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RESUMO
O consumo abusivo do alcool esté relacionado a aproximadamente 3,3 milhdes de mortes anuais
em todo o mundo, sendo considerado o primeiro fator de risco para a carga global de doencas
em paises das Américas. O abuso da ingestdo de alcool em longo prazo induz inimeras
alteracGes moleculares e bioquimicas nos tecidos relacionadas ao alcool. Acredita-se que 0s
efeitos toxicos do alcool sejam mediados por danos ao DNA por varios mecanismos, como pela
inducéo dos danos oxidativos, pelos adutos de DNA, pelos crosslinks e pelas quebras de fitas
de DNA. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi de verificar a frequéncia de
polimorfismos nos genes de reparo e detoxificacdo e a associacdo com o dano no DNA em
etilistas. A analise dos resultados obtidos mostrou um maior dano genotoxico nos etilistas, ao
realizar o Ensaio Cometa. Foi encontrado um ponto de variacdo no gene GSTP1 e um ponto de
variagdo no gene XRCC1. No entanto, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os gendtipos GSTM1 e GSTTL1 e os danos genéticos. Nesse contexto, pode-
se concluir que o Ensaio Cometa é um método bastante eficaz e barato para a analise de danos

genotoxicos.

Palavras-chave: etilismo, genotoxicidade, SNPs, frequéncia genotipica



ABSTRACT

Alcohol abuse is related to approximately 3.3 million annual deaths worldwide and is
considered the first risk factor for the global burden of disease in countries of the Americas.
Long-term abuse of alcohol induces numerous molecular and biochemical changes in alcohol-
related tissues. It is believed that the toxic effects of alcohol are mediated by DNA damage by
several mechanisms, such as by the induction of oxidative damage, DNA adducts, crosslinks
and DNA strand breaks. In this sense, the aim of this study was to verify the frequency of
polymorphisms in the repair and detoxification genes and the association with the DNA damage
in alcoholics. The analysis of the obtained results showed a greater genotoxic damage in the
alcoholics, when carrying out the Comet Assay. A point of variation was found in the GSTP1
gene and another point of variation in the XRCC1 gene. However, no statistically significant
differences were observed between GSTM1 and GSTT1 genotypes and genetic damage. In this
context, it can be concluded that the Comet Assay is a very effective and inexpensive method

for the analysis of genotoxic damage.

Keywords: alcoholism, genotoxicity, SNPs, genotypic frequency
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1 INTRODUCAO

O etilismo constitui uma sindrome multifatorial, com comprometimento de ordem fisica
e mental, além dos impactos sociais que ele acarreta. Ele se destaca hoje como um dos mais
graves problemas de salde publica, devido as complicacGes sobrevindas no plano somatico e
psiquico e de profunda repercussdo no meio social. O abuso da ingestdo de alcool em longo
prazo induz inimeras alteracbes moleculares e bioquimicas nos tecidos relacionadas com a
ingestdo e metabolismo do alcool (Gigliotti et al., 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define como consumo moderado de alcool a
ingestdo de até 15 doses por semana para 0s homens e 10 doses por semana para as mulheres
sendo que 1 dose contém de 8 a 13gramas de etanol (uma dose equivale a aproximadamente
285 mL de cerveja, 120 mL de vinho e aproximadamente 30 mL de destilado). A ingestdo de
doses diarias acima deste padrao é considerada prejudicial e representa algum risco para a salde
dos individuos e considera etilista como sendo um bebedor excessivo, cuja dependéncia em
relacdo ao alcool, é acompanhada de perturbacdes mentais, de déficits ao nivel da satde fisica,
bem como no relacionamento interpessoal e na vertente econdmica (OMS, 2011; Ferreira &
Moutinho, 2013).

O consumo de alcool tem sido apontado como responsavel por grande numero de
acidentes de trénsito, violéncia domeéstica, aumento da morbimortalidade por doencas
cardiovasculares, cirrose hepética e distarbios psiquiatricos. Seu consumo abusivo esta também
relacionado a aproximadamente 3,3 milhdes de mortes anuais em todo o mundo, sendo
considerado o primeiro fator de risco para a carga global de doencas em paises das Américas
(Abreu et al., 2012).

O Aalcool é considerado o 5° principal fator de risco para mortes prematuras. No
continente americano, o consumo de alcool é aproximadamente 40% maior que a média
mundial, o que pode justificar o fato de que o continente americano € a Unica regidao do mundo
onde o alcool esta como primeiro causador de mortes prematuras e incapacidades (Vargas &
Bittencourt, 2013).

A alta prevaléncia de individuos alcoolicos, as altera¢cbes comportamentais relacionadas
e 0S prejuizos sociais, econdémicos e de saude publica estimulam a realizacdo de inUmeros
estudos que buscam o entendimento dos efeitos do alcool sobre o organismo. Estudos
epidemioldgicos realizados no Brasil obtiveram prevaléncia de 11,7% de alcodlicos e
descrevem que 76,3% das internagcdes em unidade psiquiatrica foram causadas pela sindrome

de abstinéncia alcoolica (Levone et al., 2013).
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Além da quantidade ingerida, o padrdo de consumo, com o passar do tempo, potencializa
0s riscos de prejuizos. O padréo de uso que corresponde a 60g ou mais de alcool puro em uma
Unica ocasido por pelo menos uma vez no més, esta relacionado a varios problemas como
acidentes e violéncia. Este padréo foi observado, em 16% dos individuos que bebem no mundo,
e em 22% dos individuos que consomem alcool no Brasil, no ano de 2010 [CISA, 2014].

Polimorfismos na molécula de DNA podem resultar na reducéo da capacidade de reparo
ao DNA, aumentando a taxa de mutacéo e influenciando na suscetibilidade aos efeitos adversos

a salde, como o cancer (Gao et al. 2013; Norjmaa et al. 2015).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Dados Epidemioldgicos

O etanol (CH3CH20H ou C2Hs0), também chamado alcool etilico € uma substancia
orgénica obtida da fermentagdo de agUcares, hidratacdo do etileno ou reducéo de acetaldeido,
encontrado em bebidas como cerveja, vinho e aguardente (Brasil, 2009). O alcool é uma
substancia psicoativa com propriedades capazes de levar a dependéncia e que tem sido
amplamente utilizado em muitas culturas ao longo dos séculos. A difusdo do consumo de
bebidas alcodlicas esta associada a uma ampla variedade de problemas sociais e de salde, além
de impor um alto custo financeiro para a sociedade (OMS, 2015), sendo apontado como o fator
principal pelo grande nimero de acidentes de transito, violéncia doméstica, aumento da
morbimortalidade por doencas cardiovasculares, cirrose hepatica e disturbios psiquiatricos. O
consumo em excesso esta também associado ha cerca de 3,3 milhdes de mortes anuais no
mundo todo, sendo o principal fator de risco para a carga global de doencas em paises das
Américas (Abreu et al., 2013, Garcia & Freitas, 2015).

Mundialmente é estimado que, pessoas com idade de 15 anos ou mais, tenham
consumido, em 2010, 6,2 litros de alcool puro (o que equivale a 13,59 por dia). Tem-se a
estimativa, que no Brasil, tal consumo total, seja de 8,7L por pessoa, valor acima da média
mundial e estima-se que homens consumam 13,6L por ano, e as mulheres, 4,2L por ano.
Analisando apenas pessoas que consomem alcool, esta média sobe para 15,1L de alcool por
pessoa, sendo mulheres: 8,9L e homens: 19,6L (CISA, 2014) [Figura 1].

Consumo per capita (litros)
25
2549
B 50-74
Bl 7500
-100—124 Dados nao disponiveis
| e Nio aplicavel

Figura 1. Consumo per capita de alcool no mundo.
Fonte: Adaptado de OMS, 2014.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Etileno
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bebida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cerveja
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vinho
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aguardente

14

No Brasil, o primeiro levantamento nacional relacionado aos padrbes de consumo de
alcool, realizado entre 2005 e 2006, apontou que 52% dos brasileiros com 18 anos ou mais
ingeriam bebidas alcoodlicas pelo menos uma vez ao ano. Entre os homens, essa taxa
correspondia a 65% e, entre as mulheres, a 41% (Mascarenhas et al., 2011). Mais de 50% da
populacdo brasileira consome alcool, 25% dela ja experimentou algum tipo de problema
vinculado ao seu consumo, 3% fizeram uso abusivo e 9% preenchem critérios para
dependéncia do alcool (Abreu et al., 2013).

O Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (Lenad) divulgado no ano de 2013
estima que 11,7 milhdes de pessoas sejam dependentes de alcool no Brasil. Este levantamento
mostrou que, 0s 20% dos adultos que mais bebem, ingerem 56% de todo o alcool consumido
por adultos. Na Gltima década, houve um aumento substancial no niamero dos individuos que
consomem &lcool com frequéncia, ou seja, aqueles que bebem ao menos uma vez por semana,
de 45% para 54%. As mulheres apresentam a maior taxa de aumento — de 29% em 2006 para
39% em 2012 (Laranjeira et al., 2013). Na segmentacéo entre as regides do Brasil, 0 consumo
de alcool regular revelou-se maior na regido Sudeste onde saltou de 46% no ano de 2006 para
60% em 2012. Os percentuais de pessoas que bebem frequentemente foram de 48% na regido
Nordeste que manteve-se estavel em 2006 e 2012, 36% na regido Norte, que antes era de 33%,
55% no Sul que antes marcava 43% e 56% no Centro-Oeste, que era de 40% no ano de 2006
(Lenad, 2013). Além disso, cerca de 25% dos adultos relataram, pelo menos, um problema
social, ocupacional, familiar, legal ou fisico relacionado ao alcool (Schmidt et al., 2011).

O uso do alcool, e mais especificamente, o0 consumo abusivo do mesmo, pode resultar
em uma gama de problemas sociais e na saude. Os problemas de satde relacionados ao alcool
incluem varios tipos de canceres (Deshpande et al, 2014), diabetes, doengas infecciosas e
neuropsiquidtricas (incluindo as desordens pelo uso do alcool), doenca cardiovascular, doencas
no figado e no pancreas. Nesse sentido, o consumo do alcool € um dos riscos primarios para a
carga global de doencas. Além disso, a dependéncia do alcool, como uma condi¢éo cronica,
tipicamente requer um tratamento a longo prazo e cuidado e consideravel custo para o sistema
de saude (Donati & Nakano, 2016).

O abuso da ingestdo de alcool em longo prazo induz inUmeras alterages moleculares e
bioquimicas nos tecidos relacionadas ao alcool (Gigliotti et al., 2008). Acredita-se que 0s
efeitos toxicos do &lcool sdo mediados por danos ao DNA por varios mecanismos (Maffei et
al., 2000). No entanto, como ndo existe evidéncia para confirmar que o efeito do alcool sozinho
é um carcindgeno direto, isso sugere que o mecanismo pelo qual o alcool provoca danos ao

DNA ¢ indireto. Existem varios mecanismos propostos em que o alcool (etanol) pode causar
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dano indireto ao DNA, como pela indugédo dos danos oxidativos, pelos adutos de DNA, pelos
crosslinks e pelas quebras de fitas de DNA (Blasiak et al., 2000).

Com os recentes avangos na area da biologia molecular, novos métodos vém sendo
incorporados ao estudo da etiologia do etilismo. A forca dos achados de estudos
epidemioldgicos, que comprovam a existéncia da participagdo genética nos transtornos de
dependéncia alcodlica permite que pesquisadores invistam nos estudos moleculares para
identificar a etiologia do uso crénico e da dependéncia ao alcool (Messas & Vallada Filho,
2004).

2.2 Metabolizagdo do Alcool

O élcool é metabolizado principalmente por duas vias — a via oxidativa, que acontece
no figado, e por vias ndo-oxidativas, que ocorrem principalmente em tecidos extra-hepaticos
(Zakhari, 2013).

De acordo com o0 mesmo autor, os efeitos do alcool (etanol) em varios tecidos dependem
das concentracdo no sangue ao longo do tempo. Essa concentracdo é determinada por quéo
rapidamente o alcool é absorvido, distribuido, metabolizado e excretado. Apds o alcool ser
engolido, ele é absorvido primariamente pelo intestino delgado nas veias que coletam o sangue
do estdbmago e intestinos e da veia porta, o que leva ao figado. De |4, ele é carregado até o
figado, onde ele é exposto a enzimas e metabolizado (Zakhari, 2013).

A concentracdo do alcool no sangue é influenciada por fatores ambientais (tais como a
taxa de alcool na bebida, a presenca de alimento no estdmago e o tipo de bebida alcoodlica) e
por fatores genéticos (variaces nas principais enzimas envolvidas no metabolismo do alcool,
a alcool desidrogenase [ADH] e o aldeido desidrogenase [ALDH2] (Zakhari, 2006).

A taxa de eliminacéo do alcool varia amplamente entre os individuos e é influenciada
por fatores como o consumo crénico do alcool, dieta, idade, habito de fumar e horério do dia
(Bennion & Li 1976; Kopun & Propping 1977).

O metabolismo do alcool também resulta em uma geracdo de acetaldeido, um
subproduto altamente reativo e toxico que pode contribuir para os danos nos tecidos, para a
formagéo de moléculas prejudiciais conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROSs), e
para uma mudanca no estado de reducdo-oxidacao (ou redox) das células hepaticas. O consumo
crénico do alcool e o seu metabolismo estdo fortemente associados a varias consequéncias
patoldgicas e danos nos tecidos. Como mostrado na figura 2, o ADH, o citrocromo P450

(CYP450) e a catalase contribuem para o metabolismo oxidativo do alcool (Zakhari, 2006).
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2.2.1 Alcool Desidrogenase

A principal via de metabolismo do etanol no figado envolve a ADH (presente no citosol), uma
enzima com muitas variantes (ou seja, isoenzimas). O metabolismo do etanol com ADH produz
acetaldeido, um subproduto altamente toxico e reativo que pode contribuir para os danos nos
tecidos e, possivelmente, aos processos aditivos. A ADH constitui uma familia de enzimas
complexas, e, em humanos, ha varias formas de ADH que sdo codificadas por oito genes e
divididas em seis classes (Martins, 2013).

De acordo com 0 mesmo autor, as isoenzimas de classe | (ADH1, ADH2 e ADH3),
constituidas por associagdes de subunidades polipeptidicas a, B e ¥, respectivamente, tém alta
afinidade pelo etanol. As enzimas ADH2 (codificam trés subunidades y diferentes) e ADH3
(codificam duas subunidades B diferentes) apresentaram-se polimorficas. Esse polimorfismo
genético da ADH pode influenciar no habito de ingerir bebidas alcodlicas e no desenvolvimento
da doenca hepética. A enzima codificada pelo alelo ADH2*2 (B2 p2) é mais ativa na oxidacao
do etanol, gerando mais aldeido acético. A ADH de classe 11 (ADH4) que expressa a subunidade
7 tem atividade menor em baixas concentragdes de etanol. A ADH de classe Ill (ADH5),
isoenzima que apresenta a subunidade X, tem baixa afinidade para o etanol e oxida alcoois de
cadeia longa, funcionando como uma formaldeido desidrogenase. A classe IV (ADH6) esta
presente na mucosa do trato gastrointestinal e na cornea, representando uma barreira metabélica
contra a entrada de alcoois e aldeidos externos. As ADH de classe V (ADH7) e VI (ADH8)
foram descritas recentemente e ainda ndo se conhece sua importancia no processo da
metabolizacdo do etanol.

