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RESUMO

O alcool € uma droga psicotropica com propriedades contribuintes no processo de
dependéncia. O seu uso exagerado gera a dependéncia do alcool (DA), uma
enfermidade que atinge negativamente a sociedade. Por ser uma doenca com
heranga multifatorial, a DA tem influéncia tanto de fatores ambientais como fatores
genéticos. Estudos demonstram um papel fundamental do sistema dopaminérgico
com abuso de drogas, inclusive do alcool, com intensificacdo em torno do gene
DRD4, codificador do receptor D4 da dopamina. Considerado um dos genes
humanos com maior nimero de polimorfismos, estudos mostram que a duplicacao
120 pb na regido promotora do gene DRD4 pode influenciar a taxa de transcrigao
do gene, no entanto, os resultados de estudos de associagéo de receptores de
dopamina e alcoolismo tém sido contraditorios em diferentes populacdes. Dessa
forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar se o polimorfismo de 120 pb
no gene DRD4 tem associacdo com a susceptibilidade ou dependéncia do &lcool
em uma populagdo masculina no Nordeste do Brasil. Como a investigagdo é um
estudo caso-controle, foram genotipados pela técnica de PCR, seguida de
eletroforese em gel de agarose, as amostras de 143 alcoolistas e 146 controles. As
frequéncias genotipicas e alélicas foram submetidas aos testes do qui-quadrado,
exato de Fisher e Odds Ratio com p<0,05. Os resultados da distribuicdo alélica
entre 0s grupos mostraram que a frequéncia do alelo curto (S) foi de 24,13% no
grupo de alcoolistas e 22,60% no grupo controle, e do alelo longo (L) foi de 75,87%
no grupo de alcoolistas e 77,40% entre os controles. A distribuicdo dos genadtipos
e dos alelos do polimorfismo de duplicacdo de 120 pb do gene DRD4 nao diferiu
significativamente entre alcoolistas e controles, sugerindo uma associacao negativa
com a suscetibilidade a dependéncia do alcool. Nossos achados revelaram que os
alcoolistas possuem menor nivel de escolaridade em comparacao aos controles e
a associagao entre alcoolistas e o habito tabagista foi significativa (<0,0001). Além
disso, € possivel observar que a DA tem um carater familiar, visto que, familiares
dos que fazem uso abusivo do alcool tém uma frequéncia significativamente maior
(<0,0001) de dependéncia do que em parentes de ndo dependentes do alcool.
Estudos adicionais sdo necessarios para a confirmacdo desses resultados e o
esclarecimento do papel do gene DRD4 no risco da DA e na determinacdo dos
fatores que influenciam na sua génese.

Palavras-chave: variacdes genéticas, sistema dopaminérgico, alcoolismo.



ABSTRACT

Alcohol is a psychotropic drug with contributing properties in the addiction process.
Its exaggerated use generates dependence on alcohol (AD), a disease that
negatively affects society. Because it is a disease with multifactorial inheritance, AD
has influence both of environmental factors and genetic factors. Studies show a key
role of the dopaminergic system with drug abuse, including alcohol, with
intensification around the DRD4 gene, encoding the dopamine D4 receptor.
Considered one of the human genes with the highest number of polymorphisms,
studies show that 120 bp doubling in the promoter region of the DRD4 gene may
influence the transcription rate of the gene, however, the results of studies of
association of dopamine receptors and alcoholism have been contradictory in
different populations. Thus, the present study aims to evaluate whether the 120 bp
polymorphism in the DRD4 gene is associated with alcohol susceptibility or
dependence in a male population in Northeast Brazil. As the investigation is a case-
control study, they were genotyped by the PCR technique, followed by agarose gel
electrophoresis, samples of 143 alcoholics and 146 controls. The genotypic and
allelic frequencies were submitted to chi-square, Fisher's exact and Odds Ratio tests
with p <0.05. Results from the allelic distribution between the groups showed that
the frequency of the short allele (S) was 24.13% in the alcoholic group and 22.60%
in the control group, and the long allele (L) was 75.87% In the group of alcoholics
and 77.40% among controls. The distribution of the genotypes and alleles of the
120 bp doubling polymorphism of the DRD4 gene did not differ significantly between
alcoholics and controls, suggesting a negative association with susceptibility to
alcohol dependence. Our findings revealed that alcoholics have a lower level of
education compared to controls, and the association between alcoholics and
smoking was significant (<0.0001). In addition, it is possible to observe that AD has
a familial character, since relatives of alcohol abusers have a significantly higher
frequency (<0.0001) of dependence than in non-alcohol dependent relatives.
Further studies are needed to confirm these results and to clarify the role of the
DRD4 gene in the risk of AD and in determining the factors that influence its genesis.

Key words: genetic variations, dopaminergic system, alcoholism.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome de Dependéncia do Alcool (SDA) ou popularmente conhecida
como alcoolismo se define como um transtorno psiquiatrico que afeta o usuario, a
sociedade e a economia de um pais. Independentemente do quadro clinico que
encontra-se bastante entendido, assim como os fundamentos do diagnostico serem
bem definidos, o alcoolismo ainda continua sendo um notavel problema de saude
publica, seja pelas dificuldades de diagndéstico precoce ou tardio ou por obstaculos
ao se alcancarem tratamentos efetivos (GIGLIOTTI; BESSA, 2004).

A suscetibilidade a doencas e a resposta ao ambiente sao tragos
particulares de cada individuo, consequentemente, cada um pode comportar-se de
modo desigual a exposicédo algum tipo de risco. Para que as espécies tornassem
capazes de habituar-se em diferentes meios ao longo do processo evolutivo era
necessario a existéncia da variabilidade genética, logo com adaptacéo ao ambiente
houve a formac&o dos mais variados fenétipos (MILLER et al., 2001). Por exempilo,
desde a década de 70 ja sabia-se que mongodis sdo menos tolerantes a bebidas
alcoolicas em relacdo aos caucasianos (GOEDDE, 1979). A presenca de variacoes,
conhecidas como polimorfismo, na sequéncia de DNA s&o as encarregadas pela
resposta individual (MILLER et al., 2001) a exposi¢cOes a certas condi¢cdes ou
substancias diversas, como o alcool.

Em sujeitos com Dependéncia do Alcool a remocdo do agente quimico
equivale a reducdo do desempenho da dopamina, sendo capaz de contribuir com
a recaida e sintomas de abstinéncia (GILPIN; KOOB, 2008; MELIS et al., 2005;).
Os genes codificadores dos receptores de dopamina (DR) sédo candidatos a uma
possivel contribuicdo para o desenvolvimento e/ou grau de dependéncia do alcool
(PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013; LEE; RYU, 2002). O agonista do receptor
D4, a dopamina, desempenha fungbes na locomocéo, cognicdo, neuroenddcrino e
recompensa (RUBINSTEIN,1997). Os receptores dopaminérgicos foram
classificados de acordo com embasamento farmacolégico e homologia de
sequéncias, agrupando-se em duas familias: D1 e D2. O primeiro refere-se aos
receptores D1 e D5, j& os membros da familia D2 compreende as proteinas D2, D3
e D4 (PIERCE; KUMARESAN, 2006; SEEMAN; VAN TOL, 1991). Os receptores de

dopamina do tipo D4 sdo altamente expressos no cortex cerebral e em algumas
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ocasifes sao capazes de modular a resposta a determinados medicamentos
(PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013).

Polimorfismos no gene do receptor D4 da dopamina (DRD4) tém sido
relacionados as caracteristicas de comportamentos e varios transtornos
neuropsiquiatricos (SIMPSON et al., 2010), sinalizando inclusive para o
desenvolvimento do alcoolismo (MOTA et al., 2013; PRASAD; AMBEKAR,;
VASWANI, 2013; MURAMATSU et al.,1996). Codificador de uma proteina com 419
aminoacidos o gene DRD4 estd posicionado na extremidade do braco curto do
cromossomo 11 (SIMPSON et al., 2010; OAK; OLDENHOF; VAN TOL, 2000). Sado
encontrados inumeros polimorfismos em sua estrutura, alguns deles como a
delecdo 13 pb, insercao/delecdo de 12 pb ambos no éxon I, os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) -616 G/C, -521 T/C, o VNTR 48 pb no éxon Ill e a
duplicacdo em tandem de 120 pb na regido promotora do gene (BARR et al., 2001;
SEAMAN et al., 1999).

No final dos anos 90, Seaman et al., (1999) observou ser comum a
presenca de repeticdo de 120 pb em 11 populacbes estudadas no mundo, entre
elas: Mbuti, Druze, Chinese e Nasioi. Como a duplicacdo 120 pb esta localizada
em uma regiao que se liga varios fatores de transcri¢cdo, uma dele¢do ou insercéo
em sua estrutura ocasiona diferenca na taxa transcricional (SIMPSON et al., 2010;
SEAMAN et al., 1999). A eficécia funcional dos receptores de dopamina e o total
de receptores presentes na membrana celular, apresentam grande importancia,
visto que, as funcdes do agonista no cérebro sdo mediadas por tais para a traducéo
de sinais que modificam a atividade neural. Partindo desde principio e da
inexisténcia de trabalhos que associam o polimorfismo 120 pb com a DA nesta
populacdo, além do trabalho desenvolvido na india por Prasad e colaboradores
(2013) ser o unico que obteve uma associacao entre o alcoolismo e a duplicacéo,
0 presente estudo tem como objetivo investigar uma possivel associacdo da
duplicacdo 120 pb do gene DRD4 com a susceptibilidade no desenvolvimento da

DA em uma populacdo masculina do Nordeste Brasileiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CONSIDERACOES A RESPEITO DO ALCOOL E DEPENDENCIA

O alcool ou etanol é uma molécula pequena, soluvel tanto em agua como
em lipidios (LIEBER; ABITTAN, 1999). Pertencente a classe de compostos dos
alcoois, forma-se pela ligacdo de dois carbonos saturado ao um grupo hidroxilo,
cuja sua formula quimica € CHsCH20H (GIGLIOTTI et al., 2008).

Ingerido por via oral, o alcool € absorvido rapidamente pelo estbmago e
duodeno. Essa velocidade de absorcdo diminui quando ha presenca de alimentos
no estdbmago, pois ha aumento do tempo de esvaziamento gastrico. A assimilacao
é ainda favorecida pelo alto teor alcodlico ou se a bebida esta em temperatura
ambiente, uma vez que as duas situacfes promovem uma maior dilatacdo dos
capilares estomacais (HOFFMANNI et al.,1996).

O &lcool é uma droga psicotrépica que tem propriedades contribuintes no
processo de dependéncia. O seu uso exagerado gera a DA, uma enfermidade que
atinge negativamente a sociedade, tanto a nivel social como econémico, (WHO,
2014). O efeito de reforco que o alcool acarreta torna-se o elemento crucial na
evolucdo da dependéncia, promovendo alteracdes complexas no cérebro que
resulta em adaptacdes neurais (PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013; PIERCE;
KUMARESAN, 2006).

Desde o surgimento do comportamento alcodlico vem se estabelecendo
varias definicbes para essa doenca, contudo em 2004 a Organizacdo Mundial de
Saude (do inglés, World Health Organization - WHO) denominou o alcoolista como:
um consumista imoderado de alcool, do qual a dependéncia é seguida de
transtornos mentais, alteracdo da salde corporal e desordem no comportamento
social.

Com a advento da revolugédo industrial no século XVIII, a fabricacdo e
comercializacao de bebidas alcoodlicas cresceram exponencialmente. Nessa época
o autor Thomas Trotter teve destaque por tratar, pela primeira vez, o alcoolismo
como doenca. No mesmo periodo Magnus Huss definiu o termo “alcoolismo
cronico”, como sendo intoxicagao por ingestao de etanol com exibigdo de sintomas
fisicos e/ou psiquiatrico (GIGLIOTTI; BESSA, 2004).
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Atualmente o consumo de alcool ndo é visto de forma negativa, o que
muitas vezes impede que se reconhec¢a quando determinado padréo é considerado
uma enfermidade, ao passo que, dificulta a mobilizacdo dos 6érgdos publicos
competente para minimizar os problemas causado pelo uso abusivo do alcool
(HECKMANN; SILVEIRA, 2009). O indice global do uso abusivo do &lcool tem
crescido consideravelmente, ndo sendo diferente no Brasil. Aproximadamente,
30,0% das internacbes hospitalares acontecem por decorréncia ao consumo
exagerado de bebidas alcoodlicas (MAFFEI et al., 2002). Segundo a WHO, em 2010
0 consumo por pessoas com a faixa etéria superior ou igual ha 15 anos foi de 6,2
litros de &lcool puro por individuo, o que significa 13,5 gramas de alcool puro por
dia. Esses dados sdo em termos mundiais, enquanto no Brasil essa quantidade de
consumo sobe para 8,7 litros por pessoa.

