., 2014). Ferreira et al.,
2011, constaram que o alto consumo de alcool apresenta caracteristica de maior risco nas
cidades de menor porte, pois 0 lazer nessas estd associado ao uso do alcool, levando a uma
inclinacdo ao consumo mais elevado de bebidas alcoodlicas, essa tendéncia se da& pelas
dificuldades das cidades menores em desenvolver politicas publicas de cultura, bem como da
escassez de equipamentos publicos de lazer e esporte.

No Brasil, 320 mil pessoas entre 25 e 39 anos morrem decorrentes de problemas
relacionados ao alcool, o que representa 9% das mortes de individuos nesta faixa etaria.
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Estima-se que 3 a 20% dos trabalhadores no estado do Piaui s&o alcoolistas de acordo com
dados da Secretaria Estadual de Salde. Na capital Teresina ha aproximadamente 120.000
alcoolistas, e dados da Geréncia Executiva do Instituto Nacional do Seguro Social (INSS),
revelam que, de janeiro de 2003 a abril de 2014, foram concedidos 572 beneficios a segurados
com doengas associadas ao alcoolismo. Nos ultimos dez anos quase R$ 1 milhdo foi gasto
com o pagamento de beneficios as vitimas do alcoolismo no estado. J& na regido Norte do
Estado especificamente na cidade de Parnaiba, esses dados ainda ndo foram completamente
levantados (MINISTERIO DA PREVIDENCIA SOCIAL, 2014; OMS, 2011).

2.2 Efeitos do alcool no figado e pancreas

O figado € o principal 6rgéo responsavel pelo metabolismo do &lcool, tornando-o
o principal alvo de metabdlitos toxicos. Diversas condicfes patoldgicas, dentre elas a doenca
hepatica, derivam do consumo intenso de alcool, sendo esse consumo responsavel por 50%
das doencas cronicas do figado (KHAN et al., 2010).

A doenca alcoolica do figado compreende varios tipos de lesdo hepatica incluindo
esteatose (aumento de gordura no figado) presente em quase todos os alcoolistas cronicos,
hepatite alcodlica (10-35%) e cirrose (10%). Na maioria dos casos a doenca progride e se
processa nesta ordem, no entanto podem ocorrer simultaneamente (MANN, et al., 2003).
Dentre os diversos agravos a salde, a cirrose hepatica merece destaque como uma importante
morbidade croénica fatal causada pelo elevado consumo (REHM et al., 2009).

Enquanto cerca de 20% dos individuos alcoolistas sobrevivem a toxicidade
cronica, sem desenvolver qualquer patologia do figado, 20% dos alcodlicos crénicos
desenvolvem cirrose, sugerindo que a predisposi¢cdo individual ndo pode ser explicada apenas
por exposicdo a fatores ambientais (LADERO et al., 2006; BURIM et al., 2004). Estudos com
gémeos tém demonstrado convincentemente que a suscetibilidade individual a cirrose
hepatica alcodlica é, pelo menos, parcialmente determinada geneticamente (HRUBEC e
OMENN, 1981).

O abuso de alcool também é o principal fator etioldégico para pancreatite em
muitos paises, incluindo a Suécia, a Finlandia, Hungria e Estados Unidos (SAND, et al.,
2007). No Japéo, o alcool é a principal causa de pancreatite aguda (PA) e pancreatite crénica
(PC), com 33,5 e 69,7% dos casos, respectivamente (HAMADA, et al., 2014; HIROTA, et al.,
2012). Nakamura et al. (2003) relataram que os individuos que consumiam bebidas com alto

teor alcodlico tinham um risco maior para o desenvolvimento de PC do que aqueles que
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consumiam bebidas de baixo teor alcodlico. Alto consumo de éalcool foi associado a um
aumento dos riscos, tanto para PA e PC (KUME, 2015). Um estudo japonés de caso-controle
conduzido por Li e colaboradores (2001) demonstrou que o consumo prolongado de alcool
pesado foi um importante e independente fator de risco para o desenvolvimento de PC.

Ha uma relacdo entre quantidade de alcool consumida e risco de desenvolvimento
de doenca, onde os homens que consomem mais que 60 gramas de alcool por dia, apresentam
risco relativo de 5,0, enquanto que aqueles que consomem de 48 a 60 g/dia tém risco de 2,3
(REHM et al., 2010).

2.3 Metabolismo do alcool

Apos a ingestdo, o etanol é rapidamente absorvido através do estbmago e intestino
delgado, segue para a corrente sanguinea, e é principalmente metabolizado no figado antes da
eliminagdo. A eliminagdo pulmonar e urinaria € minima (BELL-PARIKH e GUENGERICH,
1999). Dessa parcela que segue para os rins apenas 5 a 15% do etanol ingerido é eliminado
diretamente sem sofrer metabolizacdo, do restante, boa parte é oxidado no figado por diversas
reacbes que envolvem reacOes de oxidagdo/reducdo. A oxidacdo do alcool nos hepatdcitos
pode ser realizada por trés caminhos diferentes (Figura 1): via desidrogenase alcoodlica, que
ocorre no citoplasma celular; via sistema microssomal de oxidacdo do &lcool (MEQOS) no
reticulo endoplasmatico; e a via da catalase nos peroxissomos (VOGEL, 2007,
CUNNINGHAN e VAN HORN, 2003; ZIMA, 1993).

Figura 1 - Representacdo esquematica das vias de metabolizacdo do etanol e formacgdo de
acetaldeido.

Microssomos I
A NADP*, H,0

OH
CH,CH

NADPH + H* \OH
“ ho
yi in

AY

B Citosol I \ o NAD*
.@ £ .@
CH,CH,0H CH,C(
H NADH + H+
etanol ( ) acetaldeido !
\ NAD* NADH + H¢ P
- — oHcl
C Peroxissomos I o
>—< —
. J
) .

A: via nos microssomos (MEOS) mediada pela CYP2EL; B: via no citosol mediada pela ADH; C: via catalase
nos peroxissomos; D: metabolismo do acetaldeido na mitocondria mediada pela ALDH. Fonte: Vogel (2007).
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Em individuos que ingerem &lcool em nivel moderado e/ou ocasional em sua
maioria e em quantidade regular, a oxidacdo do etanol se da principalmente no citoplasma
celular pela enzima alcool desidrogenase (ADH). Essa enzima converte o alcool em
acetaldeido, o primeiro e principal metabdlito do alcool e sua toxicidade é responsavel pelos
principais danos sofridos no tecido hepéatico, como também pela presenca de rubor facial,
nauseas, taquicardia entre outros. Durante essa reacdo, além da formacdo do produto
acetaldeido, um préton de hidrogénio (H+) é transferido para uma molécula de NAD,
reduzindo a NADH. O excesso de NADH na célula tem efeitos danosos em outras células;
além disso, o NADH participa de vérias outras reacdes metab6licas passando o H para outros
compostos. Em seguida, na mitocdndria, o acetaldeido € convertido pela enzima aldeido
desidrogenase (ALDH) em acetado (CUNNINGHAN e VAN HORN, 2003).

Outro caminho de oxidacdo do etanol inclui a rota da catalase que tem pouca
participacdo na degradagédo do etanol e a via da MEOS onde atuam as enzimas do citocromo
P450 -as CYPs- que tem sua atividade aumentada (induzida) nos hepatdcitos quando o
consumo de alcool é elevado. Esta reacdo leva a formacéo de acetaldeido por um mecanismo
de hidroxilacdo, liberando um oxigénio e uma molécula reduzida, a NADPH que resulta na
formacdo de NADP e &gua, tendo como bioprodutos dessa reacgdo, radicais livres ou espécies
reativas de oxigénio (ROS), que contribuem para danos no figado, ocasionando doencas como
a cirrose, proveniente do consumo exacerbado do alcool (CARRARD, 2008; WU e
CEDERBAUN, 2003; LIEBER, 2001). A via microssomal somente é ativada em
concentracdes alcodlicas superiores a 0,20 g/L, sofrendo inducdo enzimatica pelo préprio
alcool, o que pode explicar a tolerancia aumentada nos bebedores mais assiduos (WALCZAK
et al., 2002). Apenas 10% a 15% do etanol consumido € metabolizado pela MEOS. Em
individuos que bebem regularmente, o metabolismo do alcool é estimulado 510 vezes mais do
que em individuos que ndo bebem ou que bebem esporadicamente (CICHOZ-LACH, 2008).

Apos passarem pela metabolizacdo de fase I, xenobioticos sofrem reacdes de fase
Il que envolvem a conjugacdo com um substrato enddgeno (glutationa, sulfato, glicose,
acetato, entre outras) por meio das GSTs, UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases
(NATSs) que agem como enzimas inativadoras dos produtos da fase I, tornando os metabélitos
hidrofilicos e passiveis de excre¢do (HOMRICH, 2006). A interacdo gene-ambiente na
carcinogénese é bem refletida pelas Fases | e Il de metabolizacdo e em enzimas envolvidas no
metabolismo de agentes carcinogénicos (GRONAU, 2003), ou seja, os fatores genéticos de
um individuo influenciam a forma como esse interage com carcindgenos ambientais,

conferindo, assim, um maior ou menor risco de desenvolver uma patologia em particular
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(RAUNIO et al, 1995). Esta suscetibilidade pode estar relacionada com diferentes
polimorfismos genéticos entre aqueles que sao encontrados em enzimas que estdo envolvidas
no metabolismo do &lcool e de tabaco (MARICHALAR-MENDIA et al., 2011).

2.4 Enzimas metabolizadoras de fase 11

Dentre as enzimas denominadas de Fase Il, envolvidas nos processos de
detoxificacdo, as GSTs desempenham um papel predominante no metabolismo celular, bem
como na modificacdo de compostos eletrofilicos reativos, resultando em conjugados de
glutationa menos reativos e mais facilmente excretados. Estas enzimas sdo proteinas
diméricas sollveis e multifuncionais, que podem conjugar-se com moléculas eletrofilicas
tornando-as menos tdxicas, ja que catalisam o ataque nucleofilico da glutationa sobre esses
compostos (STRANGE et al., 2001; HAYES e PULFORD, 1995).

Elas tém papel importante na acdo antioxidante celular, estdo envolvidas na defesa
contra o estresse oxidativo e sinalizacdo redox, participam da metabolizacdo de drogas, de
uma vasta gama de produtos quimicos, incluindo agentes carcinégenos ambientais, espécies
reativas de oxigénio e agentes quimioterapéuticos. Modulam a proliferacdo celular, a
apoptose, a funcdo imunitaria, fibronogénese e atuam na protecdo celular (LU, 2013;
KELLEN, et al. 2007; HAYES, STRANGE, 2000). Desse modo, tais enzimas desempenham
uma funcdo protetora contra compostos carcinogénicos/mutagénicos enddgenos e exdgenos
(NEBERT e VASILIOU, 2004). Isso faz com que os genes da GST sejam importantes
candidatos para a exploracdo nas desordens relacionadas com a via de detoxificacdo (NAIR,
et al., 2013).