Em altas concentracfes, o alcool é eliminado em altas taxas devido a presenca de
sistemas de enzimas com altos niveis de atividade, como a ADH de classe II, f3-ADH
(codificada pelos genes ADH4 e ADH1B, respectivamente) e 0 CYP2E1. Esse processo de
oxidacéao envolve um portador de elétrons, o dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD+),
que é reduzido em NADH por dois elétrons. Como resultado, a oxidacdo do alcool gera um
ambiente citosolico altamente reduzido nos hepatdcitos. Isso quer dizer que essas reacdes
deixam as células do figado em um estado que é particularmente vulneravel a danos pelos
subprodutos originados do metabolismo do etanol, como os radicais livres e o acetaldeido
(Bosron et al. 1993).
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2.2.2 CitrocromoP450

As isoenzimas do citocromo P450, incluindo a CYP2E1, 1A2 e 3A4, que estdo presentes
predominantemente nos microssomos, ou vesiculas, de uma rede de membranas dentro da
célula, conhecido como reticulo endoplasmatico, também contribuem para a oxidagdo do alcool
no figado. O CYP2EL1 é induzido pelo consumo crénico do alcool e exerce um papel importante
na metabolizacdo do etanol a acetaldeido em elevadas concentragdes de etanol (de 8 a 10 mM,
comparado com 0,2 a 2,0 mM para 0 ADH hepaético). Além disso, 0 CYP2E1 dependente da
oxidacdo do etanol pode ocorrer em outros tecidos, como o cérebro, onde a atividade de ADH
é baixa. Também produz EROs, incluindo hidroxietil, &nion superdxido e radicais hidroxil, que

aumenta o risco de danos no tecido (Setshedi et al. 2010).

2.2.3 Catalase

A catalase, uma enzima localizada nos peroxissomos, é capaz de oxidar o etanol in vitro
na presenca de um sistema gerador de peroxido de hidrogénio (H202), como o complexo
enzimatico NADPH oxidase ou da enzima xantina oxidase. Quantitativamente, no entanto, isso
é considerado uma via menor de oxidacdo alcodlica, exceto no estado de jejum (Handler &
Thurman 1990).

2.2.4 Produtos do metabolismo oxidativo do alcool
2.2.4.1 Acetaldeido

O acetaldeido produzido pela oxidacdo do alcool, € rapidamente metabolizado em
acetato, principalmente pela ALDH2 (nas mitocondrias), para formar acetato e NADH. O
NADH ¢ entdo oxidado por uma série de rea¢fes quimicas na mitocéndria (ou seja, a cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial ou a cadeia respiratoria). O acataldeido tem a
capacidade de se ligar a proteinas como as enzimas, as proteinas microssomais € 0s
microtUbulos. Isso também forma adutos com o cérebro sinalizando dopamina para formar
salsolinol, o que pode contribuir para a dependéncia do alcool; e com 0 DNA para formar adutos

carcinogénicos (Setshedi et al. 2010).

2.2.4.2 Acetato

O acetato, produzido pela oxidagdo do acetaldeido, é oxidado em dioxido de carbono
(CO2). A maioria do acetato resultante do metabolismo do alcool escapa do figado para 0 sangue
e é eventualmente metabolizado em COz2 no coragéo, musculo esquelético e células do cérebro.

O acetato ndo é um produto inerte, ele aumenta o fluxo sanguineo no figado e deprime o sistema



18

nervoso central, como também afeta os processos metabdlicos O acetato € metabolizado em
acetil coA, que esta envolvida na biossintese do lipideo e do colesterol na mitocondria dos
tecidos periféricos e cerebrais. Supde-se que apds a ingestdo cronica de alcool, o cérebro
comeca a usar o acetato em vez da glicose como fonte de energia (Israel et al. 1994).

O consumo crdnico do alcool aumenta o risco do desenvolvimento do cancer de eséfago
e cavidade oral (Seitz et al. 2004). Varios mecanismos foram identificados por contribuir com
0 desenvolvimento de tumor associado com o etanol, alguns dos quais estdo relacionados com
0 metabolismo do alcool. Por exemplo, o acetaldeido gerado durante o metabolismo do alcool
promove o desenvolvimento do cancer, assim como a inducéo de CYP2E1 levando a formacao
da ERO (Pdschl & Seitz 2004).
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Figura 2. Vias do metabolismo oxidativo do alcool
Fonte: Adaptado de Santos, 2013.

2.3 Metabolismo de Xenobioticos

Os seres vivos estdo continuamente expostos a substancias quimicas exdgenas
(xenobidticos) que podem interagir de maneira deletéria ao organismo. As substancias quimicas
sdo metabolizadas em multiplas vias gerando produtos que podem ser mais ou menos toxicos
que a substancia original. No entanto, ap6s o metabolismo, podem-se gerar produtos capazes
de interagir com moléculas-alvo, como o0 DNA e 0 RNA, resultando em efeitos toxicos (Huber
& Almeida, 2008).

Para evitar o acumulo de xenobidticos prejudiciais as células, 0s organismos

desenvolveram diferentes vias de eliminagdo de compostos quimicos estranhos. Embora um
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grande namero de enzimas seja necessario para reconhecer e metabolizar todos os possiveis
compostos, a biotransformacdo de xenobioticos foi dividida em duas fases: primeiro, 0s
compostos sao metabolizados por enzimas de fase I, que compreendem hidrolise, reducédo e
oxidacdo. Muitas enzimas presentes nessa fase fazem parte da familia citocromo P450 (CYP)
(Hatagima, 2002), podendo produzir intermediarios eletrofilicos reativos e tdxicos. Estes
produtos podem ser diretamente eliminados ou entdo participam das reacao de fase 1. Na fase
I1, as enzimas introduzem compostos hidrofilicos, semelhantes a glutationa ou um grupo acetil,
dentro da molécula, para permitir que ela seja eliminada. Os principais componentes
enzimaticos dessa fase sdo as glutationas S-transferases (GSTs). A formacdo de conjugados
com a glutationa é a principal reacdo observada para muitos xenobioticos durante a fase II.
Certamente, os niveis celulares de glutationa reduzida (GSH) sdo muito altos
(aproximadamente 10mM), mostrando que o mecanismo de detoxificagdo por meio da
glutationa pode representar uma adaptacdo biolégica fundamental para a sobrevivéncia e

perpetuacdo de muitas espécies (Landi, 2000).

2.3.1 Familia Glutationa S-transferase

As GSTs constituem um importante sistema enzimatico do mecanismo celular de
detoxificacdo que protege as células contra metabdlitos oxigénio-reativos devido a conjugacéo
da glutationa com componentes eletrofilicos. As enzimas GSTs estdo envolvidas no
metabolismo de xenobidticos que incluem carcindgenos ambientais, EROs e agentes
quimioterapéuticos (Gattas et al, 2004).

As GSTs de mamiferos podem ser divididas em trés grupos: as GST citosolica, GST
mitocondrial e GST microssomal. Tanto a GST citosélica quanto a mitocondrial sdo enzimas
soluveis, ja a GST microssomal esta associada a membrana. (Huber & Almeida, 2008).

Os genes da familia de GST sdo agrupados em oito classes baseadas na estrutura, na
especificidade do substrato e nas propriedades imunoldgicas: a (alfa), x (kappa), u (mu), ®
(6mega), 7 (pi), o (sigma), 0 (theta) e { (zeta) [Whalen, & Boyer, 1998; Hayes et al., 2005]. Sdo
importantes por desempenharem fungfes na prote¢cdo contra o stresse oxidativo, e na
detoxificacdo de potenciais toxinas enddgenas, como carcinogénicos e farmacos. Estas
propriedades devem-se ao fato de estas enzimas catalisarem a conjugacédo da glutationa (GSH)
com varios substratos enddgenos e exdgenos (Figura 3), originando compostos inativados e

hidrossollveis que podem ser excretados pela urina ou pela bilis (Strange et al., 2001).
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Figura 3. Conjugacdo da glutationa a um xenobidtico por acdo da GST, resultando na formacéo da
glutationa-S-conjugado
Fonte: Strange et al. 2001.

Dentre as classes, duas das isoenzimas mais relevantes séo a GSTM1(mu) e
GSTT1(theta), codificadas pelos genes GSTML1 (localizado no brago curto do cromossomo 1,
na posicdo 13.3) e GSTT1 (localizado no bragco longo do cromossomo 22 na posi¢do 11.2),
respectivamente. O gene GSTT1 tem 5 éxons e 0 gene que codifica 0 GSTM1é constituido por
7 éxons e ambos sdo polimorficos na populagdo humana (Curioni et al., 2013).

A enzima GSTML1 apresenta niveis médios de expressdo nas glandulas salivares, por
outro lado, a enzima GSTTL1 apresenta padrdo de expressao constitutivo, sendo expressa em
baixos niveis na mucosa bucal normal e em niveis elevados no figado. Entretanto, alguns
agentes xenobidticos podem elevar os niveis de transcrigdo do gene (Sitimaziras et al. 2017).

Individuos com pelo menos um alelo funcional para GSTM1 e GSTT1 estdo agrupados
nos tipos de conjugacdo positiva e s@o chamados GSTM1-positivos e GSTT1-positivos
respectivamente. Por outro lado, os individuos que possuem delecdo dos genes e,
consequentemente, completa perda de atividade da enzima, sdo denominados de portadores do
gendtipo "GSTM1-nulo" (GSTM1* 0) e " GSTT1-nulo"(GSTT1* 0). A variabilidade na
distribuicdo de gendtipos nulos para GSTM1 e GSTT1, devido a delecéo génica total ou parcial,
tem sido descrita em diferentes populacdes, especialmente em grupos étnicos bem definidos
(Ganas et al, 2004).
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A variacdo étnica e geografica relacionada a prevaléncia da delecdo do GSTM1 ¢
evidente. As frequéncias variam de 13,0% em populacGes caucasianas a 52,0% em populacdes
asiaticas. Amorin et al. (2002) relataram frequéncias do genétipo GSTML1 nulo de 40,2% e
38,2%, respectivamente, em populacdes brasileiras de mesma localizagdo geografica. Ao passo
que as frequéncias do genotipo GSTT1 nulo em diferentes populagdes de origem caucasiana
variam de 13,0 a 26,0%. Populagdes asiaticas apresentam frequéncias de 35,0 a 52,0% (Garte
etal., 2001). Estudos em popula¢es brasileiras observaram valores de prevaléncia do genétipo
GSTT1 nulo em torno dos 25,0% (Amorin et al., 2002; Pinto et al., 2003).

O gene polimoérfico da classe pi, GSTP1, esta localizado no cromossomo 11 (11q13),
tem 2.8 k.b e contém 7 éxons. A enzima codificada contém 209 amino&cido e codifica uma
enzima expressa nos tecidos da placenta, do baco, e do pulmao, coracdo e tecido mamario. As
formas mutantes do gene GSTP1 codificam enzimas que tém sua atividade reduzida na
detoxificacdo de xenobioticos (Oliveira, 2006).

Uma falta da atividade de GSTs, como é observado em individuos com o gendtipo nulo,
pode causar o acumulo de componentes metabolicos provenientes da primeira fase. Estes
componentes podem formar adutos e provocar mutagcdes em genes criticos como oncogenes
e/ou supressores tumorais aumentando a probabilidade do desenvolvimento de uma neoplasia.
Segundo Autrup (2000), individuos classificados como GSTM1-nulo devem apresentar um alto
nivel de adutos comparados com individuos que expressam o gene. Como a maioria das
enzimas de fase | e Il apresentam sitios polimorficos, que podem afetar sua atividade, a forca e
o0 equilibrio dessas atividades podem diferir de acordo com o genotipo individual desses genes
metabolicos (Au, 2007).

As variagBes individuais na ativacdo metabolica e detoxificacdo dos carcindgenos
quimicos e genotoxinas, como o etanol, sdo umas das principais determinantes das diferengas
interindividuais na suscetibilidade aos canceres induzidos ambientalmente. De fato, a variacéo
interindividual no metabolismo dos xenobioticos pode estar relacionada com as diferencas no
risco para os diferentes tipos de canceres, e existem evidéncias sugerindo sua associacdo com
0 aumento do risco do cancer (Reszka et al, 2008). A delecdo homozigotica do gene estd
associada com deficiéncias na atividade da enzima GSTM1 e GSTTL1 e, assim, aumentos
potenciais nos niveis de metabdlitos resultantes da administracdo crénica do etanol (Burim et
al, 2004). Vérios estudos tém sugerido que 0s genotipos nulos de GSTM1 e GSTT1 séo fatores
de risco para canceres de bexiga, mama, oral, pulmao, cabeca e pescoco (Schnakenberg et al.,
2000; Mitrunen et al., 2001; Buch et al., 2002; Matthias et al., 2002; Hung et al., 2003; Sobbi
et al., 2004).
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2.4 Genes de Reparo

A molécula de DNA pode ser danificada por varios fatores, classificados como
enddgenos e exdgenos. O dano enddgeno ao DNA é primariamente causado pelas EROs. Os
agentes ambientais como a luz ultravioteta, a radiacéo ionizante e os quimicos provocam danos
exogenos ao DNA. No entanto, os sistemas de defesa antioxidante e as multiplas vias de reparo
ao DNA envolvem a protecdo celular de estresse oxidativo e de agentes que provocam danos a
molécula. Esses danos devem ser imediatamente reconhecidos e corrigidos a fim de evitar erros
sequenciais e cumulativos (Soares et al, 2014).

O processo de reparo do DNA requer a atuacdo de varias enzimas, que agem em
conjunto para reconhecer a base alterada e removendo-a do filamento de DNA. Esse
reconhecimento e remoc¢do devem atuar de maneira apropriada para manter a funcionalidade
celular normal, caso contrario, pode resultar em apoptose celular ou levar a instabilidade
gendmica, crescimento celular desregulado e a um aumento no risco do desenvolvimento do
cancer (Soares et al., 2014). Ha uma variacdo na resposta individual ao dano ao DNA.
Individuos que ndo apresentam a resposta de reparo apropriada podem ser mais suscetiveis a
doengas, como o cancer, por exemplo (Flores-Obando et al., 2010).

Os genes de reparo podem ser divididos em: genes associados com a sinalizacao e a
regulacdo do reparo ao DNA e genes associados com mecanismos distintos de reparo. Esses
ultimos podem ser divididos, por sua vez, em: Reparo Mismatch (MMR), como o Msh2 e o
Msh6; Reparo por Exciséo de Base (BER), como Oapexl1 e o XRCC1; Reparo por Excisdo de
Nucleotideo (NER), como o XPA, XPB, XPD e XPF; Reparo pela quebra de dupla fita de DNA
(DSB), como 0 BRCA, XRCC-3 e RAD51 e Reparo por reversao direta ao dano, como o0 MGMT.
Alteracdes nesses genes podem levar a presenga dos polimorfismos genéticos (Figura 4).
Atualmente, tem se estudado um grande numero de polimorfismos genéticos humanos que
podem estar relacionados a diferencas na expressdo proteica, acarretando doencas variadas
(Cristmann et al, 2003).
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Figura 4. O sistema de reparo do DNA inclui o reparo por reverso direto, o reparo por
queda de fita simples e o reparo pela quebra dupla de DNA.
Fonte: Adaptado de Saltoh et al. 2016.

2.4.1 Reparo por Excisao de Base (BER)

Esse é 0 mecanismo de reparo mais comum e atua em pequenos danos ao DNA como
alquilacdo, hidrolise, oxidacao e erro no pareamento de base e todos aqueles que sdo capazes
de alterar as bases nitrogenadas e a estrutura da dupla hélice. Tanto as bases oxidadas como as
quebras de fitas simples do DNA (SSBs), que sdo geralmente conhecidas como EROs, sdo as
principais ameacas para a estabilidade genética e para a sobrevivéncia celular; ambos 0s tipos
de danos aceleram as taxas de mutacdo e aumentam os niveis de aberragdes cromossémicas. As
EROs sdo produzidas de fontes enddgenas e exdgenas, incluindo a radiacdo ionizante
(Schneider et al. 2008).

A via do BER age em pequenas lesdes ao DNA ou bases modificadas, removendo e
substituindo a base danificada. O reparo do tipo BER inicia com a agdo da DNA-glicosilase em
uma lesdo especifica e continua seguindo uma de duas vias: a curta, em que apenas um
nucleotideo é substituido (short-patch BER) e a longa, em que de dois a treze nucleotideos séo
substituidos (long-patch BER). A maioria dos reparos acontece pelo caminho mais curto.
Mutacdes em alguns genes resultam em uma completa perda de funcéo das proteinas de reparo,
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ao passo que diferencas mais sutis ocorrem por meio de heranca de polimorfismos genéticos
(Schneider et al. 2008).