De acordo com os dados obtidos em 2001 pelo | levantamento domiciliar
sobre o uso de drogas psicotrdpicas no Brasil: estudo envolvendo as 107 maiores
cidades do pais, o consumo de alcool entre os brasileiros pesquisados com faixa
etaria de 12 a 65 anos (47.045.907 habitantes, equivalente a 41,3% da populacao
brasileira) representa 68,7%, com o indice de dependentes de 11,2%, o equivalente
a 5.283.000 pessoas (CEBRID, 2001). Posteriormente, um novo levantamento
mostrou uma elevagao para 74,6% e 12,3% para uso na vida e dependéncia
alcoolica, respectivamente (CEBRID, 2005). Em ambos os estudos, o nordeste
brasileiro exibiu 0 maior indicador de dependentes do alcool entre as cinco regides
do Brasil, em 2001 com 16,9% e 13,8% em 2005. Um outro resultado dos trabalhos
demostrou que homens fazem uso mais frequente da droga do que as mulheres, o
gue acarreta trés vezes mais dependentes de alcool do sexo masculino. Para estas
pesquisas o diagnostico da dependéncia seguiu os critérios adotados pela Agéncia
de Servicos em Abuso de Substancias e Saude Mental dos Estados Unidos (do
inglés, United States Substance Abuse and Mental Health - SAMHSA).

Considerado um grave problema de saude publica, a dependéncia do
alcool tem inumeras consequéncias na saude, status socioecondmico e na
sociedade em geral. O consumo exacerbado ao longo da vida torna-se prejudicial
a praticamente todos os 6rgdos do individuo, este resultado € decorrente do
desgaste das vias metabdlicas e da liberagédo de tipos reativos de oxigénio o que

acarreta em estresse oxidativo (ZAKHARI, 2006). Esse nivel de consumo contribui
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para surgimento de diversas doencas como: cirrose hepética, doencas
cardiovasculares, pancreatite aguda e cronica, distirbios neurologicos e
fisiolégicos (MAFFEI et al., 2002). Outra consequéncia para a saude e para a
sociedade ocasionada por deste consumo sdo 0s numeros de O6bitos, em
decorréncia de doencgas causadas pelo alcool cerca de 3,3 milhdes de mortes foram
registrados em 2012, equivalente a 5,9% de todas as mortes em todo o mundo
(WHO, 2014).

Quando individuos com DA cessam 0 uso ou apenas diminui o volume
ingerido de &lcool, possivelmente ira surgir a Sindrome de Abstinéncia do Alcool
(SAA). Alguns sintomas fisicos e psicologicos inespecificos podem manifestar-se,
mas, com a baixa especificidade, sua avaliacdo e reconhecimento se tornam
bastante dificultosos. Todavia, um sintoma bastante comum na SAA s&o o0s
tremores, mais percebido nas maos e nos bragos, mas que podem afetar qualquer
outra parte do corpo. Fatores como sexo, quantidade e frequéncia de consumo do
alcool, fatores socioculturais, aspectos biolégicos e psicoldgicos e suscetibilidade
genética sdo elementos que induzem o aparecimento e desenvolvimento da SAA
(GIGLIOTTI; BESSA, 2004; LARANJEIRA; PINSKY, 2000).

Além dos fatores ambientais, a influéncia poligénica também é responséavel
pelo alcoolismo, caracterizando, portanto, uma heranca multifatorial (RATSMA;
VAN DER; GUNNING, 2002). Conceito este baseado em pesquisas de adocéo,
onde filhos cujo os pais biolégicos alcoolistas, quando adotados por ndo-alcoolistas,
sd0 mais susceptiveis a se tornarem alcoolistas, comparados aos filhos de nao-
alcoolistas submetidos a mesma condicdo de adocao (CLONINGER et al., 1985;
BOHMAN et al., 1978; CADORET; GATH et al., 1978; GOODWIN et al., 1973) e
estudos com gémeos (HEATH et al., 1997; REED et al., 1996; TREU et al., 1996;
KENDLER et al., 1994; ROMANOV et al., 1991). Esses estudos sugerem ainda que
fatores genéticos sao responsaveis por cerca de 50 a 60% do risco de
desenvolvimento de DA (PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013; McGUE, 1999;).
Outro indicativo que comprova a influéncia de componente genético, foi visto no
estudo de Schuckit (1991), nesta pesquisa constatou-se que houve reducéo da
sensibilidade ao alcool nos filhos de alcoolistas, quando comparados aos controles,
pois, considera-se gue uma maior exposicdo a alteracdo fisiologica esteja

relacionada com a maior suscetibilidade de se tornar dependente do alcool.
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2.2. METABOLISMO DO ALCOOL

A toxicidade do etanol é inferior ao metanol, porém nao deixa de ser
venenoso. Anualmente, varias pessoas vém a Obito com intoxicacdo por esta
primeira substancia. A oxidacdo € um dos mecanismos fisiolégicos existentes nos
animais desenvolvido para remogdo do etanol ingerido do organismo,
desintoxicando-o antes que se acumule e envenene o cérebro (BRITANNICA
ACADEMIC, 2015).

A concentracdo e o tempo de exposi¢cdo ao alcool sdo os determinantes
para medir o efeito que a bebida consumida provoca nos diversos 6rgdos, como
por exemplo, o cérebro. Além disso, estas duas caracteristicas sao afetadas pela
taxa de absorcdo e metabolismo do etanol (HURLEY; EDENBERG; LI, 2002). Em
alguns tecidos, principalmente no figado, ocorre a metabolizacdo do etanol. No
hepatécito, a oxidacao ocorre por trés caminhos distintos, catalisada por enzimas
especificas, sdo elas: enzimas do citocromo P450, catalase e alcool desidrogenase
(ADH), na qual quebram a molécula de etanol em acetaldeido (CH3CHO), um
metabolito altamente toxico e carcinogénico (EDENBERG, 2007).

O processo mais frequente ocorre no citosol da célula, ao qual, utiliza a via
alcool desidrogenase. Esta via envolve a enzima ADH e tem como cofator a
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), que é reduzido a forma NADH, pois ha
transferéncia de um H* do &lcool para esta molécula. Produz-se assim, uma
molécula de acetaldeido, que em concentracbes elevadas no sangue, causa
transtornos no organismo do individuo, como nauseas e vémitos. Esta rota é
ativada quando o consumo de etanol acontece de forma moderada (MESSAS;
VALLADA FILHO, 2004; CUNNINGHAM; VAN HORN, 2003; JUNIOR et al., 1998).
A atividade de ADH pode achar-se bloqueada em individuos com SDA, porém, as
vias do sistema microssomal de oxidacdo do etanol (MEOS) e da catdlise,
conhecidas como vias de recurso, sao sinalizadas a participarem da metabolizacao
do alcool (KACHANI et al., 2008; MELLO et al., 2001).

Em 1966 foi fornecido pela primeira vez indicios da possivel influéncia do
etanol com o reticulo endoplasmatico liso hepatico, ap0s a inducao da proliferacéo
do tecido do figado com a administragdo do etanol (LIEBER, 1999; ISERI; LANE;

LIEBER, 1966). Tal experimento supds que o etanol poderia também ser
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metabolizado por uma outra via, nos microssomas. Sendo este comprovada pela
caracterizacdo de um sistema microssomal de oxidacao do etanol (TESCHKE et
al.,, 1972) que envolve as enzimas do citocromo P450, com participacdo
fundamental do citocromo P4502E1 (CYP2E1l) (KITSON & WEINER, 1996;
LASKER et al., 1987). Ohnishi e Lieber (1977) demonstraram que 0 coOnsumo
cronico do etanol promove a inducdo de uma Unica enzima P450, estd enzima
permite que elétrons se liguem ao oxigénio e no ciclo do NADH. Como resultado ha
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), como radical hidroxila, podendo
gerar peroxidagdo lipidica na membrana, dando origem final a produtos toxicos
como o melondialdeido (JUNIOR et al., 1998; SONG; CEDERBAUM, 1996).

Sob influéncia da catalase, nos peroxissomos, ocorre a oxidacdo do
NADPH pela acdo da NADPH-oxidase, que resulta na formacdo de H202 (dgua
oxigenada), gerando a oxidacdo do etanol via catalase (JUNIOR, et al., 1998). Esta
ndo metaboliza uma grande quantidade de &lcool do corpo, visto que degrada
menos de 2,0% do etanol ingerido (EDENBERG, 2007). Porém, quanto maior o
consumo, maior a atividade de NADPH-oxidase, promovendo maior producdo de
H202, 0 que eleva a participacio desta via na conversio do alcool (JUNIOR et al.,
1998). A Figura 1 exemplifica a oxidag&o do etanol por meio das trés vias citadas

anteriormente.

Figura 1. Vias de oxidag&o do etanol

ADH
CH3CH20H + NAD*t——>CH3CHO + NADH + H*
MEOS
CH3CH20H + NADPH + H2 + O2 ——> CH3CHO + NADP+ + 2H20
Catalase
NADP-oxidase
NADPH + H+ + O2——>NADP+ + H20>
H202 + CH3CH20H ——> 2H20 + CH3CHO

Fonte: Adaptado de Junior, et al. (1998)

Numa segunda fase o acetaldeido, proveniente da metabolizacdo do
etanol, é oxidado em acetato (CH3COO’) por acdo da enzima aldeido
desidrogenase (ALDH) (KITSON & WEINER, 1996). A aldeido desidrogenase
possui as variantes ALDH1 e ALDH2, ambas reguladas geneticamente, onde a

ALDH2 é biologicamente inativa, em pessoas homozigotas para este gene, fato
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este que ocorre em 10% da populagéo asiatica, apresentam efeitos colaterais mais
intensos. Esta sensibilidade defende o individuo contra a dependéncia do &lcool
(MESSAS; VALLADA FILHO, 2004). Uma das caracteristicas desta enzima é sua
alta atividade mitocondrial (JUNIOR et al., 1998). Em alguns tecidos, mas sobretudo
no figado o acetato € entdo quebrado em didxido de carbono e agua (NATIONAL
INSTITUTE ON ALCOHOL ABUSE AND ALCOHOLISM, 1997).

2.3. NEUROANATOMIA DO SISTEMA DOPAMINERGICO E RECEPTOR D4
DA DOPAMINA

O sistema nervoso humano é um elaborado sistema de comunicacéo,
sendo o cérebro o centro de controle. Este por sua vez, processa informacoes
sensoriais advindas de todo o organismo, orienta os movimentos musculares e a
locomocgéo, bem como atua regulando multiplas funcbes corporais, é responsavel
pela formacdo dos pensamentos e sentimentos, modula percepcdo e humor, e
principalmente controla todo o comportamento. Ele esta organizado em lobos, que
sdo os encarregados por desempenhar fungbes especializadas, tais como, em
processos cognitivos, sensoriais e coordenagdo motora. Estes I6bulos séo
constituidos de unidades muitos mais elaboradas, os circuitos, que compreende
conexdes diretas entre as bilhndes de células especializadas, que por ventura, as
varias substancias de abuso podem acabar afetando (CENTER FOR SUBSTANCE
ABUSE TREATMENT, 1999).

O sinal quimico € conduzido por moléculas mensageiras,
neurotransmissores, que se ligam aos receptores na superficie externa do neurénio
alvo (CHARNESS, 1990). Dependendo de qual receptor é ativado, o0s
neurotransmissores podem atuar de diferentes maneiras. Aumentando a
responsividade de um neurdnio receptor a um sinal entrante ocorre um efeito
excitatorio, quando ha reducgéo da capacidade de resposta verifica-se um efeito
inibitério. A responsividade dos neurdnios individuais pode influenciar ndo s6 a
funcionalidade dos circuitos cerebrais, assim como, do cérebro como um todo

(como ele se integra, interpreta e responde a informacé&o). Diante disso, afetando a
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func@o do corpo e o comportamento do Individuo (HILLER-STURMHFEL, et al.
1995; NATIONAL INSTITUTE ON ALCOHOL ABUSE AND ALCOHOLISM, 1994;).

A dopamina consiste em um neurotransmissor catecolaminico precursor da
noradrenalina e adrenalina. Sintetizado a partir da tirosina, tornou-se um alvo para
terapia de determinados distlrbios do neuroeixo, como esquizofrenia, doenca de
Parkinson e Transtorno do Déficit de Atencdo com Hiperatividade (TDAH). Essa
familia de neurotransmissores € responsavel por modular a atividade da
neurotransmissdo de ponto a ponto, influenciando processos como: atencao,
humor e emocéo (JONES; PILOWSKY, 2002). Séo transportadas por vesiculas
secretoras para seu armazenamento e posterior liberacdo. Para o seu transporte
nas vesiculas sinapticas € preciso duas bombas moleculares que controlam o
deslocamento de acordo com o gradiente de concentracdo. As vesiculas tendem a
fundir-se com a membrana plasmatica quando ha estimulacdo da célula nervosa,
resultando na liberacdo da dopamina na fenda sinaptica (Figura 2). Na fenda esse
agonista pode se ligar a auto-receptores pré-sindpticos ou a receptores pos-
sinapticos (STANDAERT; GALANTER, 2009).