Existem duas distintas superfamilias de genes que codificam proteinas com
atividade GST. Pelo menos 16 genes codificam enzimas que sdo expressas no citosol dos
tecidos e, pelo menos seis genes sdo expressos nas membranas (HAYES e STRANGE, 2000).
Quanto aos genes que codificam enzimas do citosol, no homem, oito distintas familias
codificam essas GSTs soluveis: alfa (no cromossomo 6), kappa (localizacdo desconhecida),
mu (cromossomo 1), 6mega (cromossomo 10), pi (cromossomo 11), sigma (cromossomo 4),
teta (cromossomo 22) e zeta (cromossomo 14) (STRANGE et al., 2001).

Polimorfismos tém sido descritos em muitos genes dessas familias, no entanto,
uma maior atencéo esta direcionada ao polialelismo nas familias mu, teta e pi (STRANGE et
al., 2001). A eficiéncia de detoxificacdo de enzimas GST é determinada pela presenca e
quantidade de isoenzimas codificada por genes GSTT1, GSTM1 e GSTP1 (HAYES e
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PULFORD,1995). Os polimorfismos nesses genes sdo responsaveis pela auséncia ou baixa
atividade dessas enzimas de metabolizacdo, sendo os exemplos mais conhecidos de gen6tipos
de risco de DA, devido ao aumento da suscetibilidade a propriedades téxicas, podendo causar
sintomas de aversdo que inibem a ingestao de alcool e a dependéncia (GOLAN, 2009).

Na literatura ha varios relatos de associacdo de risco entre genotipos nulos de
GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em pacientes com doenca hepatica ocasionadas pelo uso abusivo do
alcool, como cirrose e pancreatite alcodlica (MARCOS et al., 2011; KHAN et al., 2009;
LAREDO et al, 2005; GHOBADLOO et al., 2004; BURIM et al., 2004). Em contrapartida
alguns estudos ndo encontraram associacdo do uso abusivo do alcool em patologias
comumente relacionadas ao seu uso (VIJAYAKRISHNAN e HOULSTON, 2010; BRIND, et
al., 2004; HENRION-CAUDE et al., 2002; FRENZER et al., 2002).

Numerosos estudos levam a hipétese de que a diferenca na taxa metabdlica das
classes M1 e T1 de GST estéo associadas ao risco elevado de canceres de bexiga, pancreas,
trato aerodigestivo superior, pulméo, esdfago, cabeca-pescoco, melanoma e também em
pacientes com nefropatia endémicas balcanica (SENTHILKUMAR et al., 2014; BU et al.,
2007; GARCIA-CLOSAS et al., 2005; ABBAS et al.,, 2004; TONCHEVA et al., 2004,
DIALYNA et al., 2003).

2.4.1 GSTML1 e o polimorfismo de delecdo GSTM1*0

A GSTM1, uma enzima de classe |, com gene localizado na regido cromossémica
1p13.3, que em seres humanos sdo expressos nas células do figado e nos linfocitos, tem um
papel importante na detoxificacdo de carcindgenos, como o alcool e os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHSs) presentes no cigarro (VOGEL, 2007; FORD et al., 2000).

A variante nula de GSTM1 € decorrente da heranca de uma delecdo homozigdtica
de todo o gene (ou seja, gendtipo nulo) que resulta na perda de atividade funcional da enzima
(Figura 2) (WIENCKE et al., 1990). Essa perda de funcéo foi associada a uma diminuigdo na
capacidade de detoxificacdo de individuos expostos ao tabaco ou poluentes carcinGgenos no
ambiente, levando ao aumento da sensibilidade aos efeitos dessas genotoxinas (STRANGE et
al., 2001).
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Figura 2 - Localizacdo estrutural do cluster génico de 100 kb que codifica para a subfamilia
GST mu (cromossomo 1p13.3).
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Regides repetidas que flanqueiam o gene GSTML1, a recombinacdo homdloga que pode acontecer e originar o
alelo nulo (GSTM1*0 — auséncia de GSTM1). Figura adaptada de Parl, 2005.

O genotipo nulo estd presente em cerca de 40 a 60% da populacdo caucasiana
(NTAIS, et al., 2005), 23 a 48% em populacdes africanas, 33 a 63% em populacdes asiaticas,
51 a 54% na populacdo australiana (COTTON et al., 2000), 41,7% da populacdo norte-
emericana (SEIDEGARD et al., 1990) e 55% na populacéo brasileira (ARRUDA et al., 1998).
Harada et al., (1987) em estudo caso-controle sugerem um aumento do risco de alcoolismo
em pacientes com o polimorfismo GSTM1 nulo. GSTM1*0 tem sido associado com doencgas
hepaticas, incluindo cirrose biliar primaria (DAVIES et al., 1993), hepatite crbnica
(HARADA et al., 1987; SAVOLAINEN et al., 1996) e hepatite auto-imune (FUKAGAWA et
al., 2001). No entanto, outros estudos ndo conseguiram demonstrar uma associacdo
significativa entre doenca hepatica e o polimorfismo GSTM1 nulo (é importante ressaltar que
alguns desses estudos tinham um pequeno numero amostral) (FRENZER et al., 2002;
RODRIGO et al., 1999; GROPPI et al., 1991). Savolainen et al., (1996) encontraram uma
reducdo nao significativa nos GSTM1 nulo em bebedores pesados sem doenga do figado.

Além de patologias em orgdos diretamente ligados ao metabolismo do alcool,
varios autores relataram que a delecdo do gene GSTM1 é um fator de risco para o
desenvolvimento de carcinoma de células escamosas da boca e do trato aerodigestivo superior
(PURNENDU et al., 2014; ZHAO et al., 2014; ZHANG et al., 2011; AMTHA, et al., 2009;
GRONAU et al., 2003; SATO et al., 1999). Tanwar et al. (2015) descreveram em seu trabalho
que a delecdo do gene GSTM1 pode causar perda de detoxificacdo resultando em um risco
elevado de cancer oral em individuos com genétipo nulo quando comparado com controles,
especialmente em individuos fumantes. Diversos estudos tém demonstrado um aumento do
risco de asma ou diminuicdo da funcdo pulmonar em individuos com o gendtipo GSTM1 nulo
(LIANG et al., 2013; Li e CHANGETAL, 2013; KARAM et al., 2012), enquanto outros
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estudos tém relatado nenhuma associacao entre o gendtipo GSTM1 e a asma (PIACENTINI et
al., 2012; REDDY et al., 2012). Este polimorfismo tem sido associado com aumento de risco
em diversos canceres, como de pulmé&o, colorretal e uretral (VOGEL, 2007), hiperplasia
prostatica benigna, cancer de prdstata e pode ser Util como biomarcador para identificar
doentes com maior risco de cancer de préstata fatal (LIU et al., 2013).

2.4.2 GSTT1 e o polimorfismo de delecdo GSTT1*0

O GSTTL1 esta localizado na regido cromossdémica 22g11.23 e codifica a classe
teta de GST (SHEN et al., 2013). Os genes da classe teta sdo expressos nas células do figado,
pulmao, rins, cérebro, musculo esquelético, coracdo, intestino e no baco (JURONEN et al.,
1996).

A variante nula de GSTT1*0 ¢é também decorrente da heranca de uma delecéo
estrutural homozigética de todo o gene (ou seja, genotipo nulo) que resulta na perda da
atividade funcional da enzima, podendo estar associada a uma diminuicdo da capacidade de
detoxificacdo de xenobioticos (Figura 3) (STRANGE et al., 2001; WIENCKE et al., 1990) .
Cerca de 20 a 30% dos caucasianos possuem a auséncia da atividade enzimatica de GSTT1
(NTAIS, et al. 2005). Aproximadamente 60% dos asidticos e 40% dos africanos nédo
expressam esta enzima (STRANGE e FRYER, 1999).

Figura 3 - Localizacdo estrutural do cluster génico que codifica para a subfamilia GST teta
(cromossomo 22g11.2).

HA3 GSTTI HAS  GSTT2 GSTT2P
b -
// “.'; \ 50 Kb H‘“*.._.H-DDCT bDoeT
s \ ~
// ;.-’ \ ~— -
Alelo wild-type - / N ~—

Alelo nulo _L‘_"‘]"'Jd_

Regides repetitivas que flanqueiam o gene GSTT1 e que, através de recombinacdo homdloga, permitem a sua

excisdo do cromossomo (alelo GSTT1*0). Figura adaptada de Parl, 2005.

As consequéncias bioldgicas do gendtipo GSTT1 nulo ndo estdo bem esclarecidas,
visto que a enzima apresenta propriedades tanto de detoxificacdo quanto de ativacdo de
muitos poluentes ambientais. Sabe-se que a enzima GSTT1 detoxifica monohalometanos
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(metil brometo) e epdxidos de etileno alcanos e butadieno, mas ela ativa cloreto de metileno e
alguns agentes alquilantes bifuncionais (HAYES e PULFORD, 1995). Os constituintes da
fumaca do cigarro, tais como halogenetos de alquilo e produtos quimicos derivados do fumo
de cigarro, tais como diol-epéxido benzo(a)pireno e acroleina sdo catalisadas por GSTT1
(KIM, 2002; STRANGE, 2001; HAYES et al., 1995; PEMBLE et al., 1994).

Alguns estudos ndo encontraram associacao significativa entre GSTT1*0 e doenca
hepatica alcodlica (ALD) ou cirrose hepatica alcodlica (ALC) (KHAN et al, 2009; LADERO
et al, 2005; FRENZER et al.,, 2002). Outros estudos relatam a associacdo entre o
polimorfismo do gene GSTT1 e aumento do risco de céncer de pele, pulméo, estdmago,
intestino, hepatocelular, prostata, suscetibilidade ao cancer de mama e colorretal na populacédo
asiatica (RAMALHINHO et al., 2012; XU, et al., 2011; NORPPA, 2004; PARK et al., 2000).

Senthilkumar e Thirumurugan (2014) encontraram efeito protetor do céancer de
cabeca e pescoco em fumantes com o polimorfismo GSTT1*0.

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

2.4.3 GSTP1 e o polimorfismo Ile105Val

O gene GSTP1 localiza-se na regido cromossémica 11g13, apresentando maior
concentracdo nos pulmdes, es6fago e placenta e codifica uma enzima envolvida no
metabolismo de compostos halogenados, moléculas de baixo peso molecular e epoxidos
reativos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) (AGUIAR, 2009). O GSTP1
apresenta um Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) que é gerado quando hé alteracéo
em um Unico nucleotideo, e pode provocar alteracdes em sitios de reconhecimento de enzimas
de restricdo. Trés diferentes alelos GSTP1, GSTP1a, GSTP1b e GSTP1c foram descritos para
esse gene: o primeiro alelo variante, denominado GSTP1*B difere do GSTP1*A (alelo
selvagem normal) por apresentar uma transicdo A>G no nucleotideo +313 do éxon 5,
mudando o c6don 105 de ATC (lle) para GTC (Val) (Figura 4). O GSTP1*C é caracterizado
por duas transi¢6es de nucleotideos, A>G no cdédon +313, a mesma observada no GSTP1*B, e
C>T no nucleotideo +341 do éxon 6, resultando na mudanca GCG (Ala) > GTG (Val) no
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cédon 114. O c6don 105 compreende parte do sitio ativo da enzima GSTP1 para ligacdo de
eletrofilicos reativos, e a substituicdo 1le105 > Val105 nas variantes GSTP1*B e GSTP1*C
afeta a atividade catalitica substrato-especifica e a estabilidade térmica da proteina codificada
(JOHANSSON et al., 2001; PANDYA et al., 2000). Enquanto as variantes de GSTML1 e
GSTT1 séo decorrentes da heranca de uma delecdo homozigética de todo o gene (WIENCKE
et al., 1990), a variacdo do alelo de GSTP1 resulta em uma isoenzima com atividade reduzida
(BEDIAGA et al., 2015; NAIR et al., 2013).