2.4.1.1 X-Ray Repair Cross-complementing Protein (XRCC1)

Os genes como 0 XRCC1 sdo de extrema importancia para a via BER e polimorfismos
nesses genes sdo capazes de modular a funcao e alterar a capacidade de reparo. A XRCC1é uma
proteina multidominio e serve como &ncora para 0 mecanismo de reparo do tipo BER,
interagindo e estimulando a maioria das enzimas envolvidas nesse processo (Ginsberg et al,
2011) O gene XRCC1 esta localizado no cromossomo 19g13.2-13.3, com um comprimento de
32kb, incluindo 17 éxons, sua proteina apresenta 633 aminoacidos, com um peso de 70kDa
(Figura 5) [Nissar et al., 2015].
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Figura 5. Diagrama esquematico mostrando as regides do gene XRCC1 e suas estruturas
Fonte: Adaptado de Sterponde et al. 2010.

De acordo com Cristmann et al., (2003), durante 0 mecanismo de correcdo, a base
danificada ¢ removida pela DNA glicosilase, que recruta a Pol 3 para o local para inserir de um
a varios nucleotideos, podendo seguir duas vias: a curta (dano direto) e a longa (dano indireto).
Apos isso, a XRCC1 é recrutada para o local depois da incisdo inicial e tem como funcéo
estabilizar a estrutura intermediaria do DNA, como 0s sitios sem bases, para que as enzimas de
reparo possam atuar, adicionando os novos nucleotideos. Nos casos em que o dano foi
provocado por agentes endogenos diretos, como alquilacdo ou oxidagédo, a BER segue a via
longa, ja que a Pol 3 ndo ¢ capaz de remover a porg¢do terminal 5-dRP porque ela esta reduzida
ou oxidada, necessitando assim, de outras proteinas como a PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) e a FEN-1 (flap endonuclease-1) [Figura 6].
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Figura 6. Esquema do reparo de DNA por Excisdo de Base (BER)
Fonte: Adaptado de Cristmann, et al. 2003.

A perda da atividade de XRCCL1 resulta na diminui¢cdo da estabilidade genética,
incluindo o aumento da frequéncia espontanea e/ou transloca¢des cromossémicas induzidas e
delegdes (Rouse & Jackson, 2002). Foram descritos variados polimorfismos no gene XRCC1,
no entanto, apenas oito sdo variantes nao-sinbnimas.

Os polimorfismos genéticos em genes de reparo, como 0 XRCC1 podem influenciar na
variacdo individual da capacidade de reparo ao DNA, que pode estar associada com o0 risco
aumentado do desenvolvimento do cancer (Kabzinski et al., 2010; Gao et al, 2013). Além disso,
as celulas com XRCC1 mutante sdo hipersensiveis a agentes que causam dano ao DNA e
apresentam instabilidade genética apds o dano. Dessa forma, o XRCC1 é necessario para a
eficiéncia do reparo de quebras de fita simples e para a estabilidade gendmica nas células
humanas (Hu et al., 2001).
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A variante genética mais comum no XRCC1 (C>T) no éxon 6 resulta na substituicdo de
uma Arginina para Triptofano (rs25487) no codon 194, enquanto que outro polimorfismo
(G>A) no éxon 9 muda o aminoacido de Arginina para Histidina (rs25489) no codon 280 no
ainda outro polimorfismo (G>A) no éxon 10 muda o amino&cido de Arginina para Glicina no
cddon 399. Esses polimorfismos podem diminuir a cinética de reparo do DNA, influenciar a
suscetibilidade aos efeitos adversos a saude, como o cancer (Norjmaa et al. 2015; Gao et al,
2013; Wang et al, 2012; Kabzinski et al., 2010;) de bexiga, cancer de tireoide, de mama,

gastrico, de pele ndo-melanoma, cancer oral e coloretal (Nissar et al. 2015).

2.5 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa, também denominado eletroforese em microgel, foi introduzido por
Ostling e Johanson em 1984 como uma técnica eletroforética para a direta visualizagdo do dano
no DNA em células individuais (Araujo, 2008). Consiste, basicamente, em uma eletroforese
com o DNA proveniente de células lisadas sobre uma lamina de vidro em meio alcalino. A
frequéncia de quebras no DNA determina a formacao da “cauda do cometa”, durante a migragao
induzida por uma eletroforese, que pode ser analisada por microscopia utilizando coloracéo
adequada. Essas quebras incluem sitios apurinicos/apirimidinios, os quais sdo frageis em meio
alcalino. Para avaliar a integridade do DNA em particular, o Ensaio Cometa é bastante utilizado
como biomarcador, por ser um método simples, rapido e sensivel para dosar quebras no DNA

utilizando um pequeno nimero de células (Figura 7) (Carvalho, 2011).
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Figura 7. Técnica do Ensaio Cometa.
Fonte: Adaptado de Rocha (2009) e Centro (2007).



27

Quebras nas fitas do DNA ocasionam danos na estrutura da cromatina, causando um
relaxamento. Desta forma, o filamento do DNA danificado (-), se mostra menos compacto e
migra do ndcleo em direcdo ao anodo (+) quando submetido a eletroforese, apresentando-se
semelhante a um cometa, dando origem ao nome da técnica (Magalh&es, 2012).

Os nucleoides (DNA ligado a matriz nuclear apés a lise e remocdo das histonas) das
células que apresentam seu contetido mais concentrado e circular (“cabeca” do cometa) nao
sofreram danos no DNA,; ja os nucleoides que apresentam filamentos que migram durante a
eletroforese formando a “cauda” do cometa sofreram danos no DNA. O tamanho da cauda do
cometa é diretamente proporcional ao dano (Magalh&es, 2012).

Em 1988, Singh et al. descreveram a verséo alcalina do teste do cometa, que possibilita
a deteccdo das quebras ocorridas tanto nas fitas simples e duplas como nos sitios alcali-labeis
(Magalhaes, 2012). Em geral, sob condigdes alcalinas, sdo medidas as quebras simples e duplas
e os sitios alcali-labeis, enquanto sob condi¢des neutras somente sdo observadas as quebras
duplas da fita do DNA (Araujo, 2008). Outras variagdes foram inseridas no ensaio, como a
adicdo de enzimas especificas, permitindo que danos como incorporacdes erradas de uracila,
sitios de reparo, ligagGes cruzadas fossem detectados (Meireles, 2013).

As células selecionadas para o ensaio do cometa sdo depositadas numa lamina com
agarose, a membrana é rompida por detergentes e as proteinas nucleares sdo extraidas por
elevada concentracdo de sais. O DNA das células, devido a sua estrutura, permanece na lamina
como um nucleoide. Em seguida, o material genético é exposto a uma corrente elétrica e
conforme o dano, a migracdo ocorrera em menor ou maior distancia e intensidade. Ao final do
ensaio, as laminas sdo coradas e as células analisadas em microscopia de fluorescéncia
(Meireles, 2013). Os parametros utilizados para analise dos resultados variam entre 0s
laboratorios, sendo os mais recomendados 0 momento da cauda (Olive Tail Moment) e sua
porcentagem de DNA, porém, a utilizacdo da classificacdo visual qualitativa e o escore
resultante continuam aceitos para analise dos resultados e validacdo das técnicas (Brianezi,
2011).

Entre os parametros citados acima, o momento da cauda ndo possui uma formula
padronizada, a mais utilizada é a descrita por Olive, que é denominada Olive tail moment,
portanto a comparacio desse pardmetro entre estudos pode ndo ser adequada. E calculado a
partir da distancia de migracao e a porcentagem de DNA na cauda, e ndo apresenta linearidade
de dose-resposta (Brianezi, 2011).

A classificacdo dos cometas por inspecdo visual analisa cinco classes: 0 (zero)

representa células sem danos (cometas sem cauda ou com caudas pouco detectaveis), e de 1 a
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4 representam um aumento relativo na intensidade das caudas. O somatorio dos valores de 0 a
4 dos 100 nucleos analisados resulta no valor individual, que pode variar, dessa forma, de 0 a
400 unidades arbitrarias (Maluf et al., 2011).

A classificacdo visual € o método padrdo e mais reprodutivel, sendo empregada sob a
forma de escore geral da amostra. E influenciada pela experiéncia do avaliador e possui certa
variabilidade entre os analisadores, sendo recomendado que o mesmo avaliador seja
responsavel pela analise de todos os cometas do mesmo experimento (Brianezi, 2011).

Os cometas resultantes da corrida eletroforética do DNA necessitam passar por um
processo de coloracdo, que pode ser feito alternativamente por técnicas de fluorescéncia, em
que sdo usados brometo de etidio, iodeto de propidio e syber green, ou por histotécnica
convencional com sal de prata. Esses métodos apresentam diferentes vantagens e limitacdes.
As maiores limitacGes da fluorescéncia sdo a necessidade de microscopio proprio para analise
de material fluorescente e a dificuldade de armazenamento das laminas para observacgéo
posterior. Ja sob coloracdo com sal de prata, a analise pode ser feita com microscépio optico
convencional e as ldminas podem ser armazenadas para analise posterior. Outra desvantagem
da coloracdo fluorescente é a toxicidade de alguns reagentes, como o brometo de etidio, que é
mutagénico e, sob exposicdo cronica, pode ser cancerigeno. Quando comparadas, as duas
coloracdes ndo diferem com relacdo aos resultados das imagens obtidas, sendo, portanto,
equivalentes (Brianezi et al., 2009).

Esse ensaio é considerado uma ferramenta importante na avaliacdo de compostos
genotoxicos, pois é sensivel, rapido, econdmico e requer pouca quantidade de celulas para sua
realizacdo. Adicionalmente, pode ser realizado tanto in vivo como in vitro, sendo que nao séo
necessarias celulas em divisdo para a realizacdo do ensaio como ocorre em outros testes para

deteccdo de danos ao DNA, possibilitando o uso de diversos tipos celulares (Meireles, 2013).

2.6 PCR em tempo real

No ano de 1993, Higuchi e colaboradores descreveram um ensaio quantitativo simples,
para qualquer sequéncia de DNA amplificavel. Nesse ensaio, era utilizada uma cAmara de video
para monitorar multiplas reacbes de PCR simultaneamente ao longo da termociclagem. A
camara de video detectava o acimulo de DNA de cadeia dupla (dsDNA) em cada PCR
utilizando o aumento na fluorescéncia de brometo de etidio (EtBr) que resultava da sua ligacéo
ao DNA de cadeia dupla (Higuchi et al. 1993).

A PCR em tempo real tem se mostrado uma importante ferramenta para a analise

guantitativa de &cidos nucleicos. 1sso tornou possivel a realizacao de diversos experimentos que
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ndo seriam possiveis de serem realizados por métodos tradicionais. A PCR em tempo real é
capaz de quantificar a amplificacdo do material genético na medida em que a reacdo acontece,
sendo possivel avaliar os resultados da amplificacdo sem que seja necessario manejo pds-PCR
(Bustin, 2005). A maioria das plataformas de PCR em tempo real abrangem um termociclador,
com sistema Optico para a excitacdo e recolha da emisséo da fluorescéncia e um computador
com software proprio para a aquisicao de dados e analise final da reagcdo (Chang, 2010).

A tecnologia de PCR em tempo real baseia-se na deteccdo de um sinal fluorescente
produzido proporcionalmente durante a amplificagdo de um DNA alvo. Ao invés de ter que
olhar para a quantidade de DNA alvo acumulado apds um numero fixo de ciclos, 0 ensaio em
tempo real determina o ponto no tempo durante o ciclo em que a amplificagdo do produto de
PCR é detectado pela primeira vez. Isto € determinado pela identificacdo do nimero de ciclos
em que a intensidade de emissédo de corante reporter sobe acima do ruido de fundo. Esse nimero
de ciclo € referido como o Ciclo de limiar (Ct). O Ct é determinado pela fase exponencial da
reacdo de PCR e é inversamente proporcional ao nimero de copia do alvo. Portanto, quanto
maior for o ndmero de cépias inicial de acido nucleico alvo, mais cedo um aumento

significativo na fluorescéncia sera observado e menor sera o Ct (Figura 8) [Bustin, 2005].
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Figura 8.Curva de amplificacdo da PCR em tempo real.
Fonte: Adaptado de Kubista et al, 2006
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A deteccdo em tempo real € feita monitorando-se cada amostra, ciclo a ciclo, até que
uma determinada quantidade de produto seja acumulada, permitindo a deteccdo pelo
equipamento. As analises quantitativas sao feitas usando corantes fluorescentes durante a PCR,
sem especificidade para uma sequéncia particular de DNA, que se intercalam na cadeia dupla
de qualquer produto da PCR, permitindo a sua deteccdo (Mackay et al., 2007). Assim, na
medida em que a reacdo progride, a amplificacdo produz quantidades crescentes de DNA que
se ligam ao corante, resultando em aumento da fluorescéncia. (Applied Biosystems, 2008).
Dessa forma, o design correto dos primers confere alta especificidade da deteccdo e
quantificacdo a estes métodos (Mackay et al., 2007).

O SYBR® Green € um corante fluorescente que se liga a cavidade menor da dupla hélice
e emite fluorescéncia verde quando excitado por luz. No inicio do processo, a fluorescéncia
ainda é pequena, ja que as moléculas SYBR® Green livres ainda ndo estdo ligadas ao DNA de
cadeia dupla e, dessa forma, o sinal produzido é minimo. Durante o processo, apos a deteccao
dos primers, quantidades crescentes dos fluorocromos ligam-se a cadeia dupla de DNA preé-
sintetizada pela enzima Tag DNA polimerase. No fim da fase de extensdo de cada ciclo, a
fluorescéncia é monitorizada e quantificada e, entdo, o DNA amplificado é determinado
(Correia, 2007; Mackay et al., 2007) (Figura 9).

Alguns estudos demonstraram que a SYBR® Green liga-se preferencialmente a
produtos da PCR cuja temperatura de melting seja superior, indicando a sua potencial
preferéncia por regides ricas em guanina e citosina. Assim, a especificidade dos resultados deve
ser validada por meio de uma analise dessa temperatura (Correia, 2007; Mackay et al., 2007).
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Figura 9. Representacdo esquematica de um ciclo de PCR em tempo real utilizando o SYBR Green.
Fonte: Sousa, 2012.

2.7 Sequenciamento

Em 1977, o cientista inglés Fred Sanger descreveu uma metodologia para determinagéo
das sequéncias de DNA, posteriormente denominado método Sanger ou didesoxi (Sanger et al.
1977). O método Sanger foi virtualmente o Unico método de sequenciamento de acidos

nucléicos utilizado nas trés décadas seguintes (Hutchison, 2007), servindo de base para a era
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gendmica na Biologia. Este periodo caracterizou-se por avangos técnicos, especialmente pela
automatizacdo de equipamentos de sequenciamento e analise de segmentos de DNA, que
permitiram o sequenciamento de um grande numero de genomas completos de diversos
organismos (Ferreira, 2013).

Nos primeiros projetos de sequenciamento gendémico com essa tecnologia, oS
fragmentos sequenciados eram caracterizados por um namero pequeno de sequéncias com
tamanho de até 1000 bases, cujo processamento era realizado em periodos de semanas e meses
em extenuante trabalho em laboratdrios. No inicio dos anos 2000, porém, a automatizacao das
tecnologias de sequenciamento foi aperfeicoada até que equipamentos totalmente
automatizados passaram a gerar sequéncias de um modo paralelizado durante 24 horas por dia.

Grandes centros de sequenciamento de genomas ao redor do mundo abrigaram dezenas
dessas maquinas de sequenciamento. Isto, por sua vez, levou a necessidade de criacdo de novos
algoritmos montadores de genoma, utilizando sequéncias variando de 35 a 1000 bases de
comprimento, e com taxas de erro de sequenciamento variando de 0,5 e 15%, que ainda podem
conter artefatos complexos como repeti¢coes (Ferreira, 2013).