Figura 2. Transmisséo da dopamina. O neurotransmissor mantém-se armazenado em vesiculas no
neurdnio, transportado até um receptor de outro neurdnio, passando por uma fenda (sinapse).
]
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Fonte: Autor

Os receptores de dopamina pertencem a familia de proteinas receptoras
acopladas a proteina G. Baseado no efeito na formacdo de AMP ciclico (CAMP),
houve a classificacdo das propriedades dos receptores de dopamina
(STANDAERT; GALANTER, 2009). O aumento de cAMP fundamenta-se na
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ativacao dos receptores de classe D1, a qual compreende os receptores D1 e D5,
enquanto a inibi¢cdo da sua producéo € devido a ativacdo dos receptores da classe
D2, onde contém os receptores D2, D3 e D4 (STOOF; KEBABIAN 1981;
KEBABIAN; CALNE 1979), além de ativar a abertura de canais de potassio e
bloguear os de célcio (CERESER; VIANNA, 2004). Esses cinco tipos de proteinas
receptores, sdo cada um codificado por genes independentes (STANDAERT;
GALANTER, 2009).

O receptor D4 esta organizado em sete dominios transmembrana (Figura
3) e trata-se de um dos mais importantes receptores do sistema dopaminérgicos,
por causa da sua grande afinidade pela dopamina e clozapina (antipsicotico
atipico). Tal receptor acopla-se a proteina G inibitéria quando ativado, impedindo a
enzima adenilil ciclase de converter a ATP em cAMP, determinando a continuidade
da resposta intracelular. No sistema dopaminérgico esse receptor esta posicionado
nos neurdnios pos-sinapticos (VAN TOL et al., 1991) e pré-sinapticos (SVINGOS;
PERIASAMY; PICKEL, 2000), estando expresso principalmente no cortex frontal,
medula oblonga e mesencéfalo (MOTA et al, 2013; STANDAERT; GALANTER,
20009).

Figura 3. Receptor D4 da dopamina. Os dominios transmembrana | a VIl do receptor D4 da
dopamina estdo representados pelos cilindricos. A elipse cinza entre os dominios V e VIl sdo os
sitios de ligagcdo da proteina Gi (inibitoria).
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Fonte: Adaptado de Aguirre-Samudio e Nicolini (2005).

Na maior parte do sistema nervoso central (SNC) ha presenca do sistema

dopaminérgico (Figura 4). Este sistema dispde da via substancia negra pars
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compacta (SNc), onde seus axbnios sdo projetados para o estriado e a via area
tegmentar ventral (ATV) que direciona os axdnios para o feixe frontocerebral
mediano, ramificando para a regido do cortex pré-frontal (via mesolimbica) e para
a regiao do estriado ventral (via mesocortical dopaminégicas) (KUHAR et al., 1999).
Figura 4. Vias dopaminérgicas. As vias dopaminérgicas se projetam desde da parte superior do

tronco encefalico, a area tegmentar ventral e substancia negra, ao nicleo accumbens, a amigdala,
estriado dorsal e o cortex pré-frontal.

Via
dopaminérgica
nigro-estriatal

Via
dopaminérgica
mesocortical

dopaminérgica

Via U
dopaminérgica mesolimbica

tuberoinfundibular

(1) Substincia negra

(2) Area tegmental ventral
(3) Amigdala

(4) Niicleo accumbens

9 Estriado

(6) Cortex frontal

Fonte: https://museudinamicointerdisciplinar.wordpress.com/2014/09/21/neuroanatomia-do-
sistema-de-recompensa-cerebral-e-dependencia-quimica/. Figura adaptada.

O sistema de recompensa limbico também chamado de sistema de
recompensa de dopamina ou sistema de recompensa do cérebro € o circuito
cerebral considerado fundamental para o sistema de refor¢co neurol6gico. Estende-
se entre a ATV e 0 ndcleo accumbens. Toda substancia de abuso, tais como, o
alcool, cocaina, metanfetamina, heroina, maconha e nicotina possuem algum efeito
sobre tal sistema. Essas substancias podem afetar o nacleo accumbens, que por
sua vez, estimula o aumento da liberagcdo do neurotransmissor dopamina (WISE,
1982, ROBBINS et al., 1989, DI CHIARA, 1995).

Mudangas comportamentais, como o0 aumento do humor e dos movimentos
corporais, podem ocorrer quando ha elevacdo dos niveis de dopamina livre no

cérebro. Em excesso, a dopamina pode ocasionar alteracdées no comportamento,
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como: nervosismo, irritabilidade, agressividade e paranoia, alucinacbes
semelhantes a esquizofrenia. Por outro lado, niveis reduzidos de dopamina em
determinadas areas cerebrais, resulta em sintomas equivalentes ao da doenca de
Parkinson, como tremores e paralisia (DI CHIARA, 1995).

O nucleo accumbens € ativado por atividades naturais como por exemplo,
comer, beber e comportamento sexual, que por sua vez, induz uma consideravel
comunicacao entre os neurdnios desta estrutura. Esta comunicacao interna leva a
liberacdo de dopamina. Uma vez liberada, acaba produzindo sentimentos
imediatos, mas momentaneos, de prazer e alegria que sdo proporcionais ao nivel
de dopamina disponivel. A proporcdo que o0s niveis de diminuem,
consequentemente os sentimentos de prazer também séo reduzidos. Havendo
novo estimulo ativador do nucleo accumbens, novamente ocorre a liberacdo de
dopamina, e mais sentimentos de prazer e euforia sao produzidos. A liberacéo
desse neurotransmissor e seus efeitos no ndcleo accumbens, reforcam
positivamente tais atividades em seres humanos e animais, motivando a buscar de
situacOes que repitam tais sensagfes (CENTER FOR SUBSTANCE ABUSE
TREATMENT, 1999).

Estudos farmacolégicos e genéticos demostram um papel fundamental do
sistema dopaminérgico com abuso de drogas (LUSHER; CHANDLER; BALL,
2001), bem como, a dependéncia do alcool, com grande intensificacdo em torno do
gene DRD4 (PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013; D'SOUZA et al., 2003;
HUTCHISON et al., 2002; GEORGE et al., 1993).

2.4. GENE DRD4

Um importante foco de pesquisas nas areas da neurologia, psicologia,
psiquiatria e farmacologia € o gene DRD4 que codifica o receptor de dopamina D4.
Constituido por quatro éxons, com aproximadamente 4 kb, este gene situado no
cromossomo 11 (11p.15.5) é considerado um dos genes humanos com maior
namero de polimorfismos, como mostrado na Figura 5 (LI et al., 2006; PETRONIS

etal., 1993; GELERNTER et al., 1992). Esse gene é responsavel por codificar uma
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proteina com sete dominios transmembrana encontrados nas células pos-

sinpticos da via dopaminérgica (LOWE et al., 2004).

Figura 5. Representagdo do gene DRD4 e seus iniUmeros polimorfismos. As regides codificadoras
estdo mostradas em linhas, em branco ndo codificadoras e em cinza sitios de iniciacao.
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Fonte: Adaptado de Mitsuyasu, et al. (2007)

O gene DRD4 se expressa em diversas regidées do cérebro, inclusive no
cortex pré-frontal, regido do cérebro responsavel sobretudo por funcdes cognitiva e
pela atencédo (WANG et al, 2004; OAK; OLDENHOF; VAN TOL, 2000). De acordo
com experimento realizado na década de 90, camundongos com auséncia de
receptor D4, retirado por recombinagdo homdéloga em células tronco embrionéria,
apresentaram atividade reduzida de locomocéo espontanea, comparados aos que
possuiam a proteina, além de demostrarem ser supersensiveis a estimulos
locomotores induzido por drogas como cocaina, metanfetamina e etanol
(RUBINSTEIN, 1997).

Simpson (2010) analisou o papel de alguns polimorfismos do gene DRD4,
inclusive a duplicacédo 120 pb, quantificando e comparando o nivel de expressao
do mRNA do gene DRD4 equivalente a cada genaétipo. Apesar da associacdo ndo
ter fornecido resultados com significAncia estatistica para os polimorfismos
investigados, gerou uma particularidade que deve ser citada. Uma expressdo média
reduzida de mRNA de DRD4 foi verificada para homozigotos da duplicagdo 120 pb
em comparacao com os heterozigotos. Como sera explanado adiante, variacdes
neste gene promove alteracdes quantitativas na producdo de cAMP (ASGHARI,

1995).
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2.5.  POLIMORFISMO DUPLICACAO DE 120 pb DO GENE DRD4

Apesar do grande numero de polimorfismos existentes no gene DRD4,
apenas alguns sado estudados. Situado a 1,2 - 1,4 kb da regido promotora do gene,
na extremidade 5’, a duplicacdo de 120 pb é um dos poucos que frequentemente
sao pesquisados (SEAMAN et al., 1999).

A provavel influéncia que os polimorfismos do DRD4 promovem em
variacfes normais de comportamento (EBSTEIN et al., 1996), distirbios mentais
(GRICE et al., 1996; MANKI et al., 1996) e abuso de substancias (MURAMATSU et
al., 1996), tem resultado em uma atengdo maior para as variacbes deste gene.
Ainda, trabalhos sugerem que podem exercer um papel na taxa de transcricdo do
gene, visto que muitos sitios de ligacdo de consenso da transcricdo posicionam-se
no interior desta duplicacdo (SEAMAN et al., 2004) e existem indicios de uma maior
afinidade de ligacéo do fator de transcricdo 1 (Spl) com o alelo longo (RONAI et
al., 2004).

Para discernir o alelo selvagem do derivado, Seaman (1999) realizou um
estudo com 623 individuos de 11 populagées diferentes, de cinco continentes, além
de quatro espécies de primatas (chimpanzé, bonobo, gorila e orangotango). Os
resultados revelaram que os primatas ndo apresentavam a duplicacdo 120 pb,
demostrando que 549 pb origina o alelo mutante. Enquanto as 11 populacfes
apresentaram os dois alelos, tanto o ancestral (429 pb) como o derivado. A letra
“S” que significa “Short” representa o alelo selvagem, enquanto “L” de “Long” nos
direciona para o alelo 240 pb (com a duplicagao).

A Tabela 1 traz as diferentes populacdes com suas respectivas frequéncias
genotipica e alélicas para o polimorfismo de duplicacdo de 120 pb. Na tabela é
observado as frequéncias das populacdes, destacando os caucasianos, pois é o
grupo ético que prevalece na composicao étnica do brasileira (IBGE, 2011).
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Tabela 1. Distribuicdo da frequéncia genatipica e alélicas do polimorfismo 120 pb do gene DRDA4.

Origem da populacéo Freguéncia Genotipica (%) Freguéncia Alélica (%)
N SIS S/L L/L 2N S L

Caucasianos Hungaros (SZANTAI et al, 2005) 598 3,0 28,3 68,7 1196 17,1 829
Africanos Africano (SEAMAN et al., 1999) 68 355 48,2 16,3 136 59,6 404
Americanos Maias (SEAMAN et al., 1999) 53 23,1 499 26,9 106 48,1 51,9
Asiédticos Chineses (XING et al., 2003) 206 13,6 47,6 38,8 412 374 62,6
Sul- Brasileiros (MARQUES et 538 4,7 32,2 631 1076 21,0 79,0
americanos al.,2006)
Sul- Brasileiros (MULLER et al., 371 60,8 38,2 1,00 742 79,9 20,1

americanos 2012)

Fonte: autor.
2.6. ASSOCIAC;AO DOS POLIMORFISMOS DO GENE DRD4 COM O
ALCOOLISMO

Estudos com variacOes fisioldgicas, pessoas adotadas e gémeos, vém
demostrado a influéncia genética com o alcoolismo. Porém, esses estudos nao
podem identificar os genes que predispdem a dependéncia e 0S mecanismos
patologicos. Ja a identificagdo de mdultiplos genes ocasionadores de patologias
mendelianas ocorrem nos estudos de ligacdo. No entanto, os resultados ndo séao
replicaveis nos grupos independentes para loci ligados a dependéncia do alcool.
Acredita-se que o grande numero de genes relacionados a essa doenca e a vasta
heterogeneidade, sejam 0s motivos para essa problematica (COMINGS, 1998). Por
iISso, sd0 mais promissores 0s estudos de associacdo, baseados no modelo de
genes candidatos (VOGEL; MOTULSKY, 1997). Além disso, esses estudos usam
técnicas que possibilitam detectar variagbes na sequéncia que modificam a
expressao ou estrutura da proteina (MANKI et al., 1996; CRADOCK; MCGUFFIN,
1993).