Figura 4 - Localizacdo estrutural da alteracdo do sitio de reconhecimento de enzimas de
restricdo que codifica o SNP para a subfamilia GST pi (cromossomo 11q13).

GSTP1
e AR T
2.8 kb oo e [N ,/ \ ”,4’/,”,, Ny
'} 1"-’{1‘;//’ ;'/ \‘.r;‘ 'f:‘\,”/f’ ,4”,// c \\\\
[1!2| 3 | 4 | s *[ 6 | ¢ 7 |
i G T 1
’ :
' lle i
! Vi 209
104

A seta indica sitio polimoérfico que resulta na substituicdo de aminoacidos no cédon 104 (lle / Val) no éxon 5.
Figura adaptada de Parl, 2005.

A variante GSTP1 Ilel05Val tem sido amplamente estudada e ocorre em
frequéncias de 14-20% entre negros africanos, 28-32% entre caucasianos e 14-18% entre
asiaticos segundo estudo realizado por Dongping (2010).

Soya e colaboradores (2007) ndo encontraram risco significativo para cancer do
trato aerodigestivo superior na populacdo em estudo na presenca do polimorfismo Ile105Val
de GSTP1. No entanto, houve um aumento da frequéncia do gendtipo variante de GSTP1 em
pacientes com cirrose alcodlica, em relagdo a controles saudaveis (MARCOS et al., 2011;
GHOBADLOO et al., 2004). Burim et al. (2004) identificaram maior frequéncia do genétipo
Val/Val do GSTP1 em pacientes com doenga hepatica alcodlica ou pancreatite crénica quando
comparados aos alcoolistas sem doenca ou 0s controles saudaveis, e que a variante Val
prevalecia em pacientes com cirrose alcodlica, quando comparado com os controles. O gene
GSTP1 foi relacionado com diferentes tipos de cancer como o de cabeca e pescoco
(CARRARD, 2008; CURIONI, 2008), préstata (QUADRI, 2011; MO, 2009) mama
(SERGENTANIS, 2010; AGUIAR, 2009; KADOURI, 2008) e cancer hepatocelular (YAO-
LI, 2010).
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Os genes de metabolizacdo podem estar associados ao risco de dependéncia, visto
que esses polimorfismos alteram a atividade enzimatica e consequentemente o metabolismo
de compostos endogenos e exdgenos como o alcool e seus metabdlitos, causando sintomas de
aversao que inibem a ingestdo e a dependéncia (GOLAN, 2009). Os achados no trabalho de
Ledesma et al. (2014) fornecem evidéncias de que a sinalizagdo no estresse oxidativo
induzida pela ingestdo de alcool além de leséo celular, influenciam em estados motivacionais
que levam ao consumo de alcool e que antioxidantes podem reduzir a ingestdo do etanol,
sugerindo estudos que visam caracterizar o papel das GSTs e seus moduladores no consumo
de alcool.

Pessoas com 0 genotipo para as GSTs que corresponde a baixa atividade
enzimatica, como por exemplo, o gendtipo nulo para GSTM1 e GSTT1, e o alelo polimérfico
Val para o gene GSTP1 podem desenvolver resisténcia ao consumo do alcool, 0 mesmo ndo
ocorre em pessoas com um genotipo de alta atividade, pois o alcool pode ter uma taxa mais
alta de biotransformacdo e subsequente excrecdo. Alternativamente, pessoas com 0 gene
funcional para as GSTs poderiam se beneficiar, por apresentarem menos efeitos do consumo
do alcool pela habilidade destes compostos em induzir a acdo de enzimas de detoxificacao,
facilitando a biotransformacédo e excrecéo de substratos danosos (MARCHIONI et al., 2011;
CORNELIS et al., 2007).

Embora os genes de fase Il sejam altamente polimdrficos e numerosos estudos
realizados em diferentes populagBes para determinar se polimorfismos nessas enzimas
contribuem para a suscetibilidade genética no desenvolvimento de dependéncia do alcool,
cancer ou outras patologias relacionadas ao consumo abusivo, 0s resultados dessas
associagdes ainda sdo inconsistentes (CANOVA et al., 2009).

Por isso se faz necessario mais estudos que consigam identificar gendtipos de
suscetibilidade ao risco de uso abusivo e/ou desenvolvimento de doengas, entre elas a
dependéncia, ocasionadas pelo alto consumo de bebidas alcodlicas principalmente diante do
aumento do consumo de alcool na populacdo brasileira e a escassez de trabalhos realizados no
nordeste brasileiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se os polimorfismos de determinadas enzimas metabolizadoras de
xenobidticos e de defesa antioxidante estdo relacionadas com a suscetibilidade ao uso abusivo
do élcool em uma populacdo do Nordeste brasileiro.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia do polimorfismo de delecdo nos genes de metabolizacéo do
alcool GSTM1 e GSTT1 em uma populacao de alcoolistas e de controles;

e Determinar a prevaléncia do polimorfismo llel05Val do gene de metabolizagdo do
alcool GSTP1 em uma populacdo de alcoolistas e de controles;

e Determinar se as frequéncias das variantes alélicas propostas, e de seus respectivos
alelos, diferem entre os alcoolistas e os individuos controles em uma populacdo, a fim de
identificar variagdes de suscetibilidade ao uso abusivo e no desenvolvimento de dependéncia do
alcool;

e Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas observadas para 0s genes humanos
deste estudo na populacdo do nordeste brasileiro com outros estudos populacionais, visando

contribuir para um melhor conhecimento da estrutura populacional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Andlise dos sujeitos e aspectos éticos

O tipo do estudo foi um caso-controle. Foram selecionados 283 individuos,
sendo145 controles e 138 alcoolistas. Todos os participantes foram do género masculino com
idade entre 18 e 91 anos e recrutados no municipio de Parnaiba, Pl, Brasil, no periodo de
2011 a 2013. A avaliagdo diagnostica de todos os individuos foi realizada por meio de
prontudrios médicos e uma entrevista e preenchimento do questionario de estudo transversal
(APENDICE I1) estruturado com base na 42. edicdo do Manual de Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais — (Diagnostic and statistical manual of mental disorders, 4th edition -
DSM-1V) (American Psychiatric Association, 1994). Os alcoolistas selecionados estavam em
tratamento no Centro de Apoio psicossocial de alcool e drogas (CAPS-AD) e cumpriram 0s
critérios de diagnostico para dependéncia do alcool (303,90) ou o abuso do alcool (305,00) do
DSM-IV ou CID-10, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE 1),
além de concordarem em doar a quantidade necessaria de sangue para a genotipagem.

Os critérios de inclusdo foram: (i) individuos ndo aparentados; (ii) capacidade
cognitiva para compreensdo dos objetivos do estudo, dos procedimentos experimentais
envolvidos e das questfes pertinentes & entrevista, tendo assinado o termo de consentimento
livre e esclarecido antes da coleta de sangue e (iii) hereditariedade paterna e materna
nordestina brasileira. Os critérios de exclusdo para ambos foram: (i) individuos portadores do
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), hepatite B e C, comorbidades como a
esquizofrenia, transtornos do humor ou deméncia (DSM-1V) e (ii) dependéncia de outras
substancias quimicas além do alcool ou nicotina. Além disso, todos os participantes foram
entrevistados com um questionario padrdo para coletar as informagfes basicas, incluindo
caracteristicas socio-demogréaficas (como por exemplo, idade e escolaridade) e itens
relacionados ao uso do alcool (como por exemplo, idade do primeiro uso, o padrdo do
consumo de alcool - média de doses por dia, sendo calculado o valor de 1 dose equivalente a
14g de éalcool, definido de acordo com a OMS, além dos padrdes do habito tabagista e
histérico familiar de alcoolismo ou uso abusivo do alcool conforme descrito anteriormente
(KARPYAK et al., 2009). Os controles foram individuos que ndo tiveram problemas com

alcool ou que nunca beberam, com idade > 18 anos.
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Os dados obtidos da populacdo alcoolista por meio do questionario de estudo
transversal serviram para determinar o grau de dependéncia a fim de correlacionar com 0s
genotipos obtidos, a frequéncia e a quantidade de alcool consumido, considerando-se em
separado os diferentes tipos de bebida de acordo com a Tabela 1 (VOGEL, 2007).

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

Bebida Porcentagem de Alcool
Cerveja 5%
Vinho 12%
Uisque/Conhaque/Pinga 40%

Fonte: Divisdo de Gastroenterologia - HCRP-FMRP-USP, Departamento de Psicobiologia da UNIFESP/EPM.

Para obter as doses equivalentes de uma determinada bebida, é preciso multiplicar
a quantidade consumida por sua concentracdo alcodlica. Tem-se, assim, a quantidade absoluta
de alcool da bebida, como observado na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantidade de alcool contido em cada dose de bebida

Bebida Volume Teor Quantidade de Gramas de Dose
. alcool ) )
Alcodlico Alcool/ Dia 1D=14g
(Volume x Teor .

Alcodlico) (Quantidade de

Alcool x 0,8%)
Vinho 150mL 12% 18ml 14,49 1

Tinto

Cerveja 350mL 5% 17,5ml 149 1
Destilado 40mL 40% 16ml 12,89 1

(*) Quantidade de alcool em gramas € obtida a partir da multiplicacdo da quantidade de alcool contido na bebida
pela densidade do alcool (d=0,8). Fonte: Nicleo Einstein de Alcool e Drogas do Hospital Israelita Albert
Einstein — NEAD.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui (CAEE: 0234.0.045 — 00 010) de acordo com as diretrizes
estabelecidas na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todos os voluntarios desta pesquisa pés-

informados.
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4.2 Genotipagem

Foram coletados de todos os individuos 4 mL de sangue periférico utilizando
seringas individuais e descartaveis, armazenados em tubos contendo é&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O DNA gendmico foi extraido a partir dos linfocitos com
o kit de Purificacdo de DNA gendmico Wizard™ (Promega Inc., Madison, WI, EUA) de
acordo com as especificacdes do fabricante.

A qualidade do DNA foi determinada por corrida eletroforética em gel de agarose

d™ e visualizadas em transluminador modelo L-PIX-HE

a 0,8%, corado com GelRe
(LOCCUS® Biotecnologia, Brasil) a luz ultravioleta. A concentragio do DNA foi
determinada por meio de espectrofotémetro utilizando-se um comprimento de onda de 260 a
280 nm no equipamento modelo BioSpec-nano (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). Uma
vez confirmada a qualidade das amostras, as mesmas foram armazenadas em freezer (-20°C)
no Laboratério de Genética e Biologia Molecular, UFPI, Campus Ministro Reis Veloso,
passando a fazer parte do banco de DNA do Projeto intitulado “Estudo Citogenético e
Molecular em uma Populacdo de Alcoolistas do Estado do Piaui”, sob a responsabilidade da
Profé. Dr2 Renata Canalle.