Com a tecnologia Sanger, projetos de sequenciamento de bactérias com 20.000 a
200.000 segmentos de leitura podiam ser montados em um computador. Os maiores, COmo 0
genoma humano, com cerca de 3 bilhdes de bases, ja necessitavam de grandes estruturas de
computacdo para processamento dos dados, envolvendo varios laboratorios e centros de

pesquisa (Ferreira, 2013).

2.7.1 Polimorfismos de nucleotideos Unicos

Os polimorfismos genéticos sdo definidos como variagdes na sequéncia do DNA
caracterizadas por substitui¢6es de nucleotideos, dele¢des, insercbes e duplicagdes que ocorrem
numa frequéncia de pelo menos 1,0% da populagéo estudada (Bartsch et al., 2000).

Uma troca de nucleotideo localizada numa regido codificadora de um gene pode
provocar substituicdo de aminoacido com consequente alteracdo funcional da proteina
codificada. Delecdes em regides codificadoras podem gerar produtos inativos ou auséncia do
produto proteico. Variagbes em regides promotoras podem alterar as taxas de transcrigéo.
Polimorfismos localizados em regides intrénicas podem gerar produtos alterados ou inativos
devido ao processamento “splicing” incorreto do RNA mensageiro. Amplificagdes génicas
resultam em aumento quantitativo do produto proteico (Bartsch et al., 2000). Se um

polimorfismo em um gene de reparo que desempenha um papel na remocao do dano oxidativo
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ao DNA, por exemplo, a atividade de reparo reduzida resultante ira aumentar a possibilidade
de doencga (Ochiai, 2015).

De acordo com o Genetics Home Reference (2017), os polimorfismos de nucleotideos
unicos, frequentemente chamados de S, s&o os tipos de variagdes genéticas mais comuns entre
as pessoas. Para ser classificado como um SNP, a mudanca deve estar presente em, pelo menos
um por cento da populacdo geral (nenhuma mutacdo causadora de doenca € tdo comum). A
maioria das mutacOes que causam doengas ocorrem dentro de regides que codificam genes ou
de regides reguladoras. Os SNPS néo estdo necessariamente localizados dentro de genes, e eles
nem sempre afetam o funcionamento da proteina (Figura 10). Os SNPs estdo divididos em duas
categorias principais:

-SNPs ligados (também conhecidos como SNPs indicativos), ndo residem dentro de genes e
ndo afetam o funcionamento da proteina. No entanto, eles correspondem a uma determinada
resposta a um farmaco ou ao risco de adquirir determinada doenga;

- SNPs causais, afetam o funcionamento das proteinas. Estdo correlacionados com a doenca ou
influenciam a resposta de uma pessoa ao medicamento. Os SNPs causais vem em duas formas:

SNPs codificantes, localizados dentro de uma regido codificante de um gene, muda a
sequéncia de aminoacido do produto proteico do gene.

SNPs nédo-codificantes, localizados dentro de sequéncias reguladoras do gene, alteram
0 momento, o local ou o nivel de expressdo do gene.

Cada SNP representa uma diferenca em um nucleotideo de DNA. Os SNPs baseiam-se
na deteccdo de polimorfismos resultantes da alteragdo de uma Unica base e constituem a base
genética da maioria das variacOes alélicas. Por exemplo, um SNP pode substituir o nucleotideo
citosina (C) com a timina (T) em um certo trecho de DNA (Genetics Home Reference, 2017,
Ching et al., 2002).

Os SNPs ocorrem normalmente ao longo de todo o DNA de uma pessoa. Eles ocorrem
a cada 300 nucleotideos, em média, o que significa que existem 10 milhGes de SNPs no genoma
humano. Devido a sua abundancia no genoma, sua lenta taxa de mutacao e, pela possibilidade
de deteccdo automatizada, os SNPs vém sendo cada vez mais utilizados como marcadores de
grande aplicacdo em genética (McCouch et al., 2010; Yu et al., 2011). Normalmente, os
marcadores SNP sdo bialélicos, ou seja, geralmente sdo encontrados apenas dois variantes em
uma espécie (Ex: um alelo corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C) [Caetano,
2009].

A maioria dos SNPs ndo tem efeito na saude ou durante o desenvolvimento. No entanto,

pesquisadores encontraram SNPs que podem ajudar a predizer uma resposta individual a certas
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drogas, a suscetibilidade a fatores ambientais como as toxinas, € o risco do desenvolvimento a
doengas. Os SNPs também podem ser usados para rastrear a heranca de genes envolvidos com
doencas dentro da mesma familia. Estudos futuros irdo trabalhar para identificar os SNPs
associados com doencas complexas como doengas cardiacas, diabetes e cancer (Genetics Home
Reference, 2017).

Pelo fato de os SNPs serem predominantemente bialélicos, eles fornecem menor
informacdo por loco génico. No entanto, esse fato é compensado pela alta abundancia desses
marcadores ao longo dos genomas (McCouch et al., 2010; Jehan & Lakhanpaul, 2006).

SNP Population Distribution

40% A 34% C

f/, 25% G
1% T

Linked SINPs
outside of gene

no effect on
protein production
or function

Causative SNPs o
in gene 2

Non-coding SNP:
@ changes amount of

protein produced Gena

Coding SNP:
® changes amino
acid sequence

Figura 10. Distribuicdo populacional de SNPs.
Fonte: Genetics Home Reference, 2017.

Alternativas para prospectar SNPs em regides especificas do genoma, utilizando
sequenciamento Sanger foram desenvolvidas e extensamente aplicadas. O sequenciamento
direto de fragmentos especificos do genoma amplificados por PCR, e subsequente alinhamento
e comparacgdo das sequéncias (Figura 11), permite a mineracdo de SNPs em uma regido de
interesse. Varios estudos utilizaram essa metodologia para prospectar SNPs em genes de
interesse (Calvo et al., 2006; Abatepaulo et al., 2008). O método direto de sequenciamento

(método didesoxi ou de terminacdo da cadeia) baseia-se na incorporacdo de desoxinucleotideos
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(dNTPs) e de didesoxinucleotideos (ddNTPs) a uma fita de DNA que esta sendo formada e
utiliza como molde o DNA de interesse. Assim que 0s ddNTPs sdo adicionados a cadeia, a
extensdo ¢ interrompida, pois os ddNTPs ndo possuem o grupo hidroxila (OH) 3’, necessario
para a ligacdo do proximo desoxinucleotideo (ANTP). Esses ddNTPs sdo marcados com
fluorescéncia. Dessa forma, podem ser detectados e a sequéncia dos nucleotideos, identificada.
Ao final de vérios ciclos sdo obtidas diversas cadeias de DNA, de tamanhos variaveis e
terminadas em diferentes ddNTPs que, posteriormente, serdo identificados em sequenciador

automatico (Regitano et al., 2007).
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Figura 11. Prospeccéo de SNPs em regides gendmicas especificas
com o sequenciamento direto de produtos de PCR.
Fonte: Caetano, 2009.

2.8 Centro de Atencéo Psicossocial

Os Centros de Atencdo Psicossocial (CAPs) sdo unidades especificas para atendimento
diario a pacientes psiquiatricos e pessoas com necessidades decorrentes do uso de alcool e
outras drogas. O servico comunitario funciona com porta aberta e de forma substitutiva aos
hospitais psiquiatricos e tratamento via internacdo (Ministério da Saude, 2004).

Os CAPs, além de oferecerem atendimento em saude mental, propdem uma nova
abordagem através da reinsercdo social dos pacientes pelo acesso ao trabalho, lazer, exercicio

dos direitos civis e fortalecimento dos lacos familiares e sociais. E fun¢do dos CAPs, ainda, 0
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acolhimento dos usuarios e 0 suporte para que estes consigam ser autbnomos na trajetéria de
seu tratamento (Ministério da Saude, 2004).

Todo o trabalho desenvolvido no CAPs devera ser realizado em um “meio terapéutico”,
isto €, tanto as sessdes individuais ou grupais como a convivéncia no servico tém finalidade
terapéutica. Isso é obtido através da construcdo permanente de um ambiente facilitador,
estruturado e acolhedor, abrangendo véarias modalidades de tratamento. As unidades
disponibilizam atendimento por uma equipe multiprofissional, como terapeutas ocupacionais,
enfermeiros, musicoterapeutas, médicos, psicologos, assistentes sociais e arteterapeutas, que
atua de forma interdisciplinar e acompanha 0s pacientes com transtorno mental grave ou
persistente e pessoas com necessidades decorrentes do uso crénico de alcool e outras drogas
(Ministério da Saude, 2004).

Para os individuos cujo principal problema é o uso prejudicial de &lcool e outras drogas
passam a existir, a partir de 2002, os CAPs ad (Caps Alcool e Drogas). Os CAPs ad devem
oferecer atendimento diario a pacientes que fazem um uso prejudicial de alcool e outras drogas,
permitindo o planejamento terapéutico dentro de uma perspectiva individualizada de evolugédo
continua. Possibilita ainda intervengdes precoces, limitando o estigma associado ao tratamento.
Assim, a rede proposta se baseia nesses servi¢gos comunitarios, apoiados por leitos psiquiatricos
em hospital geral e outras praticas de aten¢do comunitaria (ex.: internacdo domiciliar, insercdo
comunitéria de servicos), de acordo com as necessidades da populagdo-alvo dos trabalhos. Os
CAPs ad desenvolvem uma gama de atividades que vao desde o atendimento individual
(medicamentoso, psicoterapico, de orientagdo, entre outros) até atendimentos em grupo ou
oficinas terapéuticas e visitas domiciliares. Também devem oferecer condic¢Bes para o repouso,
bem como para a desintoxicagdo ambulatorial de pacientes que necessitem desse tipo de

cuidados e que ndao demandem por atencao clinica hospitalar (Ministério da Saude, 2004).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar a frequéncia de polimorfismos genéticos em genes de reparo e detoxificacao
em individuos etilistas e ndo-etilistas do municipio de Goi&nia-GO e a possivel associa¢do ao
dano no DNA.

3.2 Objetivos especificos

- Comparar os niveis de dano ao DNA, mediante o Ensaio Cometa, dos individuos que fazem
uso crénico do alcool com os niveis de dano do grupo controle;

- Comparar a frequéncia genotipica de GSTM1 e GSTT1 nos individuos etilistas com as obtidas
no grupo controle, por meio da PCR em tempo real;

- Avaliar os habitos de vida e saude dos etilistas

- Detectar a frequéncia de polimorfismos nos genes GSTP1 e XRCC1 tanto nos etilistas como

no grupo controle, pela técnica de sequenciamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupo Amostral

O presente estudo foi uma pesquisa do tipo caso-controle, no qual foram avaliados
individuos etilistas ha, pelo menos cinco anos, diagnosticados e atendidos no Ambulatério
CAPs Ad/Casa do municipio de Goiania-Goiés, Brasil. Todos os individuos foram escolhidos
aleatoriamente e as amostras de sangue foram obtidas voluntariamente, de acordo com o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice I). Dados como idade, tempo de
consumo de alcool e tipos de bebidas consumidas foram relatados em um questionario de estilo

de vida para a realizacdo dos dados estatisticos (Apéndice II).

4.2 Critérios de Incluséo e Exclusédo

Os critérios de inclusdo do presente estudo, para o grupo caso, foram individuos com
mais de 18 anos, que assinaram o TCLE e que fizeram uso crénico de alcool e, para o grupo
controle, foram individuos com mais de 18 anos, que assinaram o TCLE, saudaveis, que ndo
faziam uso de &lcool e que ndo fizeram uso recente de tratamentos quimicos e fisicos.

Os critérios de exclusdo para o grupo caso e grupo controle foram individuos que nao

atendiam aos critérios de inclusao descritos acima.

4.3 Coleta das Amostras
Apos a concordancia do TCLE, foi realizada uma coleta de 10 mL de sangue venoso
em tubo a vacuo com EDTA. Os tubos foram armazenados em caixa de isopor com gelos e

transportados para o laboratério, onde foram realizados 0s experimentos.

4.4 Selecdo das Amostras
Para o presente trabalho, foram coletadas amostras de 87 individuos que faziam
consumo crdnico de alcool (grupo caso) e 74 individuos que ndo consumiam alcool (grupo
controle). No entanto, foram obtidos dados de Ensaio Cometa de 82 individuos do grupo caso
e de 52 do grupo controle. Ao realizar a analise dos individuos pela PCR em tempo real, foram
obtidos dados de 75 individuos do grupo caso e 71 do grupo controle. 1sso quer dizer que nem
todos os individuos que tiveram dados no Ensaio Cometa, obtiveram também na PCR em tempo
real. (Figura 13A).
Ja no sequenciamento, do total de 87 individuos do grupo caso e 74 do grupo controle,

foram obtidos resultados, para o gene GSTP1, 46 individuos do grupo caso e 65 do grupo
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controle e, para o gene XRCC1, 53 individuos do grupo caso e 17 do grupo controle (Figura

13B).

Além disso, na tentativa de homogeneizar os grupos (pessoas com a mesma faixa etaria,

mesmos habitos de vida), foram retirados do grupo amostral vérios individuos. Dessa forma, as

pessoas selecionados para a analise estatistica estdo nas figuras abaixo.

GRUPO CASO

87 individuos

ENSAIO PCR EM
COMETA TEMPO REAL

82 75
individuos individuos

2

Resultados
em Comum

Sl

39 individuos

GRUPO
CONTROLE

74 individuos

ENSAIO PCR EM
COMETA TEMPO REAL
71

52

individuos individuos

£

Resultados
em Comum

-

N

43 individuos

Figura 12A. Fluxograma indicando a sele¢do do individuos para os grupos caso e controle, na analise dos dados

obtidos no Ensaio Cometa e na PCR em Tempo Real.
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GRUPO
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\\\/ l N/
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Figura 12 B. Fluxograma indicando a sele¢do do individuos para 0s grupos caso e controle, na analise dos dados

obtidos no Sequenciamento.

4.5 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988), com poucas
modificagdes. As células foram suspendidas em agarose a baixo ponto de fusdo a 0,7% em PBS
(tampéo fosfato salino) [pH7,4] a 37°C e 80 pL de agarose LPM com 20 pL de células pipetadas
em uma lamina de microscépio pré-coberta com 100uL de agarose a 1%. A agarose foi colocada
no gelo por 5 minutos e a lamina foi imersa em solugéo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA,
10mM Tris, NaOH a pH 10 + 0.5, e 1% Triton X-100) por 1 hora a 4°C para remover as
proteinas das células. As laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal
contendo 0,3 M de NaOH e 1mM Na:EDTA (pH >13) por 20 minutos. A eletroforese foi
realizada a 25V (1 V/cm, 300 mA) por 20 minutos em uma temperatura de 4°C. Ao final, as
laminas foram lavadas com tampao de neutralizagéo (Tris-HCl a 7,5pH), por 15 minutos, secas
em temperatura ambiente e fixadas em etanol absoluto por 10 minutos. Todas as laminas foram
confeccionadas em duplicata, incluindo os controles negativo e positivo (H202 50 uM) e
armazenadas até o momento da analise.

Finalmente, as laminas foram coradas com brometo de etidio e analisadas em um

microscopio de epi-fluorescéncia. Os nucleos das células foram visualizadas usando objetiva
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de 10x, e a imagem fluorescente foi capturada usando o software de analise 1SIS®, sendo duas
laminas para cada individuo. Foram analisados, randomicamente, 50 células, totalizando, 100
por individuo, em que foram analisadas pelo software Comet score versao 1.5.

De acordo com Speit (1995), as células séo classificadas conforme o comprimento da
cauda em cinco categorias, que correspondem as seguintes quantidades de dano ao DNA:
0= sem danos (<5%)
1= baixo nivel de danos (5-20%)
2= médio nivel de danos (20-40%)
3= alto nivel de danos (40-95%)

4= totalmente danificado (>95%)

CLASSE O CLASSE1 CLASSE 2 CLASSE 3 CLASSE4

Figura 13. Classificacdo dos Cometas de acordo com o dano ao DNA encontrado.
Fonte: Adaptado de Centro, 2007

4.6 Extracdo e quantificacdo das amostras

Para a extragdo de DNA foi utilizado o Kit de extracdo de DNA Purelink TM Genomic®
DNA Mini Kit (Invitrogen, EUA), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. A
quantificacdo da concentracdo de DNA (ng/uL) presente em cada amostra foi realizada
utilizando Nanovue TM® (GE, EUA), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.