Como o alcoolismo é multifatorial faz se necessario a énfase em genes que
demostram uma maior influéncia na susceptibilidade, pois, com a quantidade de
genes participantes, os efeitos da maioria deles sdo minimos (VOGEL;
MOTULSKY, 1997). Tém sido pesquisados inUmeros genes candidatos, contudo,
ha divergéncia entre os resultados (GRZYWACZ et al., 2012; GOLDMAN, 1995).
Em meio aos sistemas neurofisiologicos supostamente relacionados a
fisiopatologia da doenca, encontram-se os envolvidos com o efeito depressor (onde
a mediacdo ocorre sobretudo pela atuacdo sobre os receptores GABA), de
recompensa e prazer. A ativacdo do sistema dopaminérgico esta fortemente

associada a estas duas ultimas sensacdes (McKINNEY et al. 2000).
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Relatos na literatura mostram que o sistema nervoso dopaminérgico central
sofre acdo do &lcool, este por sua vez, acaba por estimular os sistemas de
recompensa cerebral (KONO et al., 1997; KOOB; BLOOM, 1988). Desde 0s anos
de 1970, ja foram realizadas varias pesquisas sobre o papel desempenhado da
dopamina no sistema de recompensa cerebral (MA; ZHU, 2014; CHARLET; BECK;
HEINZ, 2011; TUPALA; TIIHONEN, 2004).

A dopamina desempenha um papel chave no reforco e motivacao para
acgodes repetitivas ao qual foi rotulada como “molécula mestre do vicio” (DI CHIARA,
1997, WISE, 1982), pois cada vez mais, aumentam a quantidade de evidéncias
cientificas que apontam que o sistema de recompensa limbico e os niveis de
dopamina livre fornecam uma ligacdo comum entre o abuso e a dependéncia de
todas as substancias. De acordo com essas informacdes, considera-se a possivel
alteracdo na estrutura ou na expressdo de genes da neurotransmissao
dopaminérgica na susceptibilidade ao alcoolismo (KONO et al., 1997).

Entre os polimorfismos dos genes do sistema dopaminérgicos, os do
DRD4, estado associados com a eficiéncia da transmisséo do impulso nervoso nas
vias de dopamina do SNC, via esta, responsavel pela inervacdo das areas de
processamento do sistema cerebral de recompensa como nucleo accumbens, o
corpo estriado e o cortex pré-frontal (KITAYAMA et al., 2014).

De acordo com o exposto anteriormente, polimorfismos sdo alteragdes que
ocorrem na sequéncia de um gene. Porém, essas mudancas podem acontecer em
um unico nucleotideo, os chamados polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), ou
uma variabilidade no comprimento de uma sequéncia repetida de DNA, os VNTRs
(nimero variavel de repeticdo em tandem). O polimorfismo pode intercorrer na
regido codificadora ou no local do gene que nédo codifica uma proteina, mas que
tem plena influéncia na taxa de transcricdo, ou seja, na regiao promotora do gene
(LINHARES et al., 2010). E o caso da duplicacdo 120 pb do gene DRD4, que apesar
de sua funcionalidade ainda ndo ser bem elucidada, ha relatos de diferenca na taxa
de transcrigdo entre as variantes, uma vez que, em sua sequéncia sucede ligacdo
de diversos fatores de transcricdo tornando-o de grande significancia para a
expresséo da proteina (McCRACKEN, 2000; SEEMAN; MADRAS, 1998).

A outra possibilidade de ocorréncia de um polimorfismo é na propria regiao

de transcricdo de um gene, essa regido interfere na constituicdo da proteina, pois
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possivelmente resulta na troca de amino&cidos. Estas alteracbes podem estar
relacionadas a mudancas na conformacao, composicao e na atividade da proteina
formadora (LINHARES et al., 2010). Diferencas funcionais que foram validadas por
Asghari ainda em 1995, quando em seu trabalho, ele concluiu que a eficacia da
dopamina para inibir a formagédo de cAMP foi reduzida pela metade na variante
D4.7 do polimorfismo VNTR 48 pb do gene DRD4 em relacdo aos alelos de 2 e 4
repeticbes. Como receptores da familia D2 sdo encarregados pela inibicdo de
adenilato ciclase, com isso, ndo havendo a formacédo de cAMP, o fato do D4.7
possuir menor funcionalidade, consequentemente ocorrendo maiores
concentracbes de cAMP em regides limbicas. Acumulo de cAMP nestas regides,
preferencialmente no nucleo accumbens, permite o0 aumento da motivacdo por
recompensas dopaminérgicas (RAY et al., 2008; CHOI et al., 2006; KNAPP et al.,
2001). Apesar dos processos moleculares sobre esse efeito ainda ndo serem
totalmente claros, podemos considerar essa reducao com o risco da DA, visto que,
portadores desse alelo pode ser funcionalmente menos sensiveis. Assim, 0
consumo exagerado de alcool pode estar associado ao excesso de cAMP nas
regides de recompensa cerebral (RAY et al, 2008).

Fatores como a quantidade de receptores de dopamina no local que ocorre
a transmissdo sinaptica (sinapse), concentracdo sintetizada e liberada de
dopamina, além do tempo que a dopamina permanece no espaco sinaptico,
interferem na neurotransmissao dopaminérgica (SPEED, 2010). D’ Souza (2004)
observou uma diminuicdo na taxa de transcricado para o alelo L em comparacao ao
alelo selvagem. Dentro deste contexto, supfe-se que uma possivel associacdo do
polimorfismo do 120 pb (delecdo/insercdo) com risco do desenvolvimento da
dependéncia do alcool possa estar relacionada a uma reducdo da transcricdo ou
da expresséao do receptor DRD4, uma vez que, a diminuicdo da funcionalidade da
proteina permite o acimulo de cAMP, espera-se que ocorra processo semelhante
com a reducao de mRNA, pois menos receptores iram ser formados, resultando em
acumulo nas regibes de recompensa cerebral. No entanto, tem sido bastante
controverso os resultados dos estudos que tentam associar 0os genes codificadores
dos receptores da familia D2 com o alcoolismo (PARSIAN et al. 1997).

De acordo com o levantamento bibliografico realizado, sdo escassos 0s

estudos que realizaram a associagdao deste polimorfismo com o alcoolismo na
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populacdo mundial e principalmente na populacdo brasileira, diferentemente
daqueles com o TDAH, ao qual se encontra diversas pesquisas. Diante do
panorama discutido acima que revela o potencial do gene DRD4 na suscetibilidade
as dependéncias, parece importante ressaltar que ndo apenas os estudos deste
gene com o TDAH séo relevantes para o processo de entendimento do mesmo e
suas variaveis, mas também nesse novo contexto (associagao do polimorfismo 120
pb com a DA) é crucial analisar o papel deste polimorfismo com o abuso do alcool,
visto que essa desordem afeta grande parte da populacdo global, nacional e
regional. Cabe justamente a esta pesquisa a funcéo de demostrar as variagdes que
ocorrem em diferentes populagfes, além de divulgar a importancia deste tipo de
estudo na populacéo do nordeste brasileiro, uma vez que, 0 mesmo € inédito nesta

populacao tdo acometida por essa enfermidade.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar se o polimorfismo de duplicacdo 120 pb na regido promotora do

gene DRD4 esté associada com a susceptibilidade ou dependéncia do &lcool em

uma populacdo masculina no Nordeste do Brasil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia do polimorfismo de duplicagéo 120 pb no gene
DRD4 em uma populacéo de alcoolistas e de controles no municipio de
Parnaiba (PI).

Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas obtidas do polimorfismo
de 120 pb do gene do receptor D4 de dopamina com as observadas em
outros estudos populacionais.

Analisar se as frequéncias alélicas e genotipicas sao diferentes entre 0s
individuos dependentes do alcool e dos controles, objetivando a
identificacdo de variacdes na predisposi¢do da dependéncia alcoolica.
Investigar se a frequéncia do polimorfismo de 120 pb da regido
promotora do gene DRD4 esta associada ao habito tabagista, histérico
familiar e idade de inicio do alcool em uma populacdo masculina do

nordeste brasileiro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SELECAO DOS SUJEITOS DA PESQUISA

Como o trabalho trata-se de um estudo caso-controle, foram selecionados
143 alcoolistas e 146 controles, ambos os grupos constituidos por individuos do
sexo masculino e idade superior ou igual a 18 anos. Para fazer parte dos controles
era necessario que os sujeitos fossem categorizados como ndo alcoolistas ou
nunca tivesse bebido. O recrutamento de todos os participantes da pesquisa
ocorreu no municipio de Parnaiba-Pl, no periodo de 2011 a 2013. A andlise
diagnostica dos voluntarios ocorreu através de prontuérios medicos, entrevista e
preenchimento de um questionario (APENDICE Il), conforme a 42 edi¢do do Manual
de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and statistical
manual of mental disorders, 4th edition - DSM-1V) (American Psychiatric
Association, 1994).

Todos os pacientes da pesquisa encontravam-se sobre tratamento no
Centro de Apoio Psicossocial de Alcool e Drogas (CAPS-AD), obedecendo os
critérios de diagndstico para dependéncia do alcool (303,90) ou abuso do alcool
(305,00) estabelecidos pelo DSM-IV ou CID-10. Todos assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (APENDICE |) e autorizaram a coleta de sangue

para a genotipagem.

4.1.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo dos sujeitos da pesquisa foram:

e Individuos sem relacdo de parentesco com nenhum dos sujeitos da
pesquisa ou pesquisados;

e Sujeitos habilitados cognitivamente para compreender os objetivos
proposto pelo estudo, das etapas experimental e das questbes
envolvidas na entrevista,

e Com descendéncia paterna e materna do nordeste do Brasil.



35

4.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), hepatite B e C
e Doencas Sexualmente Transmissiveis (DSTS).

e Cancer néo correlacionado com o consumo de bebidas alcodlicas.

e Dependentes de outras drogas quimicas com excec¢do do alcool e da

nicotina.

4.2. CALCULO DO GRAU DE DEPENDENCIA

A partir das informacdes contidas no questionario pode se estimar o grau
de dependéncia de cada paciente, além de confirmar a auséncia de dependéncia
do alcool nos individuos controles. Esta estimativa se realiza através da
multiplicacdo do volume consumido com a concentracdo alcodlica existente em
cada bebida como observado na Tabela 2 (VOGEL, 2007). Desta forma, se obtém
a quantidade absoluta de alcool em mL que deve ser convertida em gramas, pela
multiplicacéo da densidade do alcool (0,8). Assim, constatamos o volume de alcool
presente em cada dose de uma bebida como descrito na Tabela 3 (Nucleo Einstein
de Alcool e Drogas do Hospital Israelita Albert Einstein — NEAD). O consumo de
alcool é estabelecido pelo total de doses ingeridas, uma vez que cada dose

equivale em média a 14 g.

Tabela 2. Concentracdo de &lcool de acordo com o tipo de bebida

Bebida Concentracado de alcool em porcentagem
Cerveja 5%

Vinho 12%

Uisque/ Conhaque/ Pinga 40%

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

Tabela 3. Unidade de alcool contido em cada dose de bebida

Bebida Volume Teor Quantidade de Gramas de alcool/ Dose
alcodlico alcool Dia 1D=14g
(Volume x Teor (Quantidade de
alcodlico) alcool x 0,8)
Cerveja 350mL 5% 17,5mL 149 1
Vinho tinto 150mL 12% 18mL 14,49 1
Destilada 40mL 40% 16mL 12,89 1

Fonte: Nucleo Einstein de Alcool e Drogas do Hospital Israelita Albert Einstein — NEAD).
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O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui (CAEE: 0234.0.045.000-10) de acordo com as
diretrizes estabelecidas na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(ANEXO 1). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todos

os voluntarios desta pesquisa pos-informados.

4.3. GENOTIPAGEM

4.3.1. EXTRACAO DE DNA

Fez-se o0 uso de seringas individuais e descartaveis para a coleta de 4mL
de sangue periférico dos voluntarios e armazenados em tubos contento acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O DNA gendmico foi isolado a partir de linfécitos
utilizando o kit de extragcdo de DNA genémico Wizard™ (Promega Inc., Madison,
WI, EUA) de acordo com instru¢des do fabricante (ANEXO II).

Por meio de corrida eletroforética em gel de agarose a 0,8%, corado com
GelRed™ e visualizado a luz ultravioleta em transluminador modelo L-PIX-HE
(LOCCUS® Biotecnologia, Brasil) foi possivel verificar a qualidade do DNA extraido.
A gquantificagdo ocorreu com auxilio de espectrofotdmetro, modelo BioSpec-nano
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) com comprimento de onda de 260 a 280 nm.
Posteriormente, as amostras foram refrigeradas a uma temperatura de -20°C no
Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Piaui-
UFPI, Campus de Parnaiba e depositado no banco de DNA do projeto “Estudo
Citogenético e Molecular em uma Populagédo de Alcoolistas do Estado do Piaui”,

sob a responsabilidade da Prof2 Dr2 Renata Canalle.