A andlise das variantes polimérficas nos genes das enzimas glutationas s-
transferases GSTM1*0, GSTT1*0 foi realizada tendo como base o protocolo para técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) multiplex de
Adbel-Rahman et al. (1996). Ja a analise de GSTP1 lle105Val (rs 1695) foi realizada pela
técnica de PCR e polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP, do inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism) Bsma | de acordo com Harries et al. (1991),
conforme as concentracdes apresentadas na Tabela 3.

Em todas as PCRs executadas utilizou-se controle negativo (branco) e positivo, a
fim de detectar provaveis erros no experimento decorrentes do manuseio inadequado do
material ou até mesmo problemas nos reagentes. O controle positivo usado para 0s genes
GSTT1 e GSTM1 foi a amplificagcdo constante do gene CYP1A1, usado como controle interno
de reacdo. Para controle negativo (branco), utilizou-se todos os reagentes da amplificacdo
exceto o DNA gendmico. Todo o procedimento foi realizado dentro de uma cabine de
seguranca bioldgica de fluxo unidirecional horizontal da marca VECO, contendo uma
Lampada de Luz UltraVioleta a fim de eliminar resquicios de DNA de outras amostras que
nao a de interesse, além de ter acdo bacteriostéatica.



Tabela 3 - Volumes e concentragdes dos reagentes utilizados na PCR

GSTT1, GSTT1e CYP1Al GSTP1
Reagente Volume e concentragéo
H,O estéril 9,2 uL 12,5 uL
Tampéo 2,5uL (20 mM Tris-HCI, 50 MM 2,5uL (20 mM Tris-HCI, 50 mM
KCI, pH 8,4) KCI, pH 8,4)
dNTPs 5,0 uL (2 mM) 5,0 uL (2 mM)

Primer foward
Primer reverse

MgCI2

Tag DNA polimerase

DNA gendmico

TOTAL

1,0 uL (0,4 pm)
1,0 uL (0,4 pm)
1,0 uL (2 mM)
0,25 L (1,25 V)
1,0 yL (200 ng)

25 L

1,5 L (0,6 pMm)
1,5 L (0,6 pMm)
0,5 uL (1,0 mM)
0,25 L (1,25 V)
1,0 yL (200 ng)

25 L
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A Tabela 4 apresenta os primers utilizados e o tamanho do produto de
amplificagdo de cada um (amplicon). Os primers para CYP1A1 amplificam um fragmento
constante de 312 pb, o qual foi usado como controle interno da reacdo, excluindo a
possibilidade de uma falsa interpretacdo dos resultados devido a auséncia da reacdo de
amplificacdo. O fragmento de 215 pb pode ser visto somente nos casos de individuos que
possuem 0 gendtipo GSTML1 positivo. O fragmento de 480 pb pode ser visto somente nos
casos de individuos que possuem o gendtipo GSTT1 positivo. A auséncia de amplificacdo
GSTM1 (215 pb) ou GSTT1 (480 pb), na presenca de controle interno, indica os respectivos
genotipos nulos para cada gene (figura 5). O par de primers para 0 gene GSTP1 P105F e
P105R gera um produto de amplificacdo constante de 176 pb, referente ao gendtipo
homozigoto para o alelo selvagem (lle/lle), o qual ndo sofre acdo da enzima Bsma I,

originando uma banda néo clivada.
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Tabela 4 - Sequéncia dos primers utilizados para a amplificacdo das regides polimérficas
estudadas e o tamanho do produto de PCR

Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon Referéncia
GSTM1-F GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C
215 pb Adbel-Rahman et al., 1996
GSTM1-R GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G
CYP1A1-F GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT
312 pb Adbel-Rahman et al., 1996
CYP1A1-R CAG CTG CAT TTG GAA GTG CTC
GSTT1-F TTC CTT ACT GGT CCT CACATCTC
GSTT1-R TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 480 pb Adbel-Rahman et al., 1996
GSTP1-F ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA
GSTP1-R TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT 176 pb Harries et al., 1991

Figura 5 - PCR-multiplex em gel de agarose 2% para deteccdo dos polimorfismos nos genes
GSTM1 (215 pb) e GSTT1 (480 pb), e 0 gene CYP1Al (312 pb) como controle interno da
reacao.

o 480 pb
‘Aﬁﬂﬂﬂl*ﬂﬁl 312 pb

Y 1. L.l 215 pb

M = marcador de peso molecular (100 pb) e B = branco (todos os reagentes, exceto DNA). Linhas 1, 5, 8,9, 10 e
11 todos os genes estdo presentes. Linha 2 0 gene GSTM1 e GSTT1 estdo nulos. Linhas 3, 4 e 6 0 gene GSTML1 é
nulo. Linha 7 o gene GSTT1 é nulo

Todos os reagentes utilizados na técnica de PCR, exceto os primers, foram
comprados na empresa Ludwig Biotecnologia Ltda (Rio Grande do Sul, Brasil).
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Apos o preparado adequado de todos os reagentes (mix de PCR) e das amostras de
DNA genémico dos grupos alcoolistas e controles, seguiu 0 processo com a insercdo dos
tubos na placa do termociclador (Thermal Cyclers Amplitherm®, Madison, WI, USA), para a
amplificacdo da regido de interesse, sendo o aparelho devidamente programado para a
realizacdo dos ciclos (Tabela 5).

Tabela 5 - Parametros de ciclagem adotados para as rea¢des de PCR

Genes Desnaturacéo Desnaturacéo Anelamento Extenséo Extenséo
Inicial final

GSTT1, 95°C/5min. 94°C/2min. 58°C/1min. 72°C/1 72°C/4 min.
GSTM1 e . minuto

CYP1A1 (30 ciclos)

GSTP1 95°C/5min. 94°C/30seg. 58°C/30 72°C/30 72°C/5 min.

. seg.
(30 ciclos) seg.

Os produtos da PCR juntamente com um controle negativo e com marcador de
peso molecular (Ladder - com tamanho de 100 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (na concentracao de 2%). Para a corrida foram utilizados 10 pL do produto de PCR
dos genes GSTT1 e GSTML1 e 5ul do produto de PCR do gene GSTP1, corados com 2 puL do
corante BLUE (azul de bromofenol + chileno-cianol + glicerol + 4gua) e 2 L da solucdo de
GelRed™ 0,2% (1 pl de GelRed™ 10.000x + 500 pl de &gua), a mesma quantidade foi usada
para o branco e 2 puL do marcador de peso molecular corado com 2 pL de GelRed™ para a
definicdo do tamanho das bandas formadas, em seguida foram submetidos a eletroforese a
uma voltagem de 90V por 30 minutos. As bandas foram visualizadas por foto-documentagéo
pelo transluminador (Loccus Biotecnologia), sob luz ultravioleta, para checagem de
amplificacdo e confirmacdo de auséncia de contaminacdo na amostra branco. Apds isto, a
imagem foi enviada para o banco de dados, para posterior andlise visual da auséncia ou
presenca de amplificacdo caracterizada pelo aparecimento de bandas, para analise dos
polimorfismos de delecdo para os genes GSTM1 e GSTT1.

Os produtos de amplificacdo confirmados para o estudo do polimorfismo
llel05Val do gene GSTP1 foram submetidos a técnica de RFLP para a qual foi utilizada a
endonuclease Bsma | 5.000 U/mL (New England Bio Labs, Beverly, MA, USA.). As
condicdes utilizadas para o procedimento de RFLP estdo descritas na Tabela 6.
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Tabela 6 - CondicGes da digestdo enzimatica para deteccdo do polimorfismo Ile105Val do
gene GSTP1

GSTP1
PCR 10 pL
Tampéo NEBuffer3 1,5uL
Enzima Bsmal 0,5uL (2,5U)

Agua estéril 3,0 uL
Volume total 15uL
Temperatura 55°C
Tempo de incubacéo 2 horas

Todos os reagentes exceto a PCR e a agua, eram de fabricacdo da empresa New
England Bio Labs® Inc. e tinham concentracfes baseadas nas instrugdes de uso da enzima
recombinante Bsma I.

Na presenca do alelo polimérfico Ile105Val do gene GSTP1, a enzima Bsma |,
reconhece o sitio de restricdo (5’-GTCTC(N),¥-3"), corta o fragmento de 176 pb gerando
dois fragmentos, um de 91 pb e o outro de 85 pb. O alelo selvagem ndo possui o sitio para a
enzima de restricdo e permanece com 0 mesmo tamanho do produto de amplificacdo (Tabela
7).

Tabela 7 - Padréo de bandas esperado na digestdo para detec¢do do polimorfismo lle105Val
do gene GSTP1

Genotipos
Bandas le/lle lle/Val Val/Val
176 pb Presente Presente Ausente
91 pb Ausente Presente Presente
85 pb Ausente Presente Presente

Apos a digestdo completa, os produtos de RFLP foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2%. A coloragdo do DNA foi feita utilizando-se o GelRed™. Na cuba de
eletroforese horizontal foi utilizada uma corrente de 70V por 30 minutos 0 que promove a
separacdo das bandas e sua posterior visualizagcdo por meio do transluminador com fonte de
luz ultravioleta. Para a corrida foram utilizados 10 pL do produto da reacéo de RFLP, 2 pL do
corante BLUE (azul de bromofenol+chileno-cianol+glicerol+agua) e 2 puL da solucdo de
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GelRed™. Foi utilizado um marcador de peso molecular (100 pb) corado com 2 pL de

GelRed™ para a defini¢cdo do tamanho das bandas formadas (figura 3).

Figura 6 - PCR-RFLP em gel de agarose 2% para detec¢do do polimorfismo Ile105Val do
gene GSTP1.

Em 1: Marcador de peso molecular (100 pb); 2 e 5: lle/lle; 3 e 4: lle/Val; 7: Val/Val; 6: branco.

Em cada amplificacdo, além do controle negativo (branco) havia um controle
positivo que consistia em uma amostra sabidamente homozigota polimérfica (gen6tipo
Val/Val) onde ela deveria aparecer corretamente, indicando que na digestdo havia uma

quantidade de enzima suficiente para digerir todo o DNA.

4.3 Analise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram determinadas por simples contagem.
Para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg, as distribuicbes genotipicas foram comparadas
pelo teste do Qui-quadrado. O teste de probabilidade exato de Fisher (bicaudal) foi aplicado
na avaliacdo das diferencas nas distribuices genotipicas e alélicas entre os grupos. O teste t
independente foi 0 método usado para comparar as diferencas dos dados demogréaficos. A
“odds ratio” (OR) e o intervalo de confianca (IC) de 95% foram calculados como uma
estimativa de risco relativo e grau de associagdo. Foi usada uma significancia de p<0,05. As
andlises dos dados foram todas realizadas pelo programa IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc,
EUA) e BioEstat 5.0 software (Ayres et al., 2007).
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5 RESULTADOS

Foram selecionados no periodo de 2011 a 2013, 138 pacientes alcoolistas em
seguimento clinico em um centro de tratamento de referéncia (CAPS-AD) e 145 controles
saudaveis sem historico de consumo de alcool de moderado a pesado, todos do género
masculino e da cidade de Parnaiba — PI. A idade do grupo alcoolista variou de 18 a 83 anos, e
grupo controle com idade variando de 18 a 91 anos. No grupo de alcoolistas a idade de inicio
de utilizacdo do alcool foi em média de 14 anos, com consumo medio de 23,50g de alcool
puro por dia, além de 57,25% possuir habito tabagista.