4.7 Analise Molecular

4.7.1 PCR em Tempo Real

Para a andlise das delegdes de GSTM1 e GSTT1 utilizou-se a técnica PCR em Tempo
Real com o fluoréforo SYBR Green Master Mix® (Life Technologies, EUA), e com a co-
amplificacdo do gene RH92600, o qual amplifica uma regido de microssatélite de 135pb
localizado no cromossomo 613, usado como controle interno da reacdo. Os primers utilizados
e as condicdes de PCR foram previamente sugeridos por Abdel-Rahma et al. (1996), com
adaptacOes (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos primers utilizados para a analise dos polimorfismos de GSTM1 e GSTT1 nos

grupos caso e controle

Marcador Sequéncia TEMPERATURA
MELTING
GSTM1 F:GAAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC,; 78°C
R:GTTGGGCTAAATATACGGTGG
GSTT1 F:TTCCTTACTGGTCCTCACTCTC; 83°C
R:TCACCGGTCATGGCCAGCA

RH92600 F: TCATATGCAAAACAGCTTCCC; 75°C
(controle R:CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG

enddgeno)

Tabela 2. Protocolo de termociclagem para a genotipagem dos primers RH92600, GSTM1 e GSTT1.

Etapas Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacéo 95 10 minutos 1
inicial
Desnaturagéao 95 10 segundos
Anelamento 60 20 segundos 35
Extenséo 72 25 segundos
Extenséo final 72 5 minutos 1
Armazenamento 4 00 00

O volume usado na PCR foi de 25 pL, contendo aproximadamente 10ng/ul de DNA em
cada amostra, 0.06 nmoles de cada primer, 1X PCR Buffer (5 mM de KCI, 1mM de Tris-HCI),
2.5 mM de MgClz, 0.10mM de cada dNTP e 2.5U Tag DNA polimerase High Fidelity (Life

Technologies, EUA). Para cada primer foi obtida uma curva de dissociacdo (melting curve).

4.7.2 Sequenciamento

47.2.1PCR
Apos a extragdo e quantificacdo das amostras, as mesmas foram submetidas ao

procedimento de PCR convencional para amplificacdo utilizando os primers descritos nas

tabelas abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas gerais dos primers utilizados para a PCR convencional realizada anteriormente a etapa
de sequenciamento.

Marcador Sequéncia TEMPERATURA | Extensdo
MELTING do
Produto
GSTP1 F.CCCCGGAGCCTTTTCTTTA 60,25°C 773 pb
R:AAAAGTGCCAGCACCTCCAT 60,18°C
XRCC1 F-ATAGCTAGGTCCTGCTGGGT, 55°C 728 pb
R:GAGAGGGAAGGAGCCAGGAA 60°C

Apos a realizacdo dessa etapa, os produtos de PCR foram purificados com o kit
comercial de purificacdo ExoSAP-IT®. Para isso, foram adicionados 5uL de produto de PCR e
1uL de ExoSAP em microtubos. Posteriormente, os microtubos foram incubados a 37°C por 90
minutos para remocao das impurezas e aquecidos a 80°C por 20 minutos para inativacdo do
produto de PCR. Apds o processo de purificacdo, as amostras de DNA amplificados e
purificados foram armazenadas em freezer a -20°C para posterior sequenciamento (conforme

recomendacéo do fabricante).

4.7.2.2 Reacdo de Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento, utilizou-se 1puL de DNA amplificado e purificado,
3,5uL de 4gua Mili-Q estéril, 2,5 pL dos primers forward e reverse utilizados na amplificacéo,
1uL de BigDye® Terminator Cycle Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biosystems™,
Foster City, CA, USA) e 2uL de tampdo do kit de sequenciamento. A reacdo de sequenciamento
foi realizada em termociclador e a programacdo compreendeu 25 ciclos de 1 etapa de 20

segundos a 95°C, outra etapa de 15 segundos a 50°C e, por fim, outra de 1 minuto a 60°C.

4.7.2.3 Precipitacdo da reacédo de sequenciamento

Apos o preparo, realizou-se a precipitacdo da reacdo de sequenciamento, cuja funcéao é
retirar os dNTPs e os ddNTPs que ndo foram incorporados, os restos de enzimas que ndo foram
utilizadas e sais que poderiam atrapalhar o processo de sequenciamento. A precipitacdo foi
realizada utilizando 40uL de isopropanol (65%) a cada poco da placa de sequenciamento e
incubada a temperatura ambiente por 20 minutos e ao abrigo da luz. Apds essa etapa, a mistura

foi centrifugada por 45 minutos a 2000 rcf, sob temperatura constante (20°C) e, em seguida, 0
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sobrenadante foi removido e a placa, levada a centrifugacdo por 1 minuto a 300 rpm, sob
temperatura constante (21°C). Posteriormente, foi adicionado 250 pL de etanol (60%) a cada
poco da placa de sequenciamento e centrifugado por 10 minutos a 2000 rcf. Apés, o
sobrenadante foi removido e a placa, levada a centrifugacdo por 1 minuto a 500 rpm e, depois,
levada ao termociclador por 1minuto a 95°C para secagem.

Foram adicionados 10pL de formamida Hi-Di por poco, a placa foi incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos, entdo, as amostras foram desnaturadas em termociclador
a 95°C por 5 minutos e a placa foi mantida refrigerada a 4°C e ao abrigo de luz para posterior

sequenciamento.

4.7.2.4 Processo de Sequenciamento

O sequenciamento das amostras foi realizado em um sequenciador ABI PRISM® 3500
Genetic Analyser (Applied Biosystems™, CA). O processo de sequenciamento baseia-se na
adicdo, durante a reacdo, de nucleotideos modificados carregados com fluorocromos. Estes
nucleotideos ndo possuem a hidroxila 3°, apresentando somente um hidrogénio e
impossibilitando a ligacdo do nucleotideo seguinte durante o processo de polimerizacao da fita
de DNA. Ao longo deste processo ha a formagéo de inumeros fragmentos de DNA de tamanhos
diferentes, todos apresentando nucleotideos marcados na extremidade. Estes fragmentos, uma
vez ordenados por tamanho sdo submetidos a um feixe de laser onde os nucleotideos
modificados emitem luz ao serem excitados. Para cada um dos nucleotideos (A, T, Ce G) hd a
emissao de luz em comprimentos de ondas especificos (A = verde, T = vermelho, C =azul e G

= amarelo).

4.7.2.5 Edicdo das Sequéncias

Para cada amostra de DNA fita dupla sequenciada foram obtidas duas sequéncias de fita
simples, uma referente a fita forward e outra para a fita reverse. As sequéncias forward e reverse
de cada amostra foram visualizadas e editadas no programa Sequence Scape Software 3. Para
verificar a qualidade das sequéncias procedeu-se a comparacdo dos cromatogramas, sendo
necessario primeiro inverter o sentido da fita Reverse e entdo obter o seu complementar para
poder compara-la com a fita Forward. Apds a obtencdo do reverso complementar da fita
Reverse procedeu-se a comparacao e correcao das fitas através da adi¢do ou excluséo de bases,
de acordo com o cromatogramas (Figura 12).



44

CATCTCOCCCTCATCTACACCE CTATGTGACCATCTGCACCAGEGTTGGGE AC

LU A EIRAN

Figura 14.Cromatograma obtido apds o Sequenciamento

Fonte: Arquivo proprio

4.7.2.6 Obtencdo da sequéncia consenso e avaliacdo da qualidade

ApOls a comparacdo e correcdo das sequéncias procedeu-se a obtencdo da sequéncia
Consenso, isto €, aquela resultante da sobreposicéo das sequéncias das fitas forward e reverse
corrigidas. A avaliacdo da qualidade do sequenciamento foi realizada utilizando o programa
Sequence Analyzer versdo 6 (Applied Biosystems) descartando-se regides de baixa qualidade
(nucleotideos com valor PHRED inferiores a 25 foram descartados e posteriormente
reavaliados). Os dados fornecidos pelo sequenciador foram avaliados e editados no SeqScape®
software 3 (Applied Biosystems™) e editadas manualmente para a corre¢do de possiveis erros

utilizando o programa Bioedit Sequence Alignment Editor® versdo 7.2.5 (Hall et al. 1999).

4.7.2.7 Comparacéo da sequéncia com o GenBank

Em seguida, a sequéncia Consenso foi extraida para um arquivo préprio em formato
FASTA e submetida ao programa Basic Local Alignment Search Tool® (BLAST) para
comparagdo com as sequéncias depositadas no repositério mundial de sequéncias GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias foram comparadas com a base de dados de
nucleotideos BLASTN utilizando-se o algoritmo MEGABLAST, otimizado para a busca de
sequéncias altamente similares, sendo o resultado classificado de acordo com o valor esperado
e-Value, que calcula a probabilidade em se obter um resultado similar ao acaso, do valor do
escore normalizado (Bit-Score) e dos valores de porcentagem de similaridade (% Similarity) e
de identidade (% Identical).
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4.7.2.8 Deteccdo dos SNPs
Cada SNP detectado foi anotado individualmente e comparado com as variacdes ja
descritas para a sequéncia gendmica de GSTP1 e XRCCL1 por meio do software CLC Sequence

Viewer® versdo 7.6.1 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca).

4.8 Aspectos Eticos e Instituicdes Participantes
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UTILIZAGAO DE Comité de Etica da N anicculan Labarstone de
BIOMARCADORES Universidade Federal men’aco pero (LabMut), Pontifidia
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PARA AVALIACAO DO de Goids (UFG), em Universidade Cat e
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05/2012. Replicon, Laboratério de
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Figura 15. Fluxograma dos aspectos éticos e das instituicoes que fizeram parte do estudo

4.9 Anélise Estatistica

Para o0 Ensaio Cometa, foi realizada a analise da funcao discriminante e Mann-Whitney
usando os seguintes pardmetros: porcentagem de DNA (%DNA), tamanho da cauda (TL) e
momento da cauda de Olive (OTM). A relacdo entre os parametros do Ensaio Cometa e 0s
habitos tabagista e alcoolista para o grupo caso foi realizada usando a correlacdao de Spearman.
Os hébitos de vida tanto dos etilistas quanto do grupo controle, como a idade, tempo de
exposicdo ao &lcool, tabagismo, e consumo de alcool foram comparados pelo teste qui
quadrado. A frequéncia de GSTM1 e GSTT1 foi comparada pelo teste qui quadrado. Para a
analise dos resultados obtidos no sequenciamento, foram utilizados os testes qui quadrado e
Mann Whitney. A comparacédo da analise molecular com os danos genotoxicos entre ambos os
grupos foi realizada usando o teste G.

Todos os testes foram conduzidos com um nivel de significancia de 0.05 (p<0,05)
usando o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 23.0



46

5 RESULTADOS

5.1 Ensaio Cometa

Ao se avaliar os danos no DNA pelos parametros: Tail Lenght (TL), porcentagem de
DNA na cauda (%DNA) e Olive Tail Moment (OTM), foi possivel observar pelos resultados
obtidos que houve um maior dano genot6xico no grupo caso em rela¢do ao grupo controle, com
diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos para os trés parametros do Cometa
(p<0,05) [Tabela 04].

Tabela 4. Resultado do teste Mann-Whitney comparando o dano genotdxico entre 0s grupos caso e controle

obtidos pelo Ensaio Cometa.

Dano Gendmico Caso Controle Z P
TL 14,73 £ 8,21 10,52 £ 7,24 2,65 0.008
% DNA 27,52 + 14,49 17,12 £ 12,34 3,66 <0.001
OTM 9,27 £ 6,80 4,54 £ 4,63 4,20 <0.001

Para determinar se houve diferenca do dano gendmico medidos pelos parametros OTM,
TL e %DNA, entre 0s grupos caso e controle, a anélise da fungédo discriminante foi realizada.
O resultado mostrou que houve diferengas estatisticamente significativas (p=0,004) no dano
gendmico encontrado entre os grupos. Além disso, 0 OTM foi 0 pardmetro que teve o maior
valor dentro dessa funcdo discriminante (0,973), seguido da % DNA (0,920) e TL (0,648)
[Figura 10].

6,0

Escores discriminantes da funcio
1
o
I
*

Caso Controle
Grupos

p=0,004

Figura 16. Resultado da analise discriminante mostrando as diferengas entre 0s grupos caso e controle.
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N&o houve associacdo entre o dano genotéxico do grupo caso em relacdo a carga
tabagica, quantidade de alcool por dia (mL) e tempo de consumo para os parametros do Ensaio

Cometa analisados, com valores de p>0,05 (Tabela 5).

Tabela 5. Estimativas da correlacdo de Spearman dos pardmetros do ensaio cometa entre 0s habitos tabagista e

etilista para o grupo caso.

Coeficiente de padronizacao

Preditores P
Beta

TL

Carga tabéagica 0,06 0.73

Quantidade de alcool por dia (mL) 0,29 0.13

Tempo de consumo -0,03 0.88

% DNA

Carga tabéagica 0,15 0.41

Quantidade de alcool por dia (mL) 0,08 0.68

Tempo de consumo -0,01 0.97

OTM

Carga tabéagica 0,06 0.73

Quantidade de alcool por dia (mL) 0,24 0.20

Tempo de consumo 0,06 0.77

5.2 Frequéncia Genotipica de GSTM1 e GSTT1
A tabela a seguir (Tabela 6) mostra as frequéncias de GST (teta-1e mu-1) dos grupos
caso e controle, demonstrando que ndo houve diferencas estatisticamente significativas,

valores de p>0,05.
Tabela 6. Resultado do teste qui-quadrado comparando a frequéncia do GST (tetale mu-1) entre 0s grupos

caso e controle.

Grupo n (%)

Gendtipo p

Caso Controle
GSTT1
Ausente 9(23,1) 11 (25,6) 079
Presente 30 (76,9) 32 (74,4) '
GSTM1
Ausente 19 (48,7) 24 (55,8)

0.52

Presente 20 (51,3) 19 (44,2)
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Os dados sociodemograficos dos individuos de ambos os grupos estdo descritos na
tabela abaixo (Tabela 7). Em média, os individuos do grupo caso consomem 3,12 litros de
alcool e fumam 12,33 cigarros por dia, jA no grupo controle, os individuos consomem 3,34
cigarros por dia. Dentro do grupo caso, 3 individuos relataram ter diabetes e 4 relataram
hipertenséo arterial sistémica, enquanto que no grupo controle nenhum relatou apresentar essas
duas doencas. Ndo houve diferenca estatistica significante entre 0s grupos caso e 0 grupo

controle, exceto na variavel ‘tabagismo’, cujo valor de p=0,001.