4.3.2. PCR

A analise das variantes polimorficas do gene DRD4 da duplicacéo 120 pb

foi realizada tendo como base o protocolo para técnica de reacdo em cadeia da
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polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) de acordo com Seaman

et al., 1999. O protocolo da PCR foi realizado nas seguintes condic¢des:

Tabela 4. Volume e concentracdo dos reagentes empregados na PCR apés a padronizagao

Reagente Volume e concentracao
H20 12,2 pL
Tampao 10X 2,5uL (20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8,4)
dNTPs 5,0 uL (2 mM)
Primer foward 1,0 ul (0,4 pM)
Primer reverse 1,0 yl (0,4 pM)
DMSO 1,0 ul (5%)
MgCI2 1,0 uL (1,25 mM)
Taq DNA polimerase 0,3pL (1,5U)
DNA genbmico 1,0 uL(100 ng)
Total 25 L

Todo o manuseio das PCRs foi efetuado dentro de uma cabine de
seguranca biolégica de fluxo unidirecional horizontal. Foram utilizados dois
controles de reacdo, o controle negativo (branco), para assegurar a auséncia de
contaminacgado por DNA exdgeno durante a reagdo, para isso, ha adi¢cdo de todos
os reagentes da amplificacdo exceto o DNA gendmico, e o controle positivo que
identifica problemas nos reagentes e provaveis erros no experimento, além de
funcionar como controle interno, pois consisti em uma amostra previamente
otimizada para a reacao.

Para a amplificacdo do polimorfismo 120 pb da regido promotora do gene
DRD4 foram empregados 0s primers direto DRD4-1: 5
GTTGTCTGTCTTTTCTCATTGTTTCCATTG 3’ e o primer reverso DRD4-2: 5
GAAGGAGCAGGCACCGTGAGC 3'. O par de primers fornece um fragmento de
amplificacdo constante de 429 pb, correspondente ao genétipo homozigoto para o
alelo selvagem (S/S), enquanto o surgimento do segmento longo de 549 pb
determina o gendtipo homozigoto mutante (L/L). A presenca de ambos o0s
fragmentos define o gendétipo heterozigoto (S/L), onde todos os gendtipos podem

ser visualizados na Figura 6.



38

Figura 6. Representacdo dos genétipos. PCR em gel de agarose 2,5% para genotipagem do
polimorfismo 120 pb. Na imagem pode-se observar em M= marcador de peso molecular (100 pb), 1
e 5 amostras homozigotas mutante (banda 549 pb), 2 e 4 homozigotas selvagem (banda 429 pb),
CNT= controle interno da reacéo (heterozigoto) e B= o controle branco.

Fonte: Autor.

O programa para o ciclo de co-amplificagdo utilizado foi: 95°C por 5
minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 60
segundos, seguidos de 10 minutos a 72°C. As reacdes de PCR foram conduzidas
no termoclicador Thermal Cyclers Amplitherm® (Madison, WI, USA).

Os produtos da PCR juntamente com o Ladder (marcador de peso
molecular), com tamanho de 100 pb, foram analisados por eletroforese em gel de
agarose com concentracao de 2,5%. Para a eletroforese foi utilizado tampéo TBE
1X (100ml de TBE 10X; 900ml de agua destilada) para preparagéo do gel e corrida
eletroforética, 5 yL do produto de PCR, corado com 2 puL de BLUE (azul de
bromofenol + chileno-cianol + glicerol + Agua) e 3 pL da solucdo de GelRed™ 0,2%
(1 pl de GelRed™ 10.000x + 500 pl de a&gua) e em seguida submetidos a
eletroforese a uma voltagem de 120 V por 40 minutos. Apés a corrida do gel a
regido génica amplificada foi visualizada sob efeito da luz UV por foto-
documentacédo no transluminador Loccus Biotecnologia e observado os padrbes de

bandas para a determinacdo do gendtipo.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

Por simples contagem dos grupos alcoolista e controle foi obtido as
frequéncias alélicas e genotipicas. Utilizamos os testes de qui-quadrado (x2), exato
de Fisher e Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca (IC) de 95% e significancia
de p<0,05 como uma estimativa de risco relativo e grau de associacao para a
analise da distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas em associacdo com
DA. As caracteristicas demograficas da amostra foram calculadas pelo o teste “t”
independente. A avaliacdo estatistica dos dados foi realizada no software BioEstat
5.3 (AYRES et al., 2007).

As distribuicBes genotipicas observadas e esperadas foram comparadas
através do teste do qui-quadrado, com o intuito de avaliar o equilibrio de Hardy-

Weinberg.
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5. RESULTADOS

Para esta avaliagéo, foram considerados 143 pacientes com uso abusivo
de alcool, em tratamento no CAPS-AD e 146 controles, que ndo bebem ou com
consumo leve a moderado do mesmo (de acordo os critérios do DSM-1V). Todos os
individuos da pesquisa sdo do sexo masculino, critério estabelecido para que a
amostra estivesse com maior homogeneidade. A distribuicdo dos gendtipos na
populacdo controle foi consistente com o equilibrio de Hardy-Weinberg, com
p=0,093. Enquanto, a distribuicdo genotipica dos pacientes ndo se distribuiu
segundo o referido equilibrio (p=0,0022).

De acordo com os dados da distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo
ilustrada na Tabela 5, podemos observar que ndo houve diferenca estatisticamente
significante na frequéncia dos genétipos do polimorfismo 120 pb no gene DRD4
entre os grupos estudados, com o gendétipo homozigoto selvagem (S/S) em menor
proporcao, tanto nos alcoolistas (10,49%) como nos controles (7,53%). O genétipo
heterozigoto (S/L) apresentou-se em uma proporcao intermediaria, com 27,27%
entre os pacientes e 30,14% nos controles. Todavia, 0 gendétipo homozigoto
mutante (L/L) apareceu em maior frequéncia genotipica, aproximadamente 62,00%
entre alcoolistas e controles. Nao houve diferenga estatisticamente significante na
frequéncia dos alelos S e L (p=0,73). Entretanto, observa-se uma prevaléncia do
alelo L entre os alcoolistas (75,87%) e controles (77,40%).

Tabela 5. Frequéncia genotipica e alélica dos alcoolistas e controles do polimorfismo de duplicagao
120 pb no gene DRD4.

Alcoolistas Controles

Gendtipos/Alelos  Numero (%) Numero (%) p* OR (95% IC) P
n= 143 n= 146

DRD4

120pb
SIS 15 (10,49) 11 (7,53) referéncia 1 (referéncia)
SIL 39 (27,27) 44 (30,14) 0,37  0,65(0,26-1,58) 046
L/L 89 (62,24) 91 (62,33) 0,53  0,71(0,31-1,64) 096

Alelos

S 69 (24,13) 66 (22, 60) referéncia 1 (referéncia)
L 217 (75,87) 226 (77,40) 0,69 0,91 (0,62-1,35) 0:73

p*= teste de probabilidade exato de Fisher; S corresponde ao alelo selvagem (120 pb) e L o alelo
mutante (240 pb); OR= Odds Ratio; IC= intervalo de confianga; SignificAncia estatistica (p<0,05).
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As caracteristicas demogréficas e clinicas dos participantes em relacao a
idade, escolaridade, idade de 1° uso, doses por dia, habito tabagista e histérico
familiar estdo descritas na Tabela 6.

Os individuos do grupo controle apresentaram idade mais avancada em
comparacao ao grupo alcoolista. A média de escolaridade também foi superior no
grupo controle, ambas com diferenca significativa (p<0,05). N&o houve significancia
estatistica em relagdo a idade de inicio do consumo de &lcool (p=0,77). Foram
significativamente maiores as doses de alcool consumida/dia entre os alcoolistas
(p<0,05), esse resultado ja era esperado, visto que, os controles ndo bebem ou o
fazem esporadicamente. Levando em consideracdo as variaveis, o uso do tabaco
e o histérico familiar do consumo de alcool entre os grupos, foi verificado uma
prevaléncia significativamente maior entre os alcoolistas, com p<0,05, para ambas

caracteristicas.

Tabela 6. Caracteristicas demograficas da amostra.

2 Alcoolistas Controles o
Variavel Média + D.P.  Média + D.P. IC 95% P t
Idade (anos) 40,41(14,38) 54,58 (21,00) 18,35- 9,97 <0,05 6,65
Escolaridade 6,23(4,48) 12,27(4,59) 8,18— 3,88 <0,05 5,74
(anos)
Idade 1° uso 14,43(3,68) 14,77(3,23) 2,85-2,18 0,77 0,30
Doses por dia** 34,57 (25,58) 2,11 (0,77) 11,86 — 57,27 <0,05 3,01
. . Correcéo de
0, 0 *
Namero (%) Numero (%) vates p
Fumantes 81 (56,64) 43 (29.45) 20,70 <0,0001
Nao fumantes 62 (43,35) 103 (70,54)
Historico familiar 106 (74,12) 11 (7,53)
— 130,20 <0,0001
Sem historico 5755 g7 135 (92,46)

familiar
D.P.= Desvio padrao; p=valor do Teste t para amostras independentes; Significancia estatistica (P
< 0.05); IC = intervalo de confianca; 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).

Diversos fatores estao correlacionados com a sindrome de dependéncia do
alcool, dentre eles o histérico familiar. Diante disso, foi realizada a analise da

associacdo genotipica do grupo dos alcoolistas que mencionaram a ingestao
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abusiva de alcool por familiares em comparacéo aos individuos que comunicaram
que néo possuem familiares dependentes do mesmo. A maior frequéncia
genotipica foi encontrada nos individuos homozigotos mutantes com histérico
familiar de dependéncia alcoolica (63,20%) em relacdo aos que nao apresentam
parentes alcoolistas (55,89%), a diferenca foi estatisticamente insignificante
(p=0,09). Os dados obtidos do genétipo heterozigoto com historico familiar
(29,24%) e sem histérico na familia (23,52%), ndo foram estatisticamente
significantes, com p=0,11, conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 5. Comparacao da frequéncia do polimorfismo entre os dependentes do alcool com relacdo
ao historico familiar.

Com Histérico familiar Sem historico

- , familiar
0, 0
Gendtipos Num_ero (%) NGmero (%) OR (IC) 95% p
n= 106 _
n=34
120 pb
SIS 8 (7,54) 7 (20,59) 1 (referéncia)
S/L 31 (29,24) 8 (23,52) 3,39(0.94-12.16) 0.11
L/L 67 (63,20) 19 (55,89) 3,08 (0.86 - 8.19) 0.09

S= alelo selvagem; L= alelo mutante; OR= Odds Ratio; IC = intervalo de confianga; SignificAncia
estatistica (p<0,05).

Os dados contidos na Tabela 8 evidenciam que ndo houve significancia
estatistica quando analisada a distribuicao genotipica em relacédo a idade de inicio
da ingestéo de alcool pelos alcoolistas, podendo a primeira dose de alcool ter sido
consumida até os 13 anos ou igual e superior aos 14 anos de idade. O genotipo L/L
se apresentou com maior frequéncia em ambos os grupos, com 58,62% entre 0s
de idade de inicio inferior a 14 anos e 62,70% naqueles que iniciaram 0 consumo
a partir dos 14 anos de idade (p=0,10). Apesar disso, os dados tenderam a
significancia para o genétipo S/L em comparac¢ao a idade de inicio do primeiro uso
do alcool, com p=0,08.

Tabela 6. Frequéncia dos gendétipos e idade do primeiro uso dos alcoolistas para o polimorfismo
120 pb.

. Inicio de uso > 14
Inicio de uso < 14 anos

Genétipos Numero (%) Nurﬁgf(f ) OR (IC) 95% P
n= 58 _
n= 381
120 pb
SIS 10 (17,24) 5(6,17) 1 (referéncia)
SIL 14 (24,14) 25 (30,86) 0,28 (0.94- 12.16) _ 0.08
L/L 34 (58,62) 51 (62,70) 0,33(0.99-9.60) 0.10

S = alelo selvagem; L = alelo mutante; OR= Odds Ratio; IC = intervalo de confianca; Significancia
estatistica (p<0,05).
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Observando a frequéncia dos genoétipos dos individuos alcoolistas e
controles relativa ao habito tabagista (Tabela 9), as diferencas foram
estatisticamente insignificantes para o genoétipo homozigoto mutante entre 0s
alcoolistas e controles fumantes, com frequéncia aproximada de 60,00% para 0s
grupos (p=0,96). A frequéncia dos individuos heterozigotos alcoolistas (28,39%) e
controles (30,23%) fumantes foi sem significancia estatistica (p=0,99). Ao analisar
0S pacientes e 0s controles ndo tabagistas o genétipo L/L ndo apresentou diferenca
estatistica na distribuicdo dos genatipos, 64,51% entre os alcoolistas ndo fumantes
e 63,10% para os controles sem este habito (p=0,79). Também ndo houve
significancia estatistica para o genétipo S/L, visto que a frequéncia dos alcoolistas
nao fumantes (25,80%) foi semelhante ao dos controles ndo fumantes (30,10%),
com p=0,63.

Tabela 7. Comparacao da frequéncia genotipica entre alcoolistas e controles em relagdo ao habito
tabagista.