As caracteristicas clinicas e demograficas quanto a idade dos alcoolistas e
controles, escolaridade, idade do primeiro uso, ingestdo de alcool médio por dia, habito
tabagista e historico familiar de uso do alcool foram avaliadas e sdo apresentadas na tabela 8.
Alcoolistas e controles ndo diferiram estatisticamente na idade do primeiro uso, no entanto,
foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) nas demais variaveis presentes. O grupo
controle apresentou maior média quanto a escolaridade e o grupo alcoolista quando
comparado as doses diarias. Quanto ao habito tabagista e historico familiar de uso abusivo do
alcool, foi visto em maior frequéncia no grupo de alcoolistas.

O polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTT1 levam a uma delecdo completa
desses genes, consequentemente a ndo producdo de enzimas GSTM1 e GSTT1. A analise das
frequéncias genotipicas de GSTM1 e GSTT1 sdo mostradas na tabela 9. Ao analisar as
frequéncias genotipicas do polimorfismo GSTM1*0 observou-se que estava presente em
32,61% dos alcoolistas, ndo apresentando significancia estatistica quando comparado com o
grupo controle (40,00%), p=0,24. As frequéncias de GSTT1*0 para alcoolistas (31,88%) e
controles (40,69 %) também ndo mostraram significancia estatistica com valor de p=0,15.
Para a delecdo dos genes GSTM1 e GSTT1 o equilibrio de Hardy-Weinberg ndo pode ser
testado devido a impossibilidade do protocolo de PCR utilizado no presente estudo em

separar heterozigotos de homozigotos para essas delecoes.



Tabela 8 - Caracteristicas demogréaficas da amostra.
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Alcoolistas Controles
Variavel Média =+ D.P.  Média + D.P. IC 95% P T
n=138 n=145
Idade (anos) 39,71 (13,37) 53,69 (21,46) 9,76 - 18,20 <0,05 6,52
Escolaridade
6,43 (4,52) 11,33 (5,02) 2,76 - 7,23 <0,05 4,57
(anos)
Idade 1° uso 14, 51 (3,70) 14, 42 (3,12) -1,95-2,14 0,92 0,10
Doses por dia** 23,50 (17,88) 0,03 (0,30) 20,54 — 26,39 <0,05 15,80
Correcdo de
0, 0, *
Numero (%) Numero (%) Yates p
Fumantes 79 (57,25) 36 (24,83)
29,47 <0,0001
N&o fumantes 59 (42,75) 109 (75,17)
Historico 105 (76,09) 14 (9,66)
familiar
—— 125,34 <0,0001
Semhistorico  a35391) 131 (90,34)

familiar

D.P. = Desvio padrédo; p = valor do Teste t para amostras independentes; Significancia estatistica (P < 0.05); IC
= intervalo de confiancga; p*-valor do teste do qui-quadrado; ** = padrdo de consumo definido de acordo com o
Instituto  Nacional sobre Abuso de Alcool e Alcoolismo (NIAAA) como 14 g de alcool (http: //
rethinkingdrinking. niaaa.nih.gov/WhatCountsDrink/WhatsAstandardDrink.asp); Significancia estatistica (P <

0.05).

Tabela 9 - Distribuicdo genotipica dos alcoolistas e controles para os genes GSTM1 e GSTT1.

Alcoolistas Controles
Genotipos Numero (%) Namero (%) p* OR (95% IC) P
n= 138 n= 145
GSTM1
Presente 93 (67,39) 87 (60,00) referéncia 1 (referéncia)
Nulo 45 (32,61) 58 (40,00) 0,21 0,72 (0,44-1,18) 0,24
GSTT1
Presente 94 (68,12) 86 (59,31) referéncia 1 (referéncia) 0,15
Nulo 44(31,88) 59 (40,69) 0,13 0,68 (0,41-1,11)

Nulo = delecéo; p*= os valores foram calculados pelo teste de probabilidade exato de Fisher; OR= odds ratio;
IC= intervalo de confianca.
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Foi realizada analise combinada entre os polimorfismos GSTM1 e GSTT1 entre
alcoolistas e controles, a fim de avaliar a auséncia ou presenca de genotipos de risco e
elucidar fatores de risco associados a suscetibilidade ao alcoolismo. Em nossa analise GSTM1
e GSTT1 nulos foram considerados genotipos de risco, ja a presenca dos genes GSTM1 e
GSTT1 gendtipos de baixo risco. A analise dos dados mostrou que quando existe apenas um
genotipo de risco, ou seja, a combinacdo GSTM1+/GSTT1- e/ou GSTM1-/GSTT1+, foram
encontradas frequéncias semelhantes entre alcoolistas e controles, ndo apresentando diferenca
significativa entre os grupos (p=0,43 e p=0,57, respectivamente). Quando combinados os dois
genotipos nulos GSTM1-/GSTT1- as frequéncias foram de 13,04% nos alcoolistas e 20,00%
nos controles, mesmo estas apresentando diferenca entre os dois grupos nao houve

significancia estatistica com p=0,09 e OR=0,52 (tabela 10).

Tabela 10 — Frequéncia dos genétipos GSTM1 e GSTT1 combinados de alcoolistas e
controles.

Alcoolistas Controles OR (95% IC) P
Genotipos TOTAL (%)
GSTM1+/GSTT1+ 67 (48,55) 57 (39,31) 1 referéncia
GSTM1+/GSTT1- 26 (18,84) 30 (20,69) 0.73 (0,39 - 1,38) 0,43
GSTM1-/GSTT1+ 27 (19,57) 29 (20,00) 0.79 (0,42 — 1,49) 0,57
GSTM1-/GSTT1- 18 (13,04) 29 (20,00) 0.52 (0,26 — 1,04) 0,09

+ presenca, - auséncia (nulo- delecdo); OR= odds ratio; IC = intervalo de confianca; Significancia
estatistica (P < 0.05).

A tabela 11 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo
GSTP1(rs1695). Tendo o gendtipo homozigoto selvagem Ile/lle como referéncia, observou-se
uma maior frequéncia do genotipo heterozigoto lle/Val no grupo alcoolista (46,38%) e
controle (46,90%), ndo havendo significancia estatistica entre eles (p= 0,90). Ao comparar 0
genotipo homozigoto mutante Val/Val entre alcoolistas (15,22%) e controles (11,72%) esse
mostrou frequéncia semelhante entre os grupos, ndo diferindo estatisticamente (p= 0,48). Ao
comparar as frequéncias alélicas entre os grupos, observou-se a predominancia do alelo Ile em
ambos, porém sem significancia estatistica p=0,47. A populacdo em questdo estava em

equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05), uma vez que as frequéncias genotipicas esperadas e
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observadas de GSTP1 ndo diferiram estatisticamente, podendo entdo considerar que as

amostras pertencem a uma populacdo em equilibrio genético (tabela 12).

Tabela 11 - Distribuicdo genotipica e alélica dos alcoolistas e controles para o gene GSTP1.

Alcoolistas Controles
Genotipos/Alelos Numero (%) Namero (%) p* OR (95% IC) p
n=138 n= 145

GSTP1
rs 1695
le/ lle 53 (38,41) 60 (41,38) referéncia 1 (referéncia)
lle/Val 64 (46,38) 68 (46,90) 0,89 1,06 (0,64-1,76) 0,90
Val/Val 21 (15,22) 17 (11,72) 0,45 1,39 (0,66-2,92) 0,48
Alelos

lle 170 (61,59) 188 (64,83) referéncia 1 (referéncia)

Val 106 (38,41) 102 (35,17) 0,43 1,14 (0,81-1,61) 0,47

p*= teste de probabilidade exato de Fisher; lle = alelo selvagem; Val = alelo mutante; OR= odds ratio; IC=
intervalo de confianca; Significancia estatistica (P < 0.05).

Tabela 12 - Valores de %2 e p para verifica¢do do equilibrio de Hardy — Weinberg.

GSTP1

X2 p
Alcoolistas 0,053 0,81
Controles 0,116 0,73

X2= qui quadrado; p= significancia estatistica (p < 0.05).

A histdria familiar é um importante fator de risco para a sindrome de dependéncia
do alcool, por isso foi analisada a associacdo dos genotipos de alcoolistas que relatam haver
consumo de bebidas alcodlicas por parte de outros membros da familia em relacdo aqueles
que relatam ndo ter parentes que bebem. O gendtipo selvagem para GSTM1 apresentou maior
frequéncia nos alcoolistas com historico familiar 68,57% quando comparado com o0s
alcoolistas que relataram ndo ter historico de abuso do alcool em outros membros da familia
63,64%, apesar destas diferengas ndo serem estatisticamente significativas (p = 0,75) (tabela
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13). O gendtipo GSTT1 também ndo apresentou significancia estatistica quando comparado
entre os dois grupos (p= 0,66). Quando comparada as frequéncias genotipicas de GSTP1 nédo
houve significancia estatistica para Ile/Val entre alcoolistas (49,52%) e controles (36,36%),
p= 0,31, e para Val/Val entre alcoolistas (14,29%) e controles (18,18%) com p=0,79.

Tabela 13 - Comparacédo da frequéncia dos polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1 entre

alcoolistas em relacdo ao histérico familiar.

Com Histérico familiar Sem histérico familiar

Genotipos Ndmero (%) Namero (%) OR (IC) 95% p
n= 105 n=33
GSTM1
Presente 72 (68,57) 21 (63,64) 1 (referéncia)
Nulo 33(31,43) 12 (36,36) 0,80(0,35-1,82) 0,75
GSTT1
Presente 70 (66,67) 24 (72,73) 1 (referéncia)
Nulo 35(33,33) 9 (27,27) 1,33(0,56-3,17) 0,66
GSTP1
le/lle 38 (36,19) 15 (45,45) 1 (referéncia)
lle/val 52 (49,52) 12 (36,36) 1,71(0,71-4,06) 0,31
val/val 15 (14,29) 6 (18,18) 0,98 (0,32-3,02) 0,79

Nulo = delecéo; lle = alelo selvagem; Val = alelo mutante; OR= odds ratio; IC = intervalo de confianca;
Significancia estatistica (P < 0.05).

Ao analisar as frequéncias genotipicas entre os alcoolistas que iniciaram o
consumo de bebida alcodlica com idade inferior aos 14 anos com os alcoolistas que iniciaram
uso apés 14 anos, nao foi observada significancia estatistica para os genes GSTM1 (p=0,97) e
GSTT1 (p=0,38). Na analise entre os mesmos individuos quando comparados o0s genétipos
heterozigoto lle/Val com homozigoto selvagem lle/lle ndo houve significancia estatistica
(p=0,27). Quando se comparou Val/\VVal com lle/lle, houve uma tendéncia a significancia com
p=0,08 o0 que sugere que o polimorfismo Val/Val pode conferir risco ao individuo que faz uso
do alcool antes de 14 anos de 2,82 vezes maior, na suscetibilidade ao uso abusivo do alcool
nesta populacgdo, entretanto estas diferencas ndo foram significativas estatisticamente (tabela
14).
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Tabela 14 - Caracteristicas genéticas e idade do primeiro uso em alcoolistas para 0s genes
GSTM1, GSTT1 e GSTP1.