Tabela 07. Distribuicdo dos habitos de vida e salide dos grupos caso e controle

Grupo n (%)

Variaveis X2 P
Caso Controle
Idade* 40.89 £6.75 37.55+10.44 1.69 0.09
Género**
Feminino 10 (25.6) 20 (46.5)
_ 299 0.08
Masculino 29 (74.4) 23 (53.5)
Tabagismo**
Néao 11 (28.2) 29 (67.4)
_ 11.08 0.001
Sim 28 (71.8) 14 (32.6)
Etilismo**
Nao 0 (0.0) 43 (100.0)
Sim 39 (100.0) 0 (0.0 NA

*Teste-t; **Qui-quadrado; NA= ndo aplicavel

5.3. Sequenciamento

Apos sequenciadas as amostras, todos os dados obtidos foram analisados pelo programa
SeqScape® v.3. Foram obtidas sequéncias de qualidade de 65 individuos do grupo controle e
46 individuos do grupo caso para o gene GSTP1 e 17 individuos do grupo controle e 53
individuos do grupo caso para o gene XRCC1. A edicdo e o alinhamento das mesmas foram
realizados pelo programa Bio Edit Sequence Alignment Editor, e foram obtidas sequéncias de
536pb referentes ao gene XRCC1 e sequéncias de 589 pb referentes ao gene GSTP1 (Figuras
15A e 15B)
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EE;E_E;EIEZEGACTCCTGGGTCTCAGGGTGGAGGAAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGAGGGTTGAGAGGTCTGGAGGCTGGGACTCCTGGATCACTGGTGGGTTTTGGCAACAATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
Hsp XRCC1 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGEGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGTTTTGEGCARACEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
CR23 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGERAGGREAGE GGG CTGECCTICTIGIGTCCTGAGGE T TGAGAGGTCTGGAGGCTGEGAT
CR32 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
CRE3 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGEGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGTTTTGEGCARACEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
CRE4 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
NUT15 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
NUT16 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGEGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGTTTTGEGCARACEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
NUT17 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
NUT18 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
NUT20 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGGGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCARACEATATTC
NUT21 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
NUT22 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
NUT28 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGEGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGTTTTGEGCARACEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
NUT29 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
NUT31 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
NUT32 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGEGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGTTTTGEGCARACEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
NUT& GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
NUT7 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
PROOS GACTCCTGGGTCTCAGGETGGAGGEAGCTGEGCCTGECCTCTTGTGTCCTGAGGE T IGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGTTTTGEGCARACEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
PAOL GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
PRO10 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
PRO2 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGEAGGEAGETGGGCCTEECCTCTTGTGTCCTGAGGET TGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTEGATCACTEGTEGETTTTGECAACAATATTCTGTGTCCCATAGATAGGEG
PRO20 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
PROZ21 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
PROZ23 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGEAGGAAGETGGGCCTEECCTCTTGTGTCCTGAGGET TGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTEGATCACTEEGTEEGTTTTGECARCEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
PAOZ24 GACTCCIGGEGEIC T CAGGEIGGEAGGAAGE IGGEGCCTGECC T CTIGIGTCCTGAGGE I IGAGAGG T CTGGAGGC IGEGACTCCTIGEATCACTGETGEET I I TGECARCAATATTCTGTGTCCCATAGATRAGGRGT
PROZ25 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGREGGEAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGREGGEGTITGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTGGATCACTGGTEGGGTTTTGGCRARCRATATTCTGTGTCCCATAGRTAGGRGT,
PROZ26 GACTCCTGGGTCTCAGGETGGEAGGAAGETGGGCCTEECCTCTTGTGTCCTGAGGET TGAGAGGTCTGGAGGCTGEGACTCCTEGATCACTEEGTEEGTTTTGECARCEATATTCTGTGTCCCATAGATAGGAGT
PRAO27 GACTCCTGGGTCTCAGGGTGGAGGAAGGTGGGCCTGGCCTCTTGTGTCCTGAGGGTTGAGAGGTCTGGAGGCTGGGACTCCTGGATCACTGGTGGGTTTTGGCAACAATATTCTGTGTCCCRTAGATHGGAGT:J

_1.]

Figura 17A. Amostras de individuos analisados para o gene XRCC1, indicando o tamanho das mesmas obtido apds
o0 alinhamento.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor - [C:\Users\Caroling\ Desktop\GSTP1 slcool alinhade 1.fas] - o X
% File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help NI
= D
O & w1 =B 112 total sequences
: = Selection: 0 Sequence Mask: None Start
ode: | Selot / Side Postion: 34; CAS2 101 Nurheing sk Nons et el
i T o Serl L1

£ I DIT oo 2SRRI HR4E & wmTar $SE Sy qm

TR SR TN R T R R R L R R r e R Ry R R R LR Ry LR R R LR LA R UL R RER L ERRRARRERUEERRURERTIPN

= 160 470 aso 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 =
Fomo sapiengCCTGGGACAAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCHGCCAAGTAACGGGTCATGGGGGCGAGTGCAAGGACAGAGACCTCCAGCAACTGGTGGTTTCTGATCTCCTGGGGTGGCGAGGGCTTC:j
RO1 CCTGEEACAAGACACALCCTGOACCCTTATTGOCTGEEACATCARCCAGCCAAGTALCGEGTCATGECGECEAGTECARGEACAGAGACCTCCAGCALCTGGTGETTTCTGATCTCCTEGGETEECEAEEGCTTC
RO2 CCTGGGACAAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGGGTCATGGGGECGAGTGCAARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGETEGGCGAGGGCTTC
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R1S CCTGGEACAAGACACARACCTGCACCC T T AT ITGCCTGGEGACATCAACCAGCCAAG T A ACGEETCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCICCAGCAACTGEIGE T I TCIGATCTCCIGGEETEECGAGGEGCTTIC
B16 CCTGGGACRRAGRACRCRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCRAGTEARCGGGTCATGGGGGCGAGTGCARGGRACAGRGACCTCCAGCAACTGETGGTTTCTGATCTCCTGGGETGGCGAGGGCTTC
R17 CCTGGEACAAGACACARACCTGCACCC T T AT ITGCCTGGEGACATCAACCAGCCAAG T A ACGEETCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCICCAGCAACTGEIGE T I TCIGATCTCCIGGEETEECGAGGEGCTTIC
R18 CCTGGGACRRAGRACRCRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCRAGTEARCGGGTCATGGGGGCGAGTGCARGGRACAGRGACCTCCAGCAACTGETGGTTTCTGATCTCCTGGGETGGCGAGGGCTTC
R19 CCTGGEACAAGACACRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGEGTCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGEETEGCEAGGGCTTC
R20 CCTGGGACRAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCARACCAGCCAAGTARCGGGTCATGGGGGCGAGTGCARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGGTTTCTGATCTCCTGGGETGGCGAGGGCTTC
R23 CCTGGEACAAGACACRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGEGTCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGEETEGCEAGGGCTTC
R24 CCTGEEACAAGACACALCCTGOACCCTTATTGOCTGEEACATCARCCAGCCAAGTALCGEGTCATGECGECEAGTECARGEACAGAGACCTCCAGCALCTGGTGETTTCTGATCTCCTEGGETEECEAEEGCTTC
R25 CCTGGGACAAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGGGTCATGGGGECGAGTGCAARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGETEGGCGAGGGCTTC
R28 CCTGGGACARGACACRACCTGCACCCT T ATIGCCTGGGACATCARCCAGCCARG T ARCGEGTCATGGEGGCGAGTGCARGGACAGAGACCICCAGCAARCTGEIGG I I TCIGATCTCCTIGGGETGGCGAGGGCTTIC
R32 CCTGGGACAAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGGGTCATGGGGECGAGTGCAARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGETEGGCGAGGGCTTC
R3S CCTGGEACAAGACACARACCTGCACCC T T AT ITGCCTGGEGACATCAACCAGCCAAG T A ACGEETCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCICCAGCAACTGEIGE T I TCIGATCTCCIGGEETEECGAGGEGCTTIC
B36 CCTGGGACRRAGRACRCRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCRAGTEARCGGGTCATGGGGGCGAGTGCARGGRACAGRGACCTCCAGCAACTGETGGTTTCTGATCTCCTGGGETGGCGAGGGCTTC
R40 CCTGGEACAAGACACARACCIGCACCC T T AT IGCCTGGEGEACATCAACCAGCCAAG T A ACGEETCATGGEGECEAGIGCARGGACAGAGACCICCAGCAACTGEIGETITCIGATCTCCIGGEETEGCEAGEGCTIC
R4l CCTGGGACRRAGRACRCRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCRAGTEARCGGGTCATGGGGGCGAGTGCARGGRACAGRGACCTCCAGCAACTGETGGTTTCTGATCTCCTGGGETGGCGAGGGCTTC
R43 CCTGGEACAAGACACRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGEGTCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGEETEGCEAGGGCTTC
RaG CCTGEEACAAGACACALCCTGOACCCTTATTGOCTGEEACATCARCCAGCCAAGTALCGEGTCATGECGECEAGTECARGEACAGAGACCTCCAGCALCTGGTGETTTCTGATCTCCTEGGETEECEAEEGCTTC
RS0 CCTGGEACAAGACACRACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGEGTCATGGEGECGAGTGCARGGACAGAGACCTCCAGCAACTGETGETTTCTGATCTCCTGGGEETEGCEAGGGCTTC
R51 CCTGEEACAAGACACALCCTGOACCCTTATTGOCTGEEACATCARCCAGCCAAGTALCGEGTCATGECGECEAGTECARGEACAGAGACCTCCAGCALCTGGTGETTTCTGATCTCCTEGGETEECEAEEGCTTC
R52 ijGGGACAAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCAGCCAAGTAACGGGTCATGGGGGCGAGTGCAAGGACAGAGACCTCCAGCAACTGGTGGTTTCTGATCTCCTGGGGTGGCGAGGGCTTC hd

ol .

Figura 17B. Amostras de individuos analisados para o gene GSTP1, indicando o tamanho das mesmas obtido apés
o0 alinhamento.

Um ponto de variacéo foi encontrado no gene que codifica para a proteina GSTP1, no
cddon 105, localizado no éxon 5 (rs1695), que € caracterizado pela substituicdo de adenina para
uma guanina, 0 que acarreta na troca do aminoacido isoleucina para valina. Outro ponto de
variacdo foi encontrado no gene que codifica para a proteina XRCC1, no codon 194
(rs1799782), que esta localizado no éxon 6, levando a uma substituicdo de citosina para timina,

resultando, portanto, na troca do aminoacido arginina para triptofano.
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Foram encontrados cinco individuos do grupo caso e 10 do grupo controle, com o
gendtipo heterozigoto (A/G), 14 individuos do grupo caso e quatrp do controle apresentando
gendtipo homizigoto alterado (G/G) e 13 individuos com genétipo homozigoto selvagem no
grupo caso e trés no grupo controle (A/A) no gene GSTP1. Enquanto que no gene XRCC1, 25
individuos com genétipo homozigoto selvagem (C/C) foram encontrados no grupo caso e trés
individuos no grupo controle e nenhum individuo do tipo homozigoto selvagem ou heterozigoto
em ambos 0S grupos.

As frequéncias genotipicas foram analisadas entre os individuos e a distribui¢cdo dos
gendtipos nos grupos caso e controle, tanto para 0 SNP rs1695 quanto para 0 SNP rs17997782

estdo na tabela 8.

Tabela 8. Resultados dos genétipos encontrados nos genes GSTP1 e XRCC1 nos grupos caso e controle.

Grupo

Total
Caso Controle P

GSTP1 (rs1695)

Heterozigoto
(A/G) Contagem 5 10 15
% em Grupo  26.3% 71.4% 45.5%

Homozigoto alterado Contagem 1 1 9

(GIG) 0.02
% em Grupo 5.3% 7.1% 6.1%
seTv(;rgeOr?:%Zt/?A) Contagem 13 3 16
% em Grupo  68.4% 21.4% 48.5%
XRCC1
(rs17997782)
Homozigoto
selvagem Contagem 25 3 28
(C/C)
0,
PEM - 10009%  100.0%  100.0%
Grupo Na
Homozigoto alterado
Contagem 0 0 0
(T/m)
0,
o em 0.0% 0.0% 0.0%
Grupo
Contagem
Heterozigoto (C/T) % em 0.0% 0.0% 0.0%
grupo

*Qui-quadrado
na = ndo se aplica.
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Em relacdo ao gene GSTP1, foi possivel observar uma diferenca significativa (p=0,02)
qguando comparados os diferentes gendtipos (heterozigoto, homozigoto alterado e homozigoto
selvagem) nos grupos caso e controle, sendo possivel verificar um predominio de individuos
com genotipo homozigoto alterado (G/G). Ja no gene XRCCL1, s6 estavam presentes genotipos
do tipo homozigoto selvagem (C/C), tanto no grupo caso quanto no grupo controle (tabela 08).

Ao realizar a comparacédo da frequéncia do genétipo do SNP rs1695 com os genotipos
de GSTM1 e GSTT1, observamos que ndo houve diferenca significativa tanto no grupo caso
quanto no controle (TABELA 9).

Tabela 9. Comparacéo da frequéncia do gendétipo do SNP rs1695 com o T1 e M1 no grupo caso.

GSTP1
Heterozigoto Homozigoto alterado Homozigoto selvagem p
(A/G) (GIG) (A/A)
T1
Ausente  Contagem 1 0 2
0,
%oem 20.0% 0.0% 15.4%
GSTP1 0.88
Presente  Contagem 4 1 11 '
% em 0, 0, 0,
GSTP1 80.0% 100.0% 84.6%
M1
Ausente  Contagem 4 0 4
0,
%oem 80.0% 0.0% 30.8%
GSTP1 0.09
Presente  Contagem 1 1 9 '
% em 0, 0, 0,
GSTP1 20.0% 100.0% 69.2%

Comparacao da frequéncia do gen6tipo do SNP rs1695 com o T1 e M1 no grupo controle.

GSTP1
Heterozigoto Homozigoto alterado Homozigoto selvagem P
(A/G) (GIG) (AJA)
T1
Ausente  Contagem 2 1 0
% em GSTP1 20.0% 100.0% 0.0% 011
Presente  Contagem 8 0 3 '
% em GSTP1 80.0% 0.0% 100.0%
M1
Ausente  Contagem 4 0 2
% em GSTP1 40.0% 0.0% 66.7% 0.40
Presente  Contagem 6 1 1

% em GSTP1 60.0% 100.0% 33.3%
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Ao comparar-se a analise molecular com os danos genotoxicos entre 0S grupos caso e
controle, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativa, tanto para o grupo

caso, como para o0 grupo controle, para 0 SNP rs1695 (Tabelas 10 e 11)

Tabela 10. Estimativas da correlacdo dos pardmetros do Ensaio Cometa (média + desvio padrdo) e os genétipos
individuais entre os etilistas no grupo caso pelo teste T

GSTP1
Heterozigoto (A/G) Homozigoto selvagem (A/A) P
Média Desvio Padrédo Média Desvio Padréo
TL 16.85 5.14 13.19 5.37 0.33
% DNA 21.87 7.78 22.71 10.81 0.99
OT™M 8.38 2.40 7.78 4.05 0.63

a. Grupo = Caso

Tabela 11. Estimativas da correlacdo dos parametros do Ensaio cometa (média + desvio padréo) e
0s gendtipos individuais entre os etilistas no grupo controle

GSTP1
Heterozigoto Homozigoto selvagem
(A/G) (A/A) p
Média Desvio Padrdo  Média  Desvio Padrao
TL 12.06 7.37 14.58 2.97 0.47
% DNA 23.44 10.26 19.50 9.36 0.57
OT™M 7.61 4.07 3.52 2.05 0.16

a. Grupo = Controle
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, houve diferenca em relacdo ao habito de fumar. A maioria dos
individuos que consomem alcool também fazem uso de cigarros. O consumo crdnico de alcool
e 0 tabagismo estdo associados com uma maior producdo de acetaldeido, podendo produzir
genotoxicidade (Pastorelli et al.,2001; Freita et al., 2005; Soya et al., 2008). Como o hébito de
fumar pode ser capaz de interferir na associacdo do dano genotoxico e o habito de beber, foi
realizado o coeficiente de Correlacdo de Spearman nesse estudo. No entanto, ao fazer a
associacao entre a carga tabagica, tempo de consumo e quantidade de consumo de &lcool por
dia (mL) com os danos genotdxicos por meio do Ensaio Cometa, verificou-se ndo haver
diferenca estatisticamente significativa.

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo caso em
relacdo ao grupo controle para todos os parametros do cometa. Pelo fato desses individuos
estarem constantemente expostos a altos niveis de acetaldeido, pelo elevado consumo de alcool
em longos periodos, a toxicidade desse produto pode induzir danos genotdxicos, assim como
ao estresse oxidativo e a suscetibilidade ao surgimento de varias patologias como cancer no
trato intestinal, doencas hepéticas, pancreatite aguda e cancer de cabeca e pescoco
(Hakenewertha et al., 2013; Oga et al. 2014; Prado, 2014). Martelle-Palomino et al (2005) ao
avaliar, pelo Ensaio Cometa, o nivel de exposi¢do genotdxica ao qual estavam expostos 49
individuos que faziam consumo cronico de bebidas alcodlicas, abstinentes e controles saudaveis
identificaram diferenca significativa entre o grupo dos alcoolistas (0.48 £0.24) e grupo controle
(0.22 +0.16) p< 0,0001.