Alcoolistas
Gendétipos fumantes Contrgles fumantes
, Numero (%) OR (95%IC) P
Numero (%) _
_ n=43
n=81
120 pb
SIS 9(11,11) 4 (9,30) 1 (referéncia)
S/L 23(28,39) 13 (30,23) 0,78 (0,20 — 3,06) 0,99
L/L 49(60,50) 26 (60,46) 0,83 (0,23 — 2,98) 0,96
Alcoolistas néao Controles néao
Genotipos NflfnT:rgt?; ) NflfnT:‘rgt?; ) OR (95%IC) p
n=62 n=103
120 pb
SIS 6 (9,67) 7 (6,80) 1 (referéncia)
S/L 16 (25,80) 31(30,10) 0,60 (0,17 — 2,09) 0,63
L/L 40 (64,51) 65 (63,10) 0,71 (0,22 — 2,29) 0,79

S = alelo selvagem; L = alelo mutante;
estatistica (p<0,05).

OR= Odds Ratio; IC = intervalo de confianca; Significancia
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6. DISCUSSAO

O presente estudo propbs-se a comparar as distribuicdes genotipicas e
alélicas da populacéo em estudo com outras populagdes, a analise da duplicacao
de 120 pb e a dependéncia ao alcool e coletar informacdes sobre as caracteristicas
demograficas e clinicas dos voluntarios desta pesquisa.

Na comparacao das frequéncias dos gendtipos, observamos que no nosso
estudo, as frequéncias genotipicas (S/S= 9,0%, S/L= 29,0% e L/L= 62,0%) s&o
similares as encontradas em outras etnias. Na populacdo global a distribuicdo do
polimorfismo de duplicacdo 120 pb do gene DRD4 é muito ampla, variando de
acordo com a populagéo e o estudo. Os resultados obtidos foram semelhantes a
outras investigacdes, como na populacdo de caucasianos (Hungaros): 3,0% com
genatipo S/S, 28,3% S/L e 68,7% L/L (SZANTAI et al., 2005). Em contrapartida, as
frequéncias encontradas divergiram de estudo africano, americano e asiatico. Na
populacdo africana, o gendtipo L/L se apresenta com menor frequéncia (16,3%),
seguidos do S/S (35,5%) e S/L (48,2%) (SEAMAN et al., 1999). No mesmo trabalho,
Seaman e colaboradores avaliaram a populacdo Maia, perfazendo uma frequéncia
de 23,1% (S/S), 26,9% (L/L) e 49,9% (S/L). Enquanto a frequéncia do gendtipo S/S
(13,6%) na populacdo chinesa se assemelhou com a populagdo do presente
estudo, as distribuices dos outros gendétipos ndo foram equivalentes, tendo como
frequéncia genotipicas de 38,8% para L/L e de 47,6% para S/L (XING et al., 2003).

Com relacdo aos estudos brasileiros, até o momento foram realizados
poucos trabalhos para o polimorfismo de 120 pb no gene DRD4. No ano de 2006
no Rio Grande do Sul, Marques e colaboradores avaliaram a relacdo deste
polimorfismo com TDAH. Foram genotipados 538 individuos casos/controles (todos
brasileiros descendentes de europeus) e encontrou-se uma frequéncia de 4,7%
(S/S), 32,2% (S/L) e 63,1% (L/L). As frequéncias obtidas aproximaram das
observadas neste estudo e compativeis aos caucasianos. Um segundo trabalho
realizado no sudeste do pais, no Rio de Janeiro, que investigou também o TDAH,
foram genotipados 371 individuos e encontrada uma frequéncia de 60,8%, 38,2%
e 1,0% para os genotipos S/S, S/L, L/L, respectivamente (MULLER et al., 2012).
Esses resultados foram mais préximos daquele encontrado na populagéo africana

e destoantes das observadas em nosso estudo.
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A diversidade étnica e racial no Brasil decorre do processo de escraviddo
e colonizagdo, apresentando graus variados dependendo da regido e seus
ancestrais. Na regido sudeste houve um aumento da contribuicdo de africanos,
particularmente no Rio de Janeiro a populacdo autodeclarada preta € superior a
média nacional (IBGE, 2007). Enquanto na regido sul do Brasil percebemos maior
contribuicdo da populacdo europeia no processo de colonizagdo (MATTEVI et.al.,
2007). A permanéncia dessas popula¢cdes nas regides citadas contribuiu para a
formacdo da etnia da populacéo atual, o que pode justificar a distribuicdo genotipica
encontrada nos trabalhos de Marques (2006) e Muller (2012).

As frequéncias alélicas para o polimorfismo 120 pb tém sido descritas para
populacdes de diferentes etnias. Nossas frequéncias alélicas (S=23,0% e L=77,0%)
se aproximam dos resultados encontrados no trabalho brasileiro de Marques
(2006), citado anteriormente na compara¢ao genotipica, com frequéncia alélica de
21,0% para o alelo S e 79,0% para o alelo L, ndo havendo associagao positiva entre
o polimorfismo 120 pb e o transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade.
Também houve similaridade na distribuicdo dos alelos nos trabalhos internacionais:
Szantai (2005) com 17,1% (S) e 82,9% (L); Mill (2001) 22,0% (S) e 78,0% (L) e
Todd (2001) 20,0% (S) e 80,0% (L), todos analisaram diferentes populagdes
caucasianas (hungaros, ingleses e norte-americanos, respectivamente). Apenas
Szantai nao relacionou com o TDAH, pois 0 mesmo investigava a validacdo de
métodos de genotipagem. Nos trabalhos de Mill (2001) e Todd (2001) ndo foram
encontradas significAncia estatistica que pudessem associar o polimorfismo com o
transtorno.

Seaman e colaboradores (1999) realizaram estudos com diferentes
populacdes avaliando as frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo do gene
DRD4. Nas populacdes africana (S=59,6% e L=40,4%) e Maia (S=48,1% e L=
51,9%) estas frequéncias foram divergentes das encontradas no presente trabalho.
Podemos notar que, enquanto nestas populacdes as frequéncias dos alelos S e L
sdo equivalentes, as do corrente estudo tem uma predominancia do alelo mutante.
Além disso, na populacéo africana ha uma prevaléncia do alelo selvagem, oposto
ao resultado encontrado neste trabalho. As discrepancias alélicas observadas entre
estas populagcbes em comparacao as obtidas nesta pesquisa nao se restringem

apenas aos estudos estrangeiros, mas também a um estudo no sudeste brasileiro.



46

Muller e colaboradores (2012), verificaram a frequéncia de 79,9% para o alelo S e
de 20,1% para o alelo L na populagéo do Rio de Janeiro. Esta distribuicdo chegou
mais proxima da encontrada no estudo africano (SEAMAN et al.,1999), visto que
ambas tiveram uma maior prevaléncia do alelo selvagem, mas bem diferente do
identificado no atual trabalho. Sendo essa frequéncia alélica de S muito superior as
frequéncias observadas em diversos estudos que avaliaram diferentes etnias no
Brasil e no mundo.

Em relacéo a analise do polimorfismo estudado e a DA, foi notério que a
maioria dos estudos publicados que envolvem o gene DRD4 faz relacdo com o
VNTR 48 pb (MOTA, et al., 2013; RAY, et al.,, 2008; PARSIAN, et al., 1997;
MURAMATSU, et al., 1996), apenas uma pequena parcela estuda a duplicacéo de
120 pb. Dentro desses poucos estudos, a maior parte associa esse polimorfismo a
outras desordens (LI, et al., 2004; ROGERS et al., 2004; XING, et al., 2003),
principalmente a TDAH (MARQUES, et al., 2016; TODD, et al., 2001; EL-
FADDAGH, et al.,, 2004; KUSTANOVICH, et al.,, 2004; MILL, et al., 2001;
MCCRACKEN et al., 2000), poucos trabalhos avaliaram a influéncia da duplicacéo
com o alcoolismo (PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013), além disso, estudos
demostram que a presenca do TDAH é apontada como fator de risco para o
desenvolvimento do alcoolismo (OHLMEIR, et al., 2008). Sabendo que a populacao
brasileira supera a média mundial no consumo de alcool (WHO, 2014) e que
entender os mecanismos fisiopatoldgicos possivelmente trard beneficios para o
diagnéstico e tratamento dessa enfermidade, avaliamos a associacdo do
polimorfismo 120 pb do gene DRD4 com a dependéncia do alcool.

Alguns trabalhos sugerem que o polimorfismo de 120 pb da regido
promotora do gene DRD4 pode modificar a suscetibilidade do individuo ao TDAH
(KUSTANOVICH, et al., 2004; MCCRACKEN et al., 2000) e ao alcoolismo
(PRASAD; AMBEKAR; VASWANI, 2013), pois pressupde-se ter influéncia nos
niveis de transcri¢do, estando o alelo L associado a uma diminuicdo da densidade
de receptores nas areas de recompensa cerebral, principalmente no nucleo
accumbens, provocando acumulo de cAMP nas regides de recompensa do
cérebro, deixando este sistema bastante sensivel a situacbes que causam
sensacao de prazer. Aléem do mais, o alcool tornar-se fortemente agregado a

sensacao prazerosa e essa memoria pode ser evocada com facilidade, causando
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um desejo forte e incontrolavel em busca da substancia (TAPERT, et al., 2004). No
entanto, nossos resultados nao indicam que o alelo 240 pb esteja associado a uma
maior suscetibilidade ao alcoolismo. Da mesma forma que a maioria dos estudos
gue tentaram associar este polimorfismo com TDAH (FRANK et al., 2004; KIRLEY
et al., 2004; BARR et al., 2001c; TODD et al., 2001b).

Mill e colaboradores (2001) realizaram um trabalho na populacéo inglesa
que avaliou a associacao dos polimorfismos de duplicacdo 120 pb, os SNPs -616
C/G e -512 C/T (ambos na regido promotora), a repeticao poli-G (intron 1) e 0 VNTR
de 48 pb do éxon Illl, todos do gene DRD4. Os resultados sugeriram que 0
envolvimento dos alelos L (duplicacdo 120 pb), C (-616 C/G) e C (-512 C/T) da
regido promotora pode conferir suscetibilidade com TDAH, contudo, quando a
avaliacdo destes polimorfismos foi realizada individualmente ndo se observou
nenhuma associagdo com o transtorno. Como o nosso estudo analisou apenas o
polimorfismo 120 pb de maneira isolada, ndo foi constatada associagédo com a SDA.
Desta forma, possivelmente uma investigacdo conjunta com outros polimorfismos
da regido promotora desse gene poderia fornecer uma associacdo positiva para o
alcoolismo.

Em 2004 Arcos-Burgos também pesquisando o TDAH, procurava encontrar
uma possivel ligacdo entre a desordem e os polimorfismos do gene do DRD4
(repeticdo de 120 pb e VNTR 48 pb). Seu estudo revelou uma associacao positiva
entre a combinacdo dos alelos L e 7R com a predisposicdo ao TDAH em uma
populacao derivada da Coldombia. Deste modo, uma avaliagao da interacéo desses
dois polimorfismos poderia proporcionar uma possivel predisposi¢éo ao alcoolismo,
visto que, ambos influenciam na taxa de acumulo de cAMP no ndcleo accumbens.

Resultados semelhantes aos encontrados por Arcos-Burgos (2004b) sobre
a associacdo do VNTR 48 pb com a predisposi¢cdo ao TDAH, foram equivalentes
aos obtidos em diferentes populagdes, tais como irlandesa, americana, alema,
brasileira e canadense (BELLGROVE, et al.,, 2005c; LANGLEY, et al., 2004;
SEEGER, et al., 2004; ROMAN, et al., 2001; MUGLIA, et al., 2000; LOHOSTE, et
al., 1996). Todos associaram a variante de 7 repeticdes com o transtorno, uma vez
que em comparacao aos alelos 2R e 4R, esse alelo tem uma capacidade de
dobramento cerca de 2-3 vezes inferior para o acoplamento da dopamina e Adenil

ciclase, ou seja, produziria uma proteina com resposta a dopamina diminuida
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(ASGHARI, et al., 1995; VAN TOL, et al., 1992). Simpson e colaboradores (2010)
pesquisando a expressédo de mRNA dos polimorfismos VNTR 48 pb e da duplicagao
120 pb em tecido do cortex cerebral coletados post-mortem, verificaram uma
expressdo diminuida de mRNA em individuos que possuiam pelo menos uma
variante de 7R em comparagdo aos individuos com a auséncia deste alelo. Da
mesma forma que o gendtipo L/L em comparagdo ao heterozigoto do polimorfismo
120 pb. Apesar de ambas as expressfes nao terem sido estatisticamente
significantes, esses resultados corroboram com os achados na literatura (D’ Souza
et. al., 2004) pois mais uma vez mostram que a taxa de mRNA é afetada pela
presenca do alelo L do polimorfismo de 120 pb e do alelo D4.7 do VNTR 48 pb.