Inicio de uso < 14 anos Inicio de uso > 14 anos
Genotipos Numero (%) Numero (%) OR (IC) 95% P
n=57 n=81
GSTM1
Presente 38 (66,67) 55 (67,90) 1 (referéncia)
Nulo 19 (33,33) 26 (32,10) 1,05(0,51-2,17) 0,97
GSTT1
Presente 36 (63,16) 58 (71,60) 1 (referéncia)
Nulo 21 (36,84) 23 (28,40) 1,47(0,71-3,03) 0,38
GSTP1
le/lle 17 (29,82) 36 (44,44) 1 (referéncia)
le/Val 28 (49,12) 36 (44,44) 1,64 (0,77-351) 0,27
Val/Val 12 (21,05) 9(11,11) 2,82(0,99-7,98) 0,08

Nulo = delecéo; lle = alelo selvagem; Val = alelo mutante; OR= odds ratio; IC = intervalo de confianca;
Significancia estatistica (P < 0.05).

A tabela 15 compara as frequéncias dos genotipos GSTM1, GSTT1 e GSTP1 em
alcoolistas e controles fumantes e ndo fumantes. Para o genétipo nulo de GSTM1 ndo houve
significancia estatistica quando comparado alcoolistas fumantes e controles fumantes (p =
0,09). Na anélise do polimorfismo GSTT1*0 entre alcoolistas fumantes (31,65%) e controles
fumantes (55,56%) os dados mostraram significancia estatistica quando comparado os dois
grupos, com p=0,02, ou seja, a presenca do polimorfismo GSTT1*0 confere protecdo ao
desenvolvimento do uso abusivo do alcool. Os polimorfismos lle/Val e Val/Val GSTP1
(rs1695) ndo mostraram significancia estatistica quando comparado alcoolistas e controles em
relacdo ao habito tabagista. Comparando-se apenas os individuos ndo fumantes para ambos 0s

grupos ndo foi visto significancia estatistica para nenhuma das analises.
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Tabela 15 - Comparacédo da frequéncia dos polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1 entre
alcoolistas e controles em relacdo ao habito tabagista.
Alcoolistas fumantes Controles fumantes

Genotipos NUmero (%) Numero (%) OR (95%IC) P
n="79 n= 36

GSTM1
Presente 54 (68,85) 18 (50,00) 1 (referéncia)

Nulo 25(31,65) 18(50,00) 046(0,20-1,03)  0.09
GSTTL
Presente 54(68,35) 16(44,44) 1 (referéncia)

Nulo 25(31,65) 20(55,56) 0,37(0,16-0,83) 002
GSTP1

le/lle 31(39,24) 14(38,89) 1 (referéncia)

lle/Val 34(43,04) 14(38,89) 1,09 (0,45-2,66) 098
Val/Val 14(17,72) 8 (22,22) 079(027-231) 087

Alcoolistas ndo Controles nao
fumantes fumantes
Gendtipos NGmero (%) NGmero (%) OR (95%IC) P
n=59 n=109

GSTM1
Presente 39 (66,10) 69 (63,30) 1 (referéncia)

Nulo 20 (33,90) 40 (36,70) 088(045-1,72)  0.84
GSTTL
Presente 40 (67,80) 70 (64,22) 1 (referéncia)

Nulo 19 (32,20) 39 (35,78) 085(0,43-1,66) 076
GSTP1

le/lle 22 (37,29) 46 (42,20) 1 (referéncia)

lle/Val 30 (50,85) 54(49,54) 1,16 (059 -228) 079
Val/Val 7 (11,86) 9 (8,26) 1,62(053-4,93) 056

Nulo = delecéo; lle = alelo selvagem; Val = alelo mutante; OR= odds ratio; IC = intervalo de confianca;
Significancia estatistica (P < 0.05).
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6 DISCUSSAO

6.1 Anélise do polimorfismo GSTM1*0

No presente estudo, as frequéncias genotipicas do polimorfismo GSTM1*0 foram
analisadas em alcoolistas em tratamento no CAPS-AD. Mesmo esse genotipo apresentando
detoxificacdo deficiente de metabdlitos do alcool, os resultados sugeriram que ndao houve
associacao do genotipo nulo GSTM1*0 com o uso abusivo ou DA em nossos achados, embora
as frequéncias do gen6tipo nulo mostrando-se maiores em controles do que em alcoolistas, 0
que poderia sugerir que o aumento desses metabdlitos nas células de individuos nulos poderia
afastar o grupo controle da ingestdo de alcool por reagdes desagradaveis apds o consumo,
como ocorre na deficiéncia da enzima ADH, em nossos resultados ndo foi encontrada
associacao estatisticamente significante.

Assim como no trabalho de Plemenitas et al. (2015) com outra enzima de
metabolizagdo, onde o polimorfismo de c.— 1053C > T de CYP2EL, - T n&o foi associado com
DA em uma amostra de 101 pacientes dependentes de alcool, 100 individuos ex-dependentes
de élcool e 97 controles saudaveis.

Uma possivel explicacdo para essa nao associacdo pode ser a falta de
especificidade de ligacdo da enzima GSTM1 com metabdlitos do alcool ou uma compensacao
da nulidade desse gendtipo por uma GST de outra familia nos individuos expostos, podendo
mascarar a a¢ao dessa enzima na populacdo em estudo, ndo esquecendo, contudo, que fatores
ambientais e um pequeno nimero amostral podem afetar a funcdo do polimorfismo em
questdo (BHATTACHARJEE et al., 2013).

Sabendo ainda que a ndo eliminacdo dos metabdlitos de fase | das células pelas
GSTs levam ao acimulo de ROS causando dano celular, levantou-se a hipétese de que 0s
individuos desse estudo estdo suscetiveis a outras patologias além da dependéncia, dentre elas
estdo as que acometem 6rgaos especificos responsaveis pela metabolizacdo do alcool, como
no trabalho de Savolainen et al. (1996) que encontraram associacdo estatisticamente
significativa de GSTM1*0 com cirrose hepatica alcodlica, e em varios estudos o gendtipo nulo
foi encontrado com maior frequéncia entre pacientes com diferentes caracteristicas de doenca
hepatica alcoolica (KHAN et al., 2009; LADERO et al., 2005; BARANOV et al., 1996;
HARADA et al., 1987). J& em outras patologias, diversos relatos tem demonstrado um
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aumento do risco de asma ou diminuicdo da funcdo pulmonar em individuos com o genétipo
GSTM1 nulo (LIANG et al., 2013; LI e CHANGETAL, 2013; KARAM et al., 2012).

No entanto, Marcos et. al, (2011), em seus estudos de associacdo do consumo do
alcool a patologias associadas ao uso abusivo, ndo encontraram associacdo significativa entre
0 geno6tipo nulo e ALD ao comparar pacientes com ALD com controles saudaveis. Varios
estudos ndo conseguiram encontrar uma associagdo de GSTM1*0 entre pacientes com
diferentes caracteristicas de doenca hepatica alcodlica (BURIM et al., 2004; FRENZER et al.,
2002; GROPPI et al., 1991).

6.2 Anélise do polimorfismo GSTT1*0

As consequéncias bioldgicas do gendtipo GSTT1 nulo ndo estdo bem esclarecidas,
visto que a enzima apresenta propriedades tanto de detoxificacdo quanto de ativacdo de
muitos poluentes ambientais (HAYES & PULFORD, 1995). Strange et al., 2001 e Wiencke et
al., 1990 relatam que, a variante nula GSTT1*0 resulta na perda da atividade funcional da
enzima podendo estar associada a uma diminuicdo da capacidade de detoxificacdo de
xenobidticos, todavia Landi (2000) sugeriu que individuos com gendtipo GSTT1 positivo
podem ser mais propensos a acdo de genotoxicos metabolizados por meio da via GSTTL.

As frequéncias genotipicas de GSTT1*0 foram elevadas no grupo controle em
comparagdo aos alcoolistas, embora ndo tenha sido encontrada nenhuma significancia
estatistica de associacdo do genotipo nulo de GSTT1 com a suscetibilidade ao uso abusivo e
DA em nosso estudo. Apesar do acimulo de produtos da metabolizacdo do alcool traga
efeitos adversos ao individuo pela ndo expressdo de enzimas de metabolizacdo como a ADH,
que o afasta do consumo abusivo do alcool, quando associadas o uso abusivo com GSTT1*0,
esses dados ndo foram estatisticamente significantes.

Essa falta de associacdo em nosso trabalho pode ser resultado do pequeno nimero
amostral que ndo permitiu a visualizacdo dessa associacdo, ou entdo por uma possivel nao
especificidade de ligacdo da enzima GSTT1 com metabdlitos do &lcool ou uma compensacéo
da falta dessa enzima por uma GST de outra familia (PARL, 2005).

Frente ao intenso consumo de alcool na populacdo em estudo e relatos que
indicam que a perda da atividade funcional da enzima causada pela variante nula de GSTT1*0
leva a uma diminuicdo da capacidade de detoxificacdo de xenobidticos, entre eles metabdlitos
do etanol tais como acetaldeido e ROS que interagem com os acidos nucleicos, proteinas e
lipideos, especialmente com DNA mitocondrial, causando dano celular em 6rgédos como
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figado e pancreas (STRANGE et al., 2001; LIEBER, 1994; WIENCKE et al., 1990; BOYER,
1989). Sugere-se que os alcoolistas dessa pesquisa estdo suscetiveis a patologias como cirrose
alcodlica, pacientes e alguns canceres, visto que, Burim et al. (2004) relataram um aumento
na frequéncia de GSTT1*0 em alcoolistas com pancreatite em relacdo aos controles ou
alcoolistas sem doenca. Ladero et al. (2005) e Khan et al., (2009), relataram um aumento na
frequéncia do gendtipo GSTT1 nulo em pacientes com doenca hepatica alcodlica, quando
comparados com os controles saudaveis. Soya et al. (2007) encontraram associa¢do entre 0
genotipo nulo de GSTT1 com um risco de quase 2,5 vezes para cancer do trato aerodigestivo
superior.

No entanto, outros estudos que correlacionaram consumo de bebidas alcodlicas e
doencas também ndo apresentam resultados significativos. Frenzer et al. (2002) e Burim et al.
(2004) em seus trabalhos ndo encontraram associacdo significativa entre a frequéncia do
gendtipo nulo de GSTT1 em pacientes alcoolistas com cirrose alcodlica quando comparados
com o0s controles ndo alcoolistas, ou pacientes cirréticos ndo-alcodlicas ou controles
alcoolistas.

Abbas et al. (2004), ndo encontraram diferencas entre 0s casos de adenocarcinoma
esofagico (ADC) sobre as frequéncias do polimorfismo GSTT1*0 quando comparados aos
controles, sendo visto um efeito protetor dessa delecdo em pacientes com ADC. Kim et al.
(2002) visualizaram uma associacdo entre o genétipo nulo de GSTT1 como um fator de
protecéo para cancer de bexiga.