N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre a distribuicdo genotipica ao
analisar as frequéncias dos genotipios GSTT1 e GSTM1 nos grupos caso e controle.

O gene GSTP1 esta localizado no cromossomo 11g13 e a presenca do polimorfismo no
codon 105 (substituicdo de isoleucina para valina, rs1695) resulta em uma atividade reduzida
da enzima GSTP1. Os polimorfismos do gene GSTP1 foram primeiro descritos por Board et
al. (1989). Eles consistem em uma transicdo de A—G do nucleotideo 313 no éxon 5
(GSTP1*B) e em uma transi¢gdo de G—T do nucleotideo 314 no éxon 6 (GSTP1*C),
envolvendo a substituicdo de dois aminoacidos no sitio ativo da enzima, [le—Val e Val—Ala.
Essas duas variantes parecem reduzir a atividade da GSTP1, que poderia levar ao dano genético
e a um risco aumentado de cancer (Board et al. 1989).

No presente estudo, a analise do polimorfismo rs1695 demonstrou que o alelo néo
mutado (denominado gendtipo selvagem) foi 0 mais frequente no grupo caso (68,4%), enquanto

que, no grupo controle, o genotipo mais frequente foi o heterozigoto (71,4%) [Tabela 8].
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O polimorfismo GSTP1 Ile105Val tem sido associado com 0 aumento da suscetibilidade
de varias formas de cancer, particularmente aqueles relacionados com o uso de cigarro e cancer
de mama (Fryer et al. 2000). No estudo realizado por Kim et al., 2004 relatou que mulheres que
possuiam o polimorfismo rs1695 no gene GSTP1 e consumiam &lcool tinham um risco mais
elevado de apresentar cancer de mama.

O consumo excessivo de alcool pode provocar o desenvolvimento de patologias no
figado e no pancreas e varios canceres no trato digestivo. As enzimas GSTM1, GSTT1, GSTP1,
CYP1A1l e CYP2EL estdo envolvidas na bioativacdo e detoxificagcdo de uma variedade de
xenobioticos presentes em alimentos, solventes organicos, cigarro, drogas, pesticidas, poluentes
ambientais e bebidas alcodlicas. Os polimorfismos nos genes que codificam para essas enzimas
tém sido associados com a suscetibilidade a varias doencgas, incluindo aquelas relacionadas ao
etanol (Burim et al., 2004).

Para investigar se os polimorfismos nos genes envolvidos na detoxificacdo de
xenobidticos representam fatores de risco paras doencas relacionadas ao consumo de alcool,
um estudo foi conduzido envolvendo 120 brasileiros que consumiam alcool e 221 controles
com etnias similares. Os dados revelaram que individuos que apresentavam o alelo Valina no
gene GSTP1 tinham um risco maior de desenvolver cirrose e pancreatite, visto que foram
encontradas frequéncias mais elevadas do genotipo Val/Val em alcodlicos com cirrose no
figado e pancreatite em comparagdo com alcoolicos sem essa doenca. Isso poderia indicar que
pessoas com esses gendtipo sdo mais propensas a desenvolver pancreatite alcodlica e cirrose
alcodlica (Burim et al. 2004).

Um estudo realizado na China avaliou 618 individuos que apresentavam cancer gastrico
e 1830 individuos sem o cancer, entre mar¢o de 2002 e dezembro de 2011, com o objetivo de
avaliar a interacdo do alelo Valina no gene GSTP1 e a infec¢do por Helicobacter pylori,
consumo de cigarro e alcool e 0 aumento do risco de cancer gastrico entre a populacéo chinesa.
O GSTP1llel05Val foi genotipado pela técnica RFLP. O risco de cancer gastrico foi
significativamente elevado em pacientes com o genotipo GSTP1 Val/Val nesses individuos
(Zhang et al. 2012).

O consumo de cigarro e de alcool sdo o principal fator etioldgico para o surgimento de
alguns canceres. No estudo com a populacdo de Zhang et al (2012), foram observadas taxas
elevadas de pessoas no grupo que apresentavam cancer gastrico que haviam consumido cigarro
e alcool (57,1% e 42,2%, respectivamente), comparado com os controles (44,5% e 29,6%,

respectivamente). Esses achados indicam que o consumo de alcool e de cigarro estdo altamente
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associados com o aumento de cancer gastrico. O consumo a longo prazo dessas substancias tem
mostrado contribuirem para a carcinogénese.

Em um estudo realizado para verificar a associacdo do reparo do DNA e os
polimorfismos dos genes envolvidos na via de xenobidticos com a suscetibilidade de cancer
gastrico em pacientes da India, mostrou um elevado risco de G/C foi observado em fumantes e
consumidores de alcool carregando o gendtipo GSTP1 lle/Val eVal/Val. Esses achados
sugerem que o polimorfismo GSTP1 rs1695 pode ser considerado como um fator de risco
associado para o cancer gastrico e pode ser usado como um marcador molecular para avaliar a
suscetibilidade para a doenca (Ghosh et al, 2016).

No presente estudo, ao analisar o polimorfismo rs1799782, foi observado que o alelo
ndo mutado (genodtipo selvagem) estava presente em 100% dos individuos tanto no grupo caso
quanto no controle.

Os resultados do presente estudo demonstram a auséncia de correlacdo entre 0s
gendtipos encontrados nos pontos de variagao rs1765, rs1799782 dos genes GSTP1 e XRCC1,
respectivamente e os danos genotdxicos (Tabela 8).

A falta de significancia estatistica pode ser explicada devido ao fato do grupo caso ser
bastante heterogéneo, apresentando diferentes padrbes de consumo, como o tempo e o tipo de
bebida e a idade variada dos individuos (com pessoas de 18 a 74 anos). Essas variagdes nem
sempre fornecem uma estimativa precisa durante a analise. No entanto, esse resultado néo
exclui a possibilidade de essas alteracfes exercerem alguma influéncia, ja que a combinacao
destes e de outras alteracbes serem capazes de contribuir para 0s danos genotoxicos,
necessitando, portanto, de um aumento no numero amostral e da selecdo e um grupo mais

homogéneo.
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CONCLUSOES

A anélise dos resultados desse estudo permitiu obter as seguintes conclusdes:

- O dano genotdxico do grupo caso ndao mostrou associacdo com o tempo de tabagismo e
etilismo, carga tabagica e quantidade de alcool/dia;

- Houve um maior dano genotdxico no grupo caso, ao analisar os trés parametros do Cometa;
- N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias dos genétipos
GSTM1 e GSTT1, dos grupos caso e controle;

- No presente estudo, foi encontrado um ponto de variacdo no éxon 5 do gene GSTP1 e um
ponto de variacdo no éxon 6 no gene XRCC1.

- N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os polimorfismos
encontrados e 0s danos genotdxicos do grupo caso.

- O grupo estudado era bastante heterogéneo e de tamanho reduzido para fornecer dados

precisos.
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bebem ha 10 anos, individuos que bebem entre 10 e 15 anos e individuos que bebem ha mais de 15 anos,
cada grupo com 20 componentes. Apos a concordancia do TCLE, sera realizada uma coleta de 10 mL de
sangue total em tubo & vacuo com EDTA para que sejam procedidas as analises e os individuos deverao
responder o questionario que aborda os habitos de vida dos etilistas, assim como a idade, sexo, tempo de

uso do alcool e demais variaveis

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O projeto apresenta metodologia adequada. Os curriculos dos pesquisadores séo compativeis com a
pesquisa proposta. Garantia da Privacidade e Confidencialidade contempladas no projeto de pesquisa.

Orcamento apresentado. TCLE adequado.

Enderego: Prédio da Reitoria Témeo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prppg.ufg@gmail.com
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Continuag 3o do Parecer: 476.938

Recomendagdes:

Adequar o cronograma (coleta de materiais).

No projeto maodificado fala-se em coletar 10 mL de sangue, no TCLE 20 mL, e nas informagdes basicas do
projeto, 8 mL. Padronizar qual o real volume de sangue a ser coletado. Apesar de descrito no TCLE e nas
informacgdes basicas do projeto, no projeto modificado ndo ha mencéo a coleta de células esfoliadas da
mucosa da boca. E necessario incluir no projeto. Autorizar ligagdes a cobrar. Informar no TCLE como seréo
tornados publicos os resultados da pesquisa.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Aprovado, salve melhor juizo desse comité.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Né&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Enviar relatorios parcial e final.

GOIANIA, 03 de Dezembro de 2013

Assinador por:
Jodo Batista de Souza

{Coordenador)
Enderege: Prédio da Reitoria Témeo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep. prppg.ufg@gmail.com
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ANEXO II
PROTOCOLO DE ENSAIO COMETA - METODOLOGIA ALCALINA, ADAPTADO
DE SING, 1988
Equipamentos, Materiais, Reagentes e Metodologia
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Ensaio Cometa Metodologia Alcalina

Equipamentos:

1.
2.
3.
4. Deionizador (H20 deionizada)
5.

6. Microscopio 6tico e fluorescéncia

Banho-Maria Horizontal
Agitador Magnético
Pipetas P20 e P200

Microcentrifuga

Materiais:

o OB oW N

\l

. Laminas de ponta fosca
. Pincas

. Placa de petri

. Papel aluminio

. Rolo de papel

. Laminulas 24x60 mm

. Ponteiras P20-P200
. Tubos eppendorf de 2mL

. Tubos falcon de 50mL

10. Pipeta de Pauster

7. Cuba de eletroforese
8. Fonte

9. Méaquina de gel

10. Peagadmetro

11. Balanga de precisao

11. Pisseta

12. Erlenmeyer 1000mL

13. Berco horizontal

14. Provetas de 100mL e 1000mL

15. Estantes para tubos eppendorf e falcon

16. Caixa para armazenamento de laminas

17. Bequer de 50mL, 100mL, 200mL e 1000mL

18. Vidraria para armazenamento de solu¢es com
ambar de 1000mL

19. Caixa de isopor que caiba a cuba de eletroforese e

que tampe
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Reagentes:

1. Brometo 9. DMSO

2. Alcool absoluto 10. Lauril Sarcosinato de Sddio

3. H20 deionizada 11. Agarose

4. NaCl 12. Agarose Low Meltin

5.EDTA 13. PBS (se necessario preparo com KCI, KH2PO4, NaCl,
NazHPO4)

6. NaOH

7. TRIS

8. TRITON X-1000

Preparo de Solucdes

Solugdo de Lise (Estoque) 1000mL

Passo Quantidade Reagente PM

i 890 mL H,0 deionizada (Milique)

2 146,1g NaCl (Cloreto de Sédio) 2,5M

3 37,2g EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) 100mM 372,24
4 1,2g TRIS 10 mM 121,14
5 8g NaOH (Hidréxido de sddio) 40,0

6 10g Lauril Sarcosinato de sédio

Preparo: Dissolver os reagentes do passo 2 ao 5 na 4gua e homogeneizar no agitador com
bailarina (bem lentamente para ndo haver a formacdo de grumos) acertar o pH para 10

com NaOH e apos dissolver o reagente 6 aos poucos na solucéo.

A. Todo o procedimento é realizado sem aquecimento da solugédo
B. A solucdo deve ser estocada na temperatura ambiente, e no escuro (nessas condicdes a
solucdo pode ser mantida até seu uso total)

C. 8g de NaOH é suficiente para ajuste de pH
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Solugdo de Lise (Uso) 100mL

Passo Quantidade  Reagente PM
1 1mL TRITON X-100

2 10 mL DMSO

3 89 mL Solugdo Estoque

Preparo: Misturar bem, invertendo a proveta. Essa solucdo é preparada na hora de uso, ndo
podendo ser armazenada de um dia para outro. Apés realizada, deverd ser abrigada fora do
alcance da luz (embalar com papel alumino). Como essa solucao é utilizada gelada coloca-se
a solucdo nos bercos embalados em papel aluminio na geladeira por volta de 40 min a 60min.

Trabalhar com a luz apagada, se possivel.

A. A solucdo é feita na hora e armazenada no escuro (embalar com papel aluminio)

B. Deixar a solucdo no berco de laminas no escuro por volta de 40-60 min em temperatura de
4°C, antes de colocar as laminas. A solucdo tem que ficar gelada.

C. Utiliza-se uma micropipeta para pegar o TRITON, mas devido a sua viscosidade corta-se a
ponta da ponteira.

Tampao de Eletroforese
Passo 2L 1L Reagente PM
1 : 216g 10,8  NaOH (300mM)
p  Quntidade o " 4crl EDTA (200mM)
3 1800mL  900mL Agua deionizada

Preparo: Para cada corrida de eletroforese preparar o tampao no dia da corrida e guardar na
geladeira. Misturar bem o os reagentes. Acertar o pH para 13 (pH>13) com NaOH.

A. Volume total de tampéo depende da capacidade da cuba de eletroforese
B. Acertar a amperagem e a voltagem acrescentando ou tirando tampéo
C. Aproximadamente = 25V e 300 mA.
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Tampdo de Neutralizagdo

Passo Quantidade  Reagente PM
1 24,25¢ TRIS
2 475ML Agua deionizada
A. Acertar o pH para 7,5 com HCI.
B. Estocar em temperatura ambiente
C. Esta solucéo pode fugar facilmente
Solugdo de Coloragdo (Estoque) 20%
Passo Quantidade  Reagente PM
1 10 mg Brometo de Etidio
2 50 ml Agua deionizada
A. Estocar em temperatura ambiente
Solugdo de Coloragdo (Uso) 2%
Passo Quantidade  Reagente PM
1 ImlL Solugao Estoque
2 ImlL Agua Deionizada
A. Filtrar, se necessario
PBS 1000mL
Passo Quantidade Reagente PM
1 0,2g H,0 deionizada (Milique)
2 0,2g NaCl (Cloreto de Sédio) 2,5M
3 8g EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) 372,24
100mM
4 1,15¢g TRIS 10 mM 121,14
5 1000mL NaOH (Hidréxido de sédio) 40,0

Obs.: Acertar o pH para 7,4, sendo que normalmente atinge esse valor. Caso isso ndo ocorra é

possivel que os reagentes estejam com problemas ou houve erro na pesagem destes. Estocar em

refrigerador e fazer no baldo volumétrico.
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Agarose normal - 1,5%
Passo Quantidade  Reagente PM
1 1,5g Agarose normal
2 100 mL PBS

Preparo: Dissolver bem a agarose no agitador com bailarina por volta de 2 a 3h. Aquecer no
micro-ondas e quando levantar fervura desligar. Transferir para o tubo falcon 50 mL e levar

para o banho-maria a 80 °C.

Agarose de Baixo Ponto de fusdao-Low melting (LMR)

Passo Quantidade  Reagente PM
1 01lg Agarose LMR
2 20 mL PBS

Preparo: Dissolver bem a agarose e leva-la ao micro-ondas e quando levantar fervura desligar.
Levar para o banho-maria a 40°C para que a agarose permaneca na forma liquida se necessario

aquecer novamente no micro-ondas.

Antes de Comecar a Metodologia

Preparar as solugdes:

A. Solucdo de lise estoque

B. Tampao de neutralizacdo

C. Solucéo de coloragéo

D. PBS se houver necessidade de preparo caseiro, normalmente se compra pronto para uso.

Preparo da Lamina

A. Utilizar Iaminas novas (nunca reutilize laminas).

B. Lavar as laminas com agua e sabdo. Deixar secar na vertical a T.A.

C. Limpar com alcool 70%.

D. Preparar Agarose Normal A 1,5%.

E. Transferi-la para tubo falcon de 50 mL (esse tubo cabe certinho a lamina).

F. Levar para o Banho Maria a 80 °C para que a agarose se mantenha na forma liquida.



G. Mergulhar as Laminas na agarose com auxilio da Pinga até chegar na ponta fosca.

H. Colocar as Laminas na horizontal.

I. Procurar formar uma camada bem fina e homogenia, cuidado ao retirar a lamina e
mantendo-a bem reta.

J. Limpar o outro lado da lamina para tirar o excesso da agarose.

K. Deixar a lamina secar “overnight” na horizontal em temperatura ambiente.

L. Armazenar na geladeira.

M. Poder durar até 1 més.

Metodologia 1° dia

1. Preparar a Solucéo De Lise Para Uso deixar na geladeira

2. Pegar 15 pL de amostra colocar em um novo Eppendorf

Obs.: Homogeneizar bastante as amostras antes.