Evidéncias mostram que o VNTR 48 pb podem modular o comportamento
compulsivo de busca ao alcool nos individuos que sofrem com abuso desta
substancia (CERQUEIRA, et al., 2008), pois trabalhos demonstram que portadores
dos alelos longos (> 7 repeticdes) aumenta significativamente o desejo e consumo
de alcool, comparados aos individuos homozigotos para os alelos curtos, menor
que 7R (MACKILLOP et al. 2007; McGEARY, et al., 2006; HUTCHISON, et al.,
2002). Como nos embasamentos propostos pela literatura, o alelo mutante do
polimorfismo 120 pb pode resultar em praticamente o mesmo efeito no processo de
recompensa cerebral, individuos com esse polimorfismo pode ter uma tendéncia
maior na procura pelo alcool.

Tanto quanto sabemos, o trabalho de Prasad (2013) na populacéo indiana
foi 0 Unico que associou o polimorfismo de 120 pb no gene DRD4 a DA, além disso,
os resultados mostraram uma associacao positiva a essa desordem. A frequéncia
do alelo S entre os alcoolistas foi 28,0% e nos controles 45,0%, enquanto o alelo
mutante apresentou frequéncia entre os casos de 72,0% e nos nao alcoolistas de
55,0%, havendo uma diferenca estatisticamente significante, sugerindo que o alelo
de 240 pb confere aproximadamente duas vezes maior risco ao desenvolvimento
do alcoolismo em comparacdo ao grupo controle. Porém, essa populacdo ndo
obedeceu ao equilibrio de Hardy-Weinberg, precisando ser interpretado com
cautela esses resultados.

Diferente dos resultados propostos por Prasad e colaboradores (2013), no
presente trabalho as frequéncias alélicas entre alcoolistas e controles nédo

divergiram estatisticamente, tendo sido a frequéncia do alelo S 24,1% e 22,6%
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entre os alcoolistas e controles, nesta ordem. Em relagéo ao alelo L a frequéncia
foi 75,8% entre os dependentes do alcool e 77,4% entre os controles (p=0,73). De
fato, no presente trabalho, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias alélicas dos casos e dos controles analisados, ndo
demonstrando uma associagéo entre o polimorfismo 120 pb do gene que codifica
o receptor D4 e a suscetibilidade ao desenvolvimento da dependéncia do alcool.

Entendemos que as conclusdes aqui obtidas apontam para existéncia de
diferencas nos resultados, possivelmente, fatores como: 1) metodologia utilizada
na pesquisa: pois alguns dos estudos que evidenciaram associacao desse
polimorfismo com outras desordens foi realizado pelo método de teste de
desequilibrio de transmissdo (KUSTANOVICH et al., 2004; MCCRACKEN et al.,
2000); 2) pelas variagfes nas frequéncias alélicas: ligado diretamente as diferentes
etnias, por exemplo, na populacéo brasileira a alta miscigenacgao pode ter influéncia
nas diversas distribuicdes alélicas encontradas dentro da prépria populacéo
(MULLER et al., 2012; MARQUES et al., 2006) e 3) tamanho da amostra: quanto
maior o nimero amostral mais representativo sera a populacéo.

Tratando-se da analise das caracteristicas demogréaficas, os dados
mostram que a idade média do grupo controle foi de aproximadamente 54 anos,
enquanto dos alcoolistas, 40 anos, com a diferenca das idades estatisticamente
significativamente (p<0,05). Estes dados sdo condizentes com os publicados pelo
Estudo Epidemioldgico Nacional Sobre Alcool e Condicdes Relacionadas (National
Epidemiologic Survey of Alcohol and Related Conditions — NESARC, 2002),
mostrando que a medida que a idade avanca, a frequéncia de ingestédo de alcool
diminui em 50% em relacdo ao consumo do ano anterior entre individuos de 45-64
anos em comparacao com aqueles entre 18-29 anos. A maior prevaléncia entre 0s
jovens pode ser ainda explicada por meio do grande apelo das propagandas sobre
0 uso de tal substancia e pelo fato do consumo sociavel do alcool ser aceita e
estimulada em diversos paises do mundo, implicando no aumento das chances
desse grupo a tornar-se dependente do alcool (MALTA et al., 2014).

Com relacédo ao grau de escolaridade, a amostra estudada apresentou
diferenca significativa entre o nivel de escolaridade nos dois grupos, revelando que
os alcoolistas possuem menor nivel de escolaridade em comparagéo aos controles.

Esses dados sdo compativeis aos demostrados na literatura, pois os maiores
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indices de dependéncia alcodlica pertencem as classes sociais com baixo grau de
instrugéo e que pode ser um elemento importante no envolvimento de pessoas com
0 uso nocivo do alcool (ABREU et al.,, 2012; DA COSTA et al., 2004; PRIMO;
STEIN, 2004;). Os padrdes culturais onde estao inseridos esses individuos e outras
caracteristicas socioecondmicas podem influenciar a pratica do uso abusivo do
mesmo (BARROS et al., 2007).

Embora o uso excessivo do alcool prejudique o funcionamento do cérebro,
cada individuo apresenta niveis diferentes de comprometimento cerebral. A
diversidade dos fatores modeladores, sdo em certos casos 0S responsaveis por
essas variagdes nos efeitos do consumo abusivo desta substancia. Alguns dos
fatores modeladores sao: sexo, padrées de consumo, existéncia de outros
transtornos psiquiatricos, duracdo da abstinéncia, além da influéncia genética
(avaliada pelo o histérico familiar), uso simultdneo de outras drogas e idade de
inicio do desenvolvimento da dependéncia (TAPERT, et al., 2004). Desta forma,
nesta investigacao avaliamos o histdrico familiar, para demostrar a importancia da
genética, o consumo de outra droga (no caso o cigarro) e idade do primeiro uso,
em vez de analisar a idade de inicio da dependéncia do alcool.

Teorias acerca da dependéncia mostram que quanto mais precocemente
se faz o uso do alcool, maiores sdo as chances de tornar-se dependente. Estudos
sugerem que s6 a partir dos 21 anos o cérebro humano completa o seu
desenvolvimento total, e que antes disso, esta sujeito a alteragBes bioquimicas
permanentes decorrentes da exposicdo precoce ao alcool, influenciando
negativamente no desenvolvimento intelectual do individuo e principalmente
tornando-o mais susceptivel a desenvolver a DA (TAPERT, et al.,, 2004).
Entretanto, nossos dados ndo condizem com esses relatos, uma vez que a idade
que os individuos fizeram a ingestdo de sua primeira dose ndo divergiu
significativamente entre os controles e os que fazem uso abusivo do &lcool
(p>0,05). Sugere-se que um estudo com maior nimero amostral proporcionasse
associacao equivalente com os encontrados na literatura.

De acordo com a analise genotipica e a idade de primeiro uso, ndo houve
diferenca significante entre os genotipos e a idade de primeiro uso do alcool entre
os dependentes, apesar do gendtipo homozigoto mutante (L/L) ter se mostrado com

maior frequéncia entre os individuos acima de 14 anos, sugerindo que nao ha
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influéncia do polimorfismo 120 pb no gene DRD4 com inicio do habito alcoolista.
Em parte, esse resultado pode ser comparado com o trabalho de Demir e
colaboradores (2002), que utilizando técnica de imagem para medir o fluxo
sanguineo nas regides cerebrais, buscavam examinar os efeitos da idade de inicio
da DA. Foram agrupados os alcoolistas em dois grupos, de inicio precoce (<20
anos) e inicio tardio (>20 anos), assim como 0s participantes controles.
Descobriram que houve prejuizo funcional neuropsicologico e diminuicdo do fluxo
sanguineo nas regides frontais superiores esquerdas em ambos 0s grupos de
alcoolistas comparado com os individuos controles. Os achados revelam que o
inicio precoce do abuso de alcool ndo é mais danoso para o funcionamento cerebral
do que o inicio tardio, uma vez que ndo houve diferenca significativa entre as
medidas de fluxo sanguineo e o desempenho neuropsicoldgico entre os alcoolistas
de inicio precoce e de inicio tardio. Independente do estudo n&o ter analisado
fatores genéticos, € importante compreender os efeitos que podem ou ndo estar
associado com a idade de inicio da dependéncia. Da mesma forma que Demir e
colaboradores ndo encontraram uma relagcao entre os efeitos com a idade de inicio
da dependéncia, nossa investigacdo ndo obteve uma associacdo do polimorfismo
de 120 pb com a idade da primeira dose.

O consumo de alcool também esté associado a outras dependéncias, como
o tabagismo (CASTRO et al.,, 2008). Em nosso estudo, a associacdo entre
alcoolistas e o habito tabagista foi significativa (<0,0001). Segundo a AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION (ASSOCIACAO AMERICANA DE PSIQUIATRIA)
(1996), cerca de 15 a 20% dos individuos que fumam apresentam predisposicao a
desenvolver a DA. O consumo de ambas as substancias pode estar correlacionado
porque normalmente consumidores de alcool fumam, e o uso do alcool e do tabaco
séo feitos concomitantemente (LEON et al., 2007; SHIFFMAN; BALABANIS, 1995).

Varias razdes tém feito com que a combinacdo de &lcool e cigarro seja
estudada, entre elas: o fato de muitos dependentes alcdolicos vir a Obito por
doencas relativas ao fumo; o habito de fumar pode ser considerado um marcador
para o abuso do alcool (HUGHES, 1995); o uso simultaneo dessas duas drogas
esta relacionado a um aumento expressivo nos indices de cancer orofaringeos
(BOBO, 1989) e a suspensao de uma delas pode significar a interrupcéo da outra

(LEON et al., 2007). Desta forma, é possivel inferir que esta relacdo pode ser



52

explicada por fatores genéticos, farmacologicos, culturais, entre outros (ROOM et
al., 2004; NIAURA; SHIFFMAN, 1995; BIEN; BURGE, 1990).

Todavia a analise da comparacéo das frequéncias genotipicas e o habito
tabagista ndo foi evidenciada significancia estatistica que associe 0s genotipos
analisados ao uso do cigarro. Nao foram encontradas na literatura pesquisas com
o polimorfismo 120 pb do gene DRD4 associado com o habito tabagista. Aqueles
que fazem tal associacdo com o gene DRDA4 utilizam o polimorfismo VNTR 48 pb
mostrando associacao positiva em homens, mas ndo em mulheres (LAUCHT et al.,
2004) e em afrodescendentes, mas ndo em caucasianos (SHIELDS et al., 1998).
Diante disso, os estudos s&o controversos com relacdo ao gene (e seus
polimorfismos) e o habito tabagista. Em suma, a distribuicdo dos genétipos S/S, S/L
e L/L do polimorfismo 120 pb do gene DRD4 néo diferiu entre pacientes e controles,
nem se encontrou qualquer associacdo entre o gendtipo e os indicadores de
gravidade da doenca ou histéria de tabagismo.

Dados da literatura evidenciam que familias com individuos que fazem uso
excessivo do alcool, pode estar associado como um fator de risco para que as
futuras geracbes tenham tendéncias ao vicio (EDWARDS, MARSHALL E COOK,
2005). Fato este corroborado com os dados do presente estudo, que se verificou
uma grande prevaléncia de parentes biologicos com os dependentes do &lcool. E
possivel observar que a dependéncia alcdolica tem um caréater familiar, visto que,
familiares que fazem uso abusivo do alcool tém uma frequéncia significativamente
maior (<0,0001) de dependéncia do que em parentes de ndo dependentes do
alcool. Estudos mostram a relevancia dos fatores hereditarios na predisposicéo a
tal transtorno. A complexa interacao dos fatores genéticos, psicossociais e culturais
sdo os causadores do desenvolvimento da compulsdo pelo alcool (MESSAS;
VALLADA FILHO, 2004).

No histérico familiar foi perguntado aos pacientes sobre sua familia em
relacdo as condicbes envolvendo o consumo do alcool. Nesta variante notou-se
uma auséncia de associacdo entre os genotipos do polimorfismo estudado e o
historico familiar, levando em consideracdo a analise apenas entre os alcoolistas.
Porém, nossos resultados sugerem uma tendéncia, ainda que ndo estatisticamente
significativa, de que o0 gendtipo homozigoto mutante (p=0,09) seja mais

representado no grupo de pacientes com histéria familiar.
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Dentro deste contexto, sugere-se que novas pesquisas que visam 0O
entendimento da fisiopatologia seja 0 quesito para avanco de efetivas estratégias
de prevencéao e tratamento da DA, especialmente em nossa populacdo em que o
uso abusivo do alcool vem crescendo consideravelmente. Talvez devido ao
tamanho das amostras e a estratificacdo populacional ser tédo diferente entre os
grupos estudados os resultados tenham sido contraditérios, recomendamos uma
analise com maior numero amostral que as publicadas até o presente momento
para a confirmagé&o desses resultados e o esclarecimento do papel do gene DRD4

no risco da DA e na determinacéo dos fatores que influenciam na sua génese.