Tais resultados contraditérios podem ser explicados por evidéncias toxicoldgicas,
pois ha um aumento do risco de tumores hepéticos e renais em seres humanos com o genétipo
GSTTL1 positivo apds exposicdes a solventes halogenados. Curiosamente, o figado e os rins
sdo dois 6rgaos que expressam o mais elevado nivel de GST classe teta no corpo humano.
Assim, o0 genotipo GSTT1 positivo pode conferir tanto diminuicdo ou aumento do risco a DA
e outras patologias como o cancer, o que dependeria da fonte de exposicao; estudos in vitro,
em sua maioria realizados em metabdlitos de butadieno, confirmam a acdo protetora de
GSTTL1 positivo (LANDI, 2000). Essa protecdo pode estender-se para DA, pois individuos
com gendtipo positivo ou nulo podem sofrer com efeitos adversos e consequentemente
afastar-se do consumo do alcool, no entanto esses mesmos individuos por possuirem baixa ou
alta detoxificacdo dependendo do composto em questdo podem desenvolver sérios problemas
a nivel celular em determinados 6rgdos como figado e rins.

Estes achados podem indicar que individuos com gendtipo GSTT1 positivo podem
ser mais propensos a acdo de genotdxicos metabolizados por meio da via GSTT1. Hayes &
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Pulford (1995) indicaram que essa enzima apresenta propriedades tanto de detoxificacdo
quanto de ativacdo de muitos poluentes ambientais, assegurando ainda mais os resultados

apresentados anteriormente.

6.3 Anélise do polimorfismo GSTP1 Ile105Val

Na presente investigacdo as frequéncias do genotipo para o gene GSTP1
homozigoto selvagem (lle/lle), heterozigoto (lle/Val), homozigoto mutante (Val/Val) e
frequéncias alélicas lle e Val, foram equivalentes entre alcoolistas e controles, evidenciando
que possivelmente ndo ha nenhuma associacdo entre o polimorfismo em questdo e 0 aumento
da suscetibilidade ou protecdo ao uso abusivo e DA nesta popula¢do em estudo.

No entanto as moléculas geradas pela metabolizacdo do alcool que contém
oxigénio sdo ditas altamente reativas porque quando ndo detoxificadas por GSTP1 contribuem
com danos ao figado por meio de diversos mecanismos (WU e CEDERBAUM, 2003).
Ghobadloo et al., (2004) e Marcos et al. (2011) evidenciaram um aumento da frequéncia do
genodtipo variante de GSTP1 Val em pacientes com cirrose alcodlica, quando comparado com
os controles. Burim et al. (2004) identificou maior frequéncia do genotipo Val/VVal do GSTP1
em pacientes com doenca hepética alcodlica ou pancreatite crénica quando comparados aos
alcoolistas sem doenca ou 0s controles saudaveis, e que a variante Val prevalecia em
pacientes com cirrose alcodlica, quando comparado com os controles. O genotipo GSTP1
Val/Val também foi associado ao risco no desenvolvimento de hemocromatose hereditéria
(STICKEL et al., 2005). Dados de Ghobadloo et al., (2004) encontraram associacao
significativa do polimorfismo Val/VVal como fator de risco para a ocorréncia de cirrose
criptogénica. Apoiando os dados apresentados anteriormente, Wang et al., (2010) sugeriram
que estas variantes alélicas estdo associadas com outras formas de doencas do figado, tais
como o carcinoma hepatocelular e Sun et al., 2008 evidenciou uma associagdo desse
polimorfismo com lesdo hepatica induzida por drogas.

Em contrapartida, no estudo de Brind (2004) e seus colaboradores, concluiram
que as distribuicdes de genotipos de GSTP1 foram semelhantes entre casos e controles, nao
havendo nenhuma associacdo significativa entre o genoétipo GSTP1 com susceptibilidade a
ALD, assim como Soya e colaboradores (2007) que ndo encontraram risco significativo para
cancer do trato aerodigestivo superior na populacdo em estudo na presenca do polimorfismo
Ile105val de GSTPL1.
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Esses resultados divergentes quanto protecdo/predisposicdo a dependéncia ao
alcool e diferentes patologias associadas ao uso abusivo podem ser consequéncia de
influencias de fatores com o a etnia, niUmero amostral entre os estudos, fatores ambientais
como, por exemplo, o estilo de vida do alcoolista, interacbes com outros genes, explicando
assim os dados aqui apresentados e os demais encontrados na literatura.

6.4 Analise combinada dos genotipos GSTM1 e GSTT1

Quando os genotipos nulos para GSTM1 e GSTT1 aparecem em homozigose
levam a uma perda da funcdo enzimatica de ambas as enzimas, consequentemente nado
exercem a detoxificacdo de carcindgenos ambientais. A somatéria da acdo desses genes nao
caracteriza uma atuagdo qualitativa, indicando a existéncia ou ndo de algum trago, mas sim
um funcionamento quantitativo, onde o efeito (ndo patoldgico por si) de genes favorece o
desenvolvimento do transtorno (MESSAS e VALLADA FILHO, 2004; STRANGE et al.,
2001). Diversos estudos mostram que a formacdo de adutos de DNA e as taxas de mutagéo
somatica estdo aumentadas nos individuos com essas delecdes (VIJAYAKRISHNAN &
HOULSTON, 2010). Dessa forma, os polimorfismos em genes GSTs poderiam constituir
fatores que afetam a toxicidade induzida por drogas, dentre elas o alcool (IMANISHI et al.,
2007).

Nesse sentido, foi investigada a soma dos gendtipos de GSTs de alto risco
(GSTM1 nulo e GSTT1 nulo) em comparacdo com genétipos que possivelmente nédo
apresentam risco (genotipos positivos de GSTM1 e GSTT1 - referéncia) no grupo de
alcoolistas e controles, na tentativa de explicar uma possivel associacdo desses gendtipos que
quando somados podem conferir uma suscetibilidade ao uso abusivo do alcool e DA em nossa
populacdo.

A andlise combinada dos genotipos GSTM1+/GSTT1-, GSTM1-/GSTT1+ e
GSTM1-/GSTT1- ndo detectou nenhuma associagdo de risco com a suscetibilidade ao uso
abusivo do alcool quando comparado individuos alcoolistas com controles, o que nos leva a
crer que na analise combinada entre polimorfismos, quando apenas um se faz presente ou
quando os dois estdo nulos ndo ha associacdo com a suscetibilidade ao uso abusivo do alcool
na populagdo em estudo, resultado esse que pode ser explicado por uma compensacdo da
nulidade desse genotipo por uma GST de outra familia nos individuos alcoolistas visto que o
alcool é um indutor de GSTs (BHATTACHARJEE, et al., 2013; PARL, 2005).
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Ndo é de nosso conhecimento até o momento de estudos de associacdo de
polimorfismos de GSTs combinados com a suscetibilidade a DA, contudo a associagdo de
polimorfismos que acarretam uma baixa ou inexistente funcdo enzimatica de detoxificagéo
nos leva a crer que os alcoolistas do presente estudo podem estar suscetiveis a outras
patologias além da dependéncia ao alcool, como mostrado por Soya et al., (2007), que ao
realizarem essa mesma associacdo em pacientes com cancer do trato aerodigestivo superior,
ndo encontraram uma associagdo de risco para essa patologia entre pacientes e controles
portadores do genodtipo GSTM1-/GSTT1+. Frenzer et al., (2002) evidenciaram resultados
semelhantes aos nossos na avaliagdo dos genotipos combinados GSTM1 e GSTM1 nulos, néo
encontrando qualquer efeito destes sobre o risco de cirrose alcodlica.

No entanto, no grupo de pacientes portadores do genétipo GSTM1+/GSTT1- a
analise realizada por Soya et al., (2007), revelou um risco quase 3 vezes superior para cancer
do trato aerodigestivo superior quando comparados aos controles com mesmo gendtipo e ao
somar GSTM1-/GSTT1- observou um risco de 4,6 vezes superior de desenvolvimento desse
mesmo cancer quando comparado com individuos saudaveis, mostrando que pouca ou
nenhuma detoxificacdo de metabodlitos do alcool pode levar a danos a nivel celular por
acumulo desses compostos.

Na presente investigacdo ndo foi encontrada nenhuma associacdo dos
polimorfismos de GSTM1*0, GSTT1*0 e GSTP1 Ile105Val isoladamente ou associados, com
uso abusivo do alcool nesta populagéo.

Uma possivel explicacdo para esses resultados pode ser em decorréncia do
namero amostral, das diferencas raciais na distribuicdo destes genotipos ou de uma populacdo
heterogénea etnicamente, uma vez que a frequéncia genotipica e alélica desses genes possui
grandes variacdes entre os diferentes grupos étnicos, como dentro do mesmo grupo (NELSON
et al., 1995; LIN et al., 1994).

6.5 Analise das caracteristicas demograficas

Na presente investigacdo as caracteristicas demograficas de escolaridade
mostraram uma associacdo positiva entre a baixa escolaridade e o uso nocivo de bebidas
alcodlicas, revelando que em nossa populacdo had uma prevaléncia de bebedores com menor
grau de instrucdo quando comparado com controles. Outros estudos visualizaram dados
semelhantes com maior propor¢do de consumo abusivo e alto risco em individuos com baixa
escolaridade e com menor renda (VASCONCELOS et al. 2015; MORIKAWA et al., 2014;
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CASTROAND et al., 2012; FERREIRA et al., 2011; DIAS-DA-COSTA et al., 2004). Estas
diferencas de consumo entre grupos com diferente grau de instrugdo e ocupacionais podem
ser reflexos de diferencas em normas culturais para o hébito etilista e outros fatores
socioecondmicos, incluindo niveis de escolaridade, uso do alcool para lidar com o estresse no
trabalho ou por motivos socio culturais em associar o consumo do éalcool com lazer
(MORIKAWA et al., 2014).

Alguns autores relatam que quanto mais jovem ocorrer 0 primeiro uso, maior sera
a prevaléncia no padrdo de consumo de bebidas alcodlicas (CASTROAND et al., 2012;
KARPYAC et al., 2009; SURAJ SINGH et al., 2013; VASKE et al., 2009). Sabendo que o
perfil da idade do primeiro uso de alcool podera estar associada a uma maior prevaléncia no
uso abusivo, e que em nossas analises o polimorfismo Val/Val mostrou uma tendéncia a
significancia estatistica em individuos que fazem o primeiro uso com idade inferior a 14 anos
quando comparado a individuos que fazem seu primeiro uso acima de 14 anos, podemos
inferir que a presenca desse polimorfismo pode conferir risco aumentado na prevaléncia de
um padrdo de uso abusivo nesses individuos na vida adulta, pois quanto mais jovem ocorrer 0
primeiro uso, maior sera a suscetibilidade ao uso abusivo e dependéncia. Além disso, quanto
mais cedo ocorrer o inicio do uso do alcool maior serd a exposicao a seus metabdlitos em
6rgdos especificos, e sua toxicidade.

Apesar de Dawson et al, (2008) e Hingson et al., (2009), evidenciarem que
quando o consumo de alcool acontece antes dos 13 anos de idade, estd associado com um
risco de quatro vezes maior & dependéncia do alcool na idade adulta, corroborando com
nossos dados, sdo necessarios novos estudos com maior nimero amostral para comprovacao
desse risco (CASTROAND et al., 2012; KARPYAC et al., 2009; SURAJ SINGH et al., 2013;
VASKE et al., 2009).