54

7. CONCLUSAO

Nesta investigacdo observou-se a distribuicdo das frequéncias alélicas
(S5=23,0% e L=77,0%) e genotipicas (S/S= 9,0%; S/L= 29,0% e L/L= 62,0%)
semelhante das populac¢des caucasianas: hungaros, ingleses, norte-americanos e
brasileira. E diferentes das encontradas nas popula¢cdes chinesa, maia e africana.

Apés a intepretacdo dos resultados das frequéncias dos alelos e dos
genatipos avaliados néo foi verificado uma associacao positiva entre o alcoolismo
e 0 polimorfismo de 120 pb da regido promotora do gene DRDA4, pois nao foi
observada diferenca significativa entre as frequéncias dos individuos com SDA e
os controles. Logo, o presente estudo sugere que a suscetibilidade ou a protecéo
contra o alcoolismo néo tem influéncia deste polimorfismo.

Nossos resultados demostraram que o uso abusivo do alcool pode estar
relacionado com o habito tabagista e ao histérico familiar, em razdo da observacao
de uma significancia entre a DA e essas variantes. Mas, ndo estando ligado o
desenvolvimento da DA com a idade do primeiro uso do alcool. Além disso, foi
inexistente a prevaléncia significativa dos genétipos desse polimorfismo com estas
caracteristicas demograficas analisadas. No entanto, ainda que nao significante,
houve uma tendéncia do gendtipo L/L nos alcoolistas com historia familiar.

Embora este estudo tenha limitacbes que dificultam deducbes
concludentes sobre o real significado desses achados, como por exemplo o nimero
amostral, abrem-se novas possibilidades para o estudo da fisiopatologia da
dependéncia do éalcool. Estudos adicionais sdo necessarios uma vez que esta
investigacdo é pioneira nesta populacao do nordeste piauiense, sendo importante
para o levantamento da frequéncia deste gene nesta populacdo e a busca da

possivel relacdo com a DA.
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APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Wiy,
UFPI =

N

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do projeto: Estudo Citogenético e Molecular em Alcoolistas do Estado do Piaui
Pesquisadores responsaveis: Profa. Dra. Renata Canalle e Prof. Dr. Fabio José Nascimento Motta
Instituicdo: Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso
Pesquisadores participantes: Profa. Dra. France Keiko Nascimento Yoshioka, Prof. Dr. Giovanny
Reboucas Pinto
Telefones para contato (inclusive a cobrar): (86) 9939-7757 / 9921-9489 / 3323-5963
E-mail: recanalle@ufpi.edu.br; motta@ufpi.edu.br

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Vocé precisa
decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia
cuidadosamente o0 que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer duvida que vocé
tiver. Apos ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do
pesquisador responsével. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma.

Uma vez que o alcool constitui um grave problema a saude, estamos desenvolvendo um estudo
para obter um maior conhecimento clinico e cientifico de fatores genéticos e ambientais
relacionados com a dependéncia ao &lcool e predisposi¢cdo a doencas decorrentes do alcoolismo
em uma populagdo do Estado do Piaui, e verificar se o consumo de bebidas alcodlicas provoca
algum dano ao material genético. Por meio desta pesquisa é possivel conhecer melhor os
mecanismos da dependéncia, das doengas decorrentes e 0s danos provocados no material genético
e, portanto, oferecer novas possibilidades de prevenc¢éao, diagnéstico e tratamento. Para a realizagéo
deste estudo € necessario fazermos uma comparacao entre pacientes etilistas e pessoas saudaveis
que ndo consomem bebidas alcodlicas, as quais seréo utilizadas como grupo controle. Este estudo
€ realizado utilizando amostras de sangue periférico de individuos alcoolistas admitidos para
tratamento e acompanhamento em Instituicdes Municipais e Estaduais de assisténcia aos usuérios
de alcool e Hospitais da regido de Teresina e Parnaiba, no estado do Piaui, assim como de
individuos saudaveis voluntarios nédo etilistas.

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

Este projeto prevé o armazenamento das amostras coletadas para estudos futuros, que possam
mostrar a tendéncia da populacdo do Estado do Piaui em manifestar doencas decorrentes do
alcoolismo. A realizagdo desse projeto ndo terd custos e nem riscos aos voluntarios. Além disso,
fica garantida a manutencdo de sigilo, por parte dos pesquisadores, sobre a identificacdo dos
voluntarios que decidirem colaborar com esse projeto de pesquisa.

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

Concordando em participar desta pesquisa e com o0 uso deste material, do modo descrito, vocé
respondera ao questionario para coleta de informacdes e cadastro, como dados de identificacao
(nimero do prontuario, nome do paciente, diagnéstico principal), informacdes gerais (etnia, sexo,
data de nascimento, idade, endereco, profissdo), histéria de Tabagismo, histéria de Etilismo, histéria
familiar.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas, bem como a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo sem que isso traga prejuizo ao seu acompanhamento e
tratamento quando necessarios.

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

Se vocé nao concordar em permitir o uso deste material para pesquisa, sua deciséo nao influenciara,
de nenhum modo, o seu tratamento e acompanhamento.

Vocé receberd uma cépia deste documento.
Consentimento da participacéo da pessoa como sujeito

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

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

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

Nome:

RG: Assinatura:
Nome:

RG: ____Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.
Parnaiba, / /

Profa. Dra. Renata Canalle Prof. Dr. F&bio José Nascimento Motta
Pesquisadora responsavel Pesquisador responsavel
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Observacfes complementares

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:Comité
de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petrdnio Portella - Bairro Ininga Centro
de Convivéncia L09 e 10 - CEP: 64.049-550 - Teresina - PI

tel.: (86) 3215-5734 - email: cep.ufpi@ufpi.br web: www.ufpi.br/cep
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APENDICE Il - QUESTIONARIO APLICADO PARA COLETA DE DADOS

FORMULARIO DE CADRASTRO DE PACIENTES (CASOS E CONTROLES)

1- Dados de Identificagao

N° do prontuario no hospital Unidade de Saude

Nome do Paciente

Paciente ( ) Internado () Ambulatorial ( ) CAPS-AD () Controle

2- Informagdes Gerais
Data da entrevista / /
Coleta de sangue () Sim () Nao

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

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

Endereco:
Bairro:
Cidade:
CEP:
Telefone:

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

1- Sexo:

() Masculino

( ) Feminino

() Prefere ndo declarar
2- Data de nascimento:

3-ldade:

4- Peso:

5- Estatura:
6- Cor referida:
7- Qual a sua etnia?

( ) branco

() mulato

() negro

() oriental

( ) indigena

() outra

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

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

QUESTIONARIO

10- Qual a cidade/estado/pais
que seus pais nasceram?

11- Escolaridade:

ao sabe ler e escrever
grau incompleto
grau completo

grau incompleto
2_grau completo
Superior incompleto
Superior completo

n
1
1
2

()
()
()
()
()
()
()

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

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

14- Faz uso de algum
medicamento?

() N&o () Sim

Qual?

15 — Quais dessas doengas ja
foram diagnosticadas no(a)
senhor(a)?

( ) Doengas cardiacas ou
vasculares

() Bronquite cronica

() Asma

() Enfisema pulmonar

() Osteoporose

() Doenga no figado

() Lesbes dos tecidos da boca e
dos labios

() Doenga no pancreas

() Cirrose hepética

() Pancreatite

( ) Tem alguma alteracéo na
sensibilidade dos pés

( ) Diabetes

( ) Hanseniase

() Gastrite

() Cancer.

Qual?
( ) Nenhuma




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

() Doengas cardiacas ou
vasculares
() Bronquite crénica
() Alguma alteracédo na
sensibilidade
dos pés
( ) Diabetes
( ) Hanseniase
() Gastrite
() Céancer.
Qual?
( ) Nenhuma

17 — Com que idade foi feito o
diagnéstico de cancer?

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

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

() ndo

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

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

() cerveja, chope

( ) vinhos

() cachaga, pinga

() uisque, vodka, conhaque
( ) outras

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

() Todos os dias

() cinco a seis dias por semana
() Ttrés a quatro vezes por
semana

() Uma ou duas vezes por semana
( ) De uma atrés vezes ao més
() Algumas vezes ao ano

() Consumiu uma vez ha mais de
12 meses.

() Nunca bebeu

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

() nas refeices

() entre as refeicbes

() aos finais de semana

() ndo tinha horario

() ndo sabe

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

() Asma

() Enfisema pulmonar

() Osteoporose

( ) Mortalidade neonatal

() Lesdes dos tecidos da boca e
dos labios

() Pai

() Avo

() Madrasta
() Mae

() Avo

() Irmao

() Padrasto
() Outro

() N&o ha

24 - Com qual idade comegou a
ingerir bebidas alcoolicas
regularmente?

() Menos de 10 anos de idade

() Entre 10 anos e 13 anos de
idade

() Entre 14 anos e 16 anos de
idade

() Entre 17 anos e 19 anos de
idade

() Com 20 anos de idade ou mais
() N&o bebi regularmente.

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

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

() nao se aplica

() todos os dias

() 5-6 dias/semana

() 3-4 dias/semana

() 1-2 dias/semana

() de 3-4 dias/més

() de 1-2 dias/més

() menos que 1 vez/més

27- No ultimo més quantos dias
vocé bebeu?

71

() Sindrome do alcool em
recémnascidos

de gestantes que bebem

( ) Doenga no figado

( ) Doenga no pancreas
() Cirrose hepética

() Pancreatite

() Mais de duas vezes

() Nunca tentei

32- Se vocé ingeria bebidas
alcoolicas e parou, ha quanto
tempo esta sem beber?

() Menos que 6 meses

() Mais que 6 meses e menos
que 1 ano

() Mais de 1 ano

33 - Dos sintomas de
abstinéncia abaixo citados,
guais vocé sentiu no periodo
em que esteve sem ingerir
bebidas alcéolicas?

() Tremor nas méos

() Insdnia

() Ansiedade

() Nervosismol/irritagéo
() Dor de cabeca

() Teve alucinag6es

() Outros

() N&o teve sintomas de
abstinéncia

34- Faz uso de outra droga?

cigarro
maconha
crack
cocaina
heroina
solventes

(
(
(
(
(
(

~—

35 - O(a) Senhor (A) é fumante?
() N&o () Sim
36- Que idade vocé tinha

guando fumou pela primeira vez
(anos)?

28 -Qual aidade que vocé parou
de beber?

29- Quando comegou a notar
dependéncia alcoolica?

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

31 - Quantas vezes tentou
deixar de

ingerir bebidas alcéolicas?
() Umavez

() Duas vezes

37 - Com qual idade comecgou a
fumar regularmente?

() Menos de 10 anos de idade

() Entre 10 anos e 13 anos de
idade

() Entre 14 anos e 16 anos de
idade

() Entre 17 anos e 19 anos de
idade

() Com 20 anos de idade ou mais
() N&o fumo regularmente.

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

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



() Algumas vezes ao més

() Algumas vezes ao ano

() Faz mais de um ano que néo
fumo

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

() Menos de uma carteira

() Uma carteira

() Duas carteiras ou mais

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

41 -Se vocé fumava e parou, ha

12

guanto tempo estd sem fumar?

() Menos que 6 meses

() Mais que 6 meses e menos
que 1 ano

() Mais de 1 ano
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ANEXO | - CARTA DE APROVACAO DESTE TRABALHO PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

MINISTERIO DA SAUDE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI \k\{\\%},
Conselho Nacional de Saude Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao —=
Comissao Nacional de Etica em Pesquisa Comité de Etica em Pesquisa - CEP- UFPI _l; UFPI
(CONEP) REGISTRO CONEP: 045 E/INN\S

I

CARTA DE APROVACAO

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

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

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodoldgicos de acordo com as
Diretrizes estabelecidas na Resolucéo 196/96 e complementares do Conselho Nacional
de Saude. Toda e qualquer alteracdo do Projeto, assim como o0s eventos adversos
graves, deverao ser comunicados imediatamente a este Comité. O pesquisador deve
apresentar ao CEP:

Agosto/2011 Relatorio parcial
Agosto/2012 Relatorio final

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

DATA DA APROVACAO: 10/09/2010

Teresina, 14 de Setembro de 2010.

A
Prof.@'ﬁfosﬁna}é@da Silva

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI
COORDENADOR

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

Kit Wizard comercial Promega — 300 pl de sangue total

Solucbes e material:

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

2 0
- eppendorf de 1,5 mL alcool 70%)

, - suporte para eppendorfs
- vortex P P PP

- micropipetador P1000 - papel toalha

_ - microcentrifuga
- isopropanol

- tubo vaccutainer, seringa e agulha

- ponteiras P1000 (azul) para coleta de sangue

- etanol 70%

1. Em um eppendorf de 1,5 mL, acrescentar 900 ul de solucéo 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 incubacéo).

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

5. Descartar o sobrenadante (deixar aproximadamentel0 a 20 pl).

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

7. Adicionar solucéo 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 solucéo de precipitacdo de proteinas (100 ul) 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 inversao até formar medusa.

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

13. Retirar 0 sobrenadante (pode inverter).
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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 solucao 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.