A heranca genética ao alcoolismo é compartilhada em parte com a do tabagismo,
0 que explica a forte associacdo entre os dois problemas (AMANCIO et al., 2010; BAU,
2002; TRUE et al., 1999). Além disso, o cigarro contém muitas substancias carcinogénicas,
como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) e N-nitrosaminas que podem ser
ativadas ou desativadas pelas GSTs (GOLONI-BERTOLLO et al., 2006).

Nesse sentido analisou-se as caracteristicas clinicas na amostra estudada, quanto
ao habito tabagista. Pode ser observada uma tendéncia maior de fumantes entre alcoolistas em
relagdo ao grupo controle com p<0,0001. Quando associados hébito tabagista e alcoolista, a

prevaléncia de cancer oral é elevada em 30 vezes, sendo o etilismo pesado correspondente a
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aproximadamente 16% dos 6bitos relacionados a este tipo de céancer (BRASIL, 2011;
WARNAKULASURIYA, 2008).

Na anélise genotipica individual nenhuma associacdo de risco ou protecdo com o
genoétipo GSTM1*0 (p=0,09 OR=0.46) e 0s SNPs de GSTP1 (lle/Val p=0,98 e Val/Val
p=0,87) entre individuos alcoolistas fumantes e controles fumantes foi evidenciada. Ja& na
analise de GSTT1*0 entre esses mesmos grupos, foi visualizada uma possivel protecdo
conferida aos individuos portadores do polimorfismo (p= 0,02 OR= 0,37). Corroborando com
nossos achados, Senthilkumar e Thirumurugan (2014) encontraram efeito protetor do
polimorfismo GSTT1*0 em fumantes no cancer de cabeca e pescoco e Abbas et al. (2004) em
suas pesquisas encontraram efeito protetor de GSTT1*0 em pacientes com ADC, onde a
frequéncia de GSTT1*0 era superior em controles sem os habitos tabagista e etilista quando
comparados com pacientes (p<0,05).

O figado e os rins sdo dois 6rgdos que expressam o mais elevado nivel de GST
classe teta no corpo humano. Assim, o genotipo GSTT1*0 pode conferir diminuicdo do risco a
DA, pois individuos com esse gendtipo podem ter maiores efeitos adversos ocasionados pela
toxicidade aumentada, devido a auséncia de detoxificacdo dos compostos nocivos presentes
no alcool e cigarro, fazendo que esse individuo ndo sinta prazer no uso e consequentemente
afastar-se do consumo do alcool (LANDI, 2000).

Os estudos em familias vém demonstrando aumento na prevaléncia de
dependéncia em parentes de primeiro grau de dependentes quando comparado a individuos da
populacdo geral, risco esse significativamente maior, com frequéncia de trés a oito vezes
superior quando comparados individuos com histérico familiar de uso abusivo do alcool com
individuos sem histérico familiar (MESSAS E VALLADA FILHO, 2004; MERIKANGAS et
al., 1998). Em nossos achados, individuos com histérico familiar de uso abusivo do alcool
apresentaram maior frequéncia no grupo de alcoolistas em relacdo ao controle com p<0,0001,
sugerindo que exista uma transmissao herdavel de transtornos de abuso de &lcool em nossos
individuos bebedores. Dados semelhantes aos de Vasconcelos et al., (2015) e Merikangas et
al., (1998), que encontraram evidéncias entre historia familiar com risco ao alcoolismo.
Outros estudos encontraram influéncias genéticas em DA para 0 sexo masculino, com
estimativas de herdabilidade que variaram de 40 a 60%, com uma prevaléncia
significativamente maior de dependéncia do alcool ou de drogas em filhos de pais bioldgicos
com diagnostico semelhante do que em controles, no sexo masculino (VERMEULEN-SMIT
et al., 2012; NIELSEN et al., 2012; MESSAS e VALLADA FILHO, 2004; PRES-COTT &
KENDLER, 1999; CADORET et al., 1995).
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6.5 Comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas da populacdo em estudo com outras

populacdes

As variagbes marcantes entre os polimorfismos do presente estudo causam um
grande problema na avaliagdo de suas frequéncias em determinadas doencas, porque esses
exibem grandes mudancas entre 0s grupos raciais, particularmente em algumas populacoes
asiaticas (NELSON et al., 1995; HENGSTLER et al., 1998). O Brasil é um pais de
ancestralidade heterogénea, com origem étnica consistindo de populacbes de indios e
imigrantes da Asia, Africa e principalmente da Europa (ALVES-SILVA et al., 2000;
CARVALHO-SILVA et al., 2001). Estudos de ancestralidade mostram que a populacdo do
nordeste brasileiro apresenta predomindncia europeia com frequéncia alélica de 60,6%
(PENA et al., 2011) e no estado do Piaui esses valores estdo em propor¢do semelhante 60%
(LOPES et al., 2013), visto que o uso indiscriminado do alcool e os problemas relacionados a
seu uso apresentam maiores fracGes notificados na Regido Europeia, verificou-se a frequéncia
dos polimorfismos de GSTM1, GSTT1 e GSTP1 na populagdo em estudo e comparou-se com
outras populacdes.

Apesar de estudos de ancestralidade mostrarem que a populacdo do nordeste
brasileiro, especificamente da cidade de Parnaiba possui ancestralidade compartilhada em
60% com a populacdo europeia (LOPES et al., 2013), a analise do polimorfismo de GSTM1*0
na populacdo em estudo foi de 40%, diferente do encontrado na populagédo europeia 47,9%
(n=144) (MARCOS et al., 2011). Em outras populactes a frequéncia desse polimorfismo foi
de 32% na africana (n=622), 54% na australiana (n=200), asiatica 52% (n=3.704) e América
do sul 45,7% (221) (EMEVILLE et AL., 2014; MARCOS et al., 2011; BURIN et al., 2004;
FRENZER et al., 2002).

A frequéncia de 40,69% de GSTT1*0 em nosso estudo foi superior a da populacéo
europeia 24,3% (n=144), a africana com 31% (n=622), 11% na australiana (n=200), e em
estudo na América do sul 19,5% (n=221) e inferior a frequéncia na populacdo asiatica 50%
(n=3.641) (EMEVILLE et AL., 2014; MARCOS et al., 2011; BURIN et al., 2004; FRENZER
et al., 2002).

O polimorfismos GSTP1 lle/Val em nosso estudo apresentou frequéncia de
46,90%, frequéncia semelhante a encontrada nos europeus 45,8% (n=144), brasileiros
46,6%(n=221) e superior a frequéncia em asiaticos 5,83% (n=120). O genotipo GSTP1
Val/Val no presente estudo foi de 11,72%, muito proxima a frequéncia em europeus 12,5%
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(n=144), e superior a encontrada em asiaticos 3,33%(n=120) e em outra populagdo brasileira
8,1%(n=221) (MARCOS et al., 2011; LIU et al., 2009; BURIN et al., 2004).

Os dados expostos acima, nos mostram que a divergéncia em nossos achados
parece ser devido a interacdo gene-gene, gene-ambiente e principalmente pela grande
variacdo étnica desse polimorfismo nas diferentes populagdes.

Estes dados levantam a questdo sobre o verdadeiro impacto da funcdo enzimatica
nos polimorfismos de GSTs. Genes do biometabolismo ndo agem isoladamente e a avaliagcdo
de multiplos genes interagindo entre si e com a exposi¢cdo aos carcindgenos pode ser
necessaria para compreender este fendmeno. Pesquisas futuras e com maior nimero amostral
sd0 necessarias para elucidar o papel destes e de outros genes, e das interacGes gene-gene e
gene-ambiente na metabolizacdo do alcool, o que seria importante para prevenir ou oferecer

uma terapia mais adequada para os individuos com suscetibilidade a dependéncia ao alcool.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foram encontradas frequéncias genotipicas de 32,61, 31,88 e
15,22% para as variantes GSTM1*0, GSTT1*0 e Val/Val em alcoolistas e 40,00, 40,69 e
11,72% em controles, essas se encontram analogamente distribuidas entre os dois grupos. A
frequéncia do alelo Val esteve presente em 38,41% dos alcoolistas e em 35,71% dos
controles, resultados semelhantes aos encontrados em outras populagdes.

N&o foram encontradas associagOes estatisticamente significativas das variantes
genotipicas para GSTM1*0 e GSTT1*0 com a suscetibilidade ao uso abusivo e no
desenvolvimento da dependéncia do alcool, contudo a frequéncia de ambos esteve em maior
frequéncia no grupo controle, podendo esse genétipo estar associado a alteracfes adversas
frente ao uso abusivo do alcool, possivelmente conferindo protecdo ao desenvolvimento de
DA. Porém, estudos adicionais com maior nimero amostral precisam ser realizados para
poder elucidar esses achados.

N&o foram encontradas associacOes estatisticamente significativas das variantes
genotipicas e alélicas, llel05Val e Val, com a suscetibilidade ao uso abusivo e no
desenvolvimento de dependéncia do alcool.

Na andlise do polimorfismo GSTT1*0 entre alcoolistas fumantes e controles
fumantes houve significancia estatistica quando comparado os dois grupos, evidenciando que
a presenca do polimorfismo GSTT1*0 confere protegcdo ao desenvolvimento do uso abusivo
do &lcool em fumantes.

A auséncia de associacdo nos polimorfismos apresentados nesse trabalho, ndo
exclui totalmente a possibilidade de estes genes exercerem alguma influéncia no uso abusivo
do é&lcool ou no desenvolvimento de dependéncia, tendo em vista que polimorfismos
envolvendo os diversos genes do biometabolismo podem contribuir de forma diferenciada
para a dependéncia. Além de um acréscimo no tamanho amostral, para alargar o poder de
verificagdo estatistica, estudos envolvendo genes de outras familias de GSTs e estudos
funcionais das demais enzimas codificadas por estes genes também devem ser realizados com
0 intuito de se obter resultados mais satisfatorios no estudo de associacdo destes genes do

biometabolismo com o desenvolvimento de dependéncia ao alcool.
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ANEXO Il — PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE SANGUE
TOTAL

Kit Wizard comercial Promega — 300 pl de sangue total

Solucdes e material:

- Kit Wizard de extracdo DNA
- eppendorf de 1,5 mL

- vOrtex

- micropipetador P1000

- isopropanol

- ponteiras P1000 (azul)

- etanol 70%

- descartes para ponteiras (com alcool 70%)
- suporte para eppendorfs

- papel toalha

- microcentrifuga

- tubo vaccutainer, seringa e agulha para coleta de sangue
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1. Em um eppendorf de 1,5 mL, acrescentar 900 ul de solugéo de lise celular.

2. Acrescentar o sangue (300 pl). Inverter de 5 a 6 vezes.

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

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

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

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

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

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

9. Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos.

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

11. Misturar gentilmente por inversdo até formar medusa.

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

13. Retirar o sobrenadante (pode inverter).

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

15. Centrifugar a 13.000 rpm por 1 minuto.

16. Retirar o sobrenadante, inverter o tubo em papel absorvente e deixar secar (10-15
minutos).

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

18. Estocar a 2-8°C.