3. Pegar 120ul de Agarose Low Melting e homogeneizar junto com a amostra

4. E colocar na Lamina pré-preparada fazendo uma linha de fora a fora na Iamina

5. Colocar a Laminula para espalhar a amostra sobre a ldamina
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Obs.: As etapas 18 a 20 tem que ser Répida porque corre o risco de a agarose comecar a

solidificar o que dificulta espalhar a amostra.
6. Levar para a geladeira e esperar um pouco (1-5min)
7. Tirar a Laminula com bastante cuidado.

8. Colocar as laminas no Berco que contém a Solucdo De Lise Para uso na geladeira, ao abrigo

da luz e aguardar 24 horas.

Obs.: Dependendo do ensaio esse tempo varia 1-48 horas. Normalmente 3h é 0 minimo e 48h

€ 0 maximo.

9. Apds o uso jogar fora o restante da solucdo de lise para uso.

Metodologia 2° Dia

1. Eletroforese

2. Durante todo o procedimento manter pouca luz no laboratério, de preferéncia uma luz de

fundo.
3. Colocar no Erlenmeyer 900mL de H2O Destilada e deixar na Geladeira

OBS.: Essa agua tem que estar gelada para preparo do Tampéao de Corrida
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4. Preparar a Cuba De Eletroforese

5. Colocar a Cuba de Eletroforese no Isopor

6. Fazer Gelo pra preencher o isopor sendo preencha o fundo e a Lateral da Cuba de
Eletroforese.

7. Com a agua ja gelada preparar o Tampao de Eletroforese.

8. Tirar a Laminas da geladeira.

Obs.: As Laminas estdo na Solucéo De Lise Para Uso.

9. Coloca-las na cuba

10. Colocar sempre o lado Fosco das Laminas para o sentido do Catodo (positivo)

11. Colocar o tampdo de corrida de eletroforese com bastante cuidado

OBS.: Evitar a formacao de bolhas, colocar até cobrir as LAminas com uma camada fina de
Tampéo de Eletroforese.

12. Deixar as Laminas em imersdo no tampdo de eletroforese por 30 minutos

13. Ajustar a amperagem na fonte para 25V e 0300mA.

14. OBS.: para esse ajuste, altera-se a quantidade de tampé&o, se ndo atingiu a voltagem
retira-se tampéo de eletroforese, se ndo atingiu a mili amperagem, coloca-se tampéo de
eletroforese.

15. Deixa correr 30 minutos

OBS.: esse tempo pode varia de 25-30 minutos

16. Apos a corrida, lavar as Laminas com Tampao de Neutralizag&o por 3-5 minutos.
Repetir esse procedimento 3 vezes.

OBS.: Essa lavagem pode realizada usando Berc¢o, ou Suporte De Laminas com auxilio da
Pipeta de Pauster. Esse tampéo né&o pode ser reutilizado, pois, a variagdo do pH.

17. Lavar as laminas com 4gua destilada com cuidado e deixar secar inclinado. Utilizar a
Pisseta.

18. Fixar com Alcool Absoluto por 10 minutos.

19. Deixar a Lamina secar

20. Armazenar e Caixa para Laminas a T.A.

21. Essas Laminas podem ser armazenadas para leitura por até 4 meses

Leitura dos Danos Genéticos
1. Coloragdo da Lamina
2. Preparar a solucao de Coloragéo para Uso.

3. Colocar de 10 a 15uL de Brometo a 2% fazendo uma linha de fora a fora na Lamina
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OBS.: Fazer a linha bem no centro tomando cuidado para néo sair fora da Lamina.

4. Por a Laminula

5. Levar ao Microscopio De Fluorescéncia imediatamente.

6. Fazer a captura na objetiva de 10x, aumento de 100x com filtro de 515-560nm e filtro de
barreira de 590nm.

OBS.: Em relacdo a objetiva e 0 aumento vai de acordo com a quantidade de célula por
campo que se deseja analisar e os filtros e de acordo com o microscépio do laboratério.

7. Analisa 100 células de cada amostra classificando conforme a forma e tamanho da cauda.
OBS.: 0 sem danos/ 1 poucos danos/ 2 médio dano/3 muitos danos

8. Depois da analise descartar a Lamina

OBS.: Lamina pode ser armazenada ap0s a captura, porém, essa captura ndo pode demorar,

pois é necessario a retirada da laminula (retirar levantando, ndo arrastando).
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APENDICE I
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: UTILIZACAO DE BIOMARCADORES PARA AVALIACAO
DO DANO GENETICO INDUZIDO PELO CONSUMO ABUSIVO DE ALCOOL

PESQUISADORES RESPONSAVEIS PELO PROJETO:
Orientadora (pesquisadora responsavel): Profa. Daniela Melo e Silva, Dra.
Doutoranda: Caroline Oliveira de Aradjo Melo, MSc

Telefones: (62)9954-9591 (Pesquisadora responsavel); (62) 3946-1385 (REPLICON)
Email: silvadanielamelo@gmail.com

O consumo abusivo de alcool traz inlmeras consequéncias para a salde e qualidade
de vida do individuo. O etilismo, por si s6, é considerado uma doenca, sendo caracterizada
como multifatorial, que ndo tem restri¢fes a classe social nem idade de inicio do habito de beber
e consiste numa interacdo de influéncias poligénicas (genéticas e ambientais). Segundo
relatério da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2004), o consumo de alcool nos ultimos
vinte anos tem diminuido nos paises desenvolvidos e aumentado nos paises em
desenvolvimento.

O objetivo principal deste estudo € cientifico e se baseia em identificar possiveis efeitos
do uso do alcool, podendo contribuir para o entendimento sobre as consequéncias do seu
consumo abusivo, no municipio de Goiania - Goias. Além disso, os resultados desse estudo
poderdo ser utilizados como ferramentas para a deteccao precoce de enfermidades, o que deve

ser levado em consideracgéo para prevengdo dos males em etilistas.

Prezado (a) senhor (a),

Por este documento, vocé esta sendo convidado (a) a participar desse estudo. E, também,
informado (a) e esclarecido (a) sobre como se dara seu envolvimento para que, entdo, possa
decidir sobre sua participagao.

A participacdo é voluntaria e gratuita, e implica, basicamente, em:

- aplicacdo de questionario de estilo de vida;

- coleta sanguinea.

O questionario de estilo de vida ird abordar, individualmente, perguntas sobre fatores
da sua vida que possam estar correlacionados ao consumo do alcool e/ou que possam colaborar

no entendimento dos resultados obtidos no seu exame laboratorial. A aplicacdo deste sera
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acompanhada pela equipe de pesquisa, a qual auxiliard em sua compreensdo. Contudo, se
durante a aplicacdo, o participante sentir qualquer desconforto, lhe é garantida total liberdade
para interromper parcial ou totalmente o preenchimento do mesmo, sem obrigacdes em
justificar essa deciséo.

Sua entrevista — contendo dados que permitam sua identificagdo, informacgdes pessoais
e de trabalho - ndo serdo conduzidas (sem sua autorizacdo), a individuos nédo integrantes da
equipe de pesquisa. Suas informacdes, relatos e opinides ficardo em segredo. O uso dessas
respostas seré realizado diante de anélise e enquadramento estatistico e/ou com conversdo dos
seus dados identificatorios em codigos (que impecam sua identificacdo). A partir de entdo, 0s
resultados obtidos poderdo ser apresentados e publicados, desde que respeitada a garantia de
sigilo que Ihe foi dada.

A coleta de sangue serd realizada para obtencdo do seu perfil bioquimico e
hematoldgico (baseados nas Diretrizes para Atencdo Integral a Saude do Trabalhador de
Complexidade Diferenciada, do Ministério da Saude, agosto de 2006). Sera realizada a coleta
endovenosa de 20 mL de sangue.

Nenhuma pesquisa com seres humanos é livre de riscos. Contudo, 0s procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, sendo eles:
possibilidade de aparecimento de hematoma po6s-coleta e formacédo de edema. Mas, caso ocorra
qualquer intercorréncia devido a coleta de sangue, 0s pacientes serdo encaminhados ao Servico
de Atendimento Médico da Universidade Federal de Goias.

Solicita-se para obtencdo de resultados clinicamente fidedignos que o participante se
apresente: em jejum alimentar (de 10 a 13 horas, ndo excedendo 14 horas de jejum) e que
informe o uso de medicamentos ou a presenca de alguma doenga.

As entrevistas e analises laboratoriais ficardo sob guarda da pesquisadora responsavel
por 5 (cinco) anos, e ndo sera permitido acesso de terceiros (além da equipe de pesquisa) a ele.

Ressalta-se que todos os dados que permitam sua identificacdo pessoal serdo mantidos
em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os resultados aqui obtidos
serdo utilizados somente para estudo cientifico e ndo irdo prejudicar em algum tratamento que
0 participante ja esteja submetido (a), nem tdo pouco na sua condicédo profissional.

Sua participacdo no estudo ndo sujeita a equipe de pesquisa a te fornecer tratamento a
qualquer enfermidade que possa vir a ser identificada.

Com relacdo a indenizacdo, diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, vocé

podera buscar a justica e o que for decidido judicialmente sera acatado pelo pesquisador.
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Mesmo apds a assinatura deste termo, vocé tem total liberdade de desistir ou de
interromper sua colaboracdo nesse estudo, no momento em que desejar (até dada a publicacao),
sem precisar se justificar. Em que a desisténcia do participante ndo trara prejuizo algum ao seu

trabalho nem a seu bem-estar.

Os resultados, caso deseje ter acesso a eles, estardo liberados 30 dias apo6s a realizacéo
da coleta. Para tal, vocé informa:
() Desejo saber os resultados
() Né&o desejo saber os resultados
Os resultados dos exames, obtidos nesse trabalho, poderdo compor sua ficha médica de
exames periddicos no pelo Ambulatério do Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS Ad/Casa),
onde poderdo ser avaliados pelo médico do SESMT, caso assim vocé consinta:
() Desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados ao médico do CAPS
Ad/Casa;

() Né&o desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados ao CAPS Ad/Casa;

Sua colaboragéo sera de extrema importancia para o éxito desta pesquisa, pela qual,

agradecemos de antemao.

Declaro verdadeiras as informagdes acima citadas,

Daniela de Melo e Silva
Doutora em Biologia Animal
Pesquisadora Responsavel
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu

R.G. n% , abaixo assinado, tendo

recebido as informagdes acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em

participar.

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer davida
acerca dos procedimentos, riscos e beneficios e outros relacionados com a pesquisa e tratamento

a que serei submetido;
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2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do

estudo sem que isso traga prejuizo em relacdo ao meu tratamento;

3. A seguranga de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da

informacao relacionada com a minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacdo atualizada durante o estudo, ainda que esta

possa afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente teria direito, por
parte da Instituicdo a Salde, em caso de danos que a justifiquem, diretamente causados pela

pesquisa e;

6. Que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

Tenho ciéncia do exposto acima

Goiania, de de

Assinatura do paciente
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APENDICE I
QUESTIONARIO DE ESTILO DE VIDA
1 - Dados de identificacdo
N° do prontuério:
Nome do Paciente:

Diagndstico principal () caso ( ) controle

2 — Informacdes gerais

Coleta de sangue: () sim () ndo
Sexo: () Feminino () Masculino

De inicio quero agradecer o(a) senhor(a) por participar neste estudo. NoOs estamos
conduzindo um estudo com a finalidade de esclarecer se determinadas caracteristicas e habitos
de homens e mulheres podem ter relagdo com algumas doencas decorrentes do etilismo. Eu
farei varias perguntas cujas respostas serdo registradas neste caderno. Devo dizer que tudo que
o(a) senhor(a) responder na entrevista sera estritamente confidencial e as informac@es colhidas
das inUmeras pessoas que irdo participar do estudo serdo usadas apenas em relatos cientificos,
sem nenhuma identificagéo pessoal.

Os possiveis beneficios deste estudo dependem de que as respostas sejam as mais reais
(verdadeiras, sinceras) possiveis. Por favor, pergunte se ndo entender o significado de alguma
questdo. 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:

Data de NasCIMENTO: .......cccuevveiereereeee e ee e
Qual asua idade? .......ccccocveeveeiieiiecce e

Qual a sua profissdo? (aquela que o(a) sr(a) exerceu por mais tempo) .........cceeeeverreennenn,
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Raca: ( )branco ( )mulato ( )negro ( )oriental ( )indio ( )outra:

Cidade e ha quanto tempo o(a) Sr.(a) mora nessa cidade? (aN0S) .......ccccvrvververeereereeenenn
Em que cidade/estado/pais o(a) Sr.(a) nasceu?

O(A) Sr.(a) estudou em escola? ( )sim ( )nédo

Selecione a op¢do mais elevada quanto ao grau de instrucao:

( ) alfabetizado ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo

( ) médio incompleto ( ) médio completo ( ) técnico ( ) universitario

3 — Historia de Tabagismo

O(A) Sr.(a) fuma ou ja fumou em média 1 cigarro, charuto ou cachimbo, diariamente, pelo
menos por 1 ano?

() sim, ainda fuma - Quantos cigarros por dia:

() nunca fumou

() somente no passado — Quantos cigarros fumava por dia:

Idade de inicio:

Idade em que parou:

4 — Historia de Etilismo

O(A) Sr.(a) ja tomou (ingeriu) bebidas alcoolicas pelo menos 1 vez por més?
()Sim, ainda bebe ()Nunca ( )S6 no passado

Quando o(a) Sr.(a) costuma beber (ou bebia)?

()nas refeicdes ( )entre as refeicdes ( )aos finais de semana ( )ndo tinha horario
Idade de inicio:

Quantidade e tipo de bebida:

Idade em que parou:

Idade em que tomou o primeiro porre:

Quando comecou a notar dependéncia alcodlica:

Tempo de consumo pesado de alcool:

Situacgdes decorrentes por causa do consumo de alcool:

() foi atropelado

() acidente de carro/moto/bicicleta por estar embriagado

()queimou alguma coisa ao cozinhar

()perdeu o dia de trabalho

()machucou alguém
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()entrou em uma discussdo por estar embriagado

()perdeu documentos/dinheiro

()acordou sem saber onde estava ou como havia chegado l&
()fica deprimido

Historia familiar

Alguém na familia possui problemas com alcool?

5- Possui alguma doenga? () ndo () SIM QUAl (IS)? .vevveeieiieieieee e

6- Possui algum defeito de nascimento/desordem genética hereditaria? ( ) ndo ( ) sim Qual

D 2

7- Apresenta historico familiar de:

(O Diabetes (O Hipertensio (O Cancer
Alteracdes
QO Alergias QO Aborto O o ¢
congénitas
QO outro(s):

8- Vocé é casado? ( ) sim () ndo

Se sim, vocé e/ou sua esposa possui(em) dificuladade para engravidar? ( ) ndo ( ) sim Qual?

Teve algum filho com nascimento prematuro?

9- Pratica exercicios fisicos? ( ) Nunca ( ) Sim — Frequéncia por semana ...................

10- Faz uso de medicamentos? () ndo () Sim Qual (IS)? .....ccoeriririinirieere s

11- Possui dependéncia quimica? ( ) ndo () SIM A QUE? ..ccvveeeiiieiiececeeee e,

12- Historico de dependéncia quimica na familia? ( ) ndo ( ) sim Grau de parentesco?

13- Com qual frequéncia tem apresentado os seguintes sintomas:



90

Frequéncia Frequéncia
: R Logo _ . Logo
Sintomas As Sintomas As
Nunca Sempre | ap0os Nunca Sempre | apos
vezes vezes
consumo contato
Alteracdo de
Assintomético | O O O O g,- O O O O
memoria
Alteracdo do O Alteracdo na
O O O . O O O O
sono vida sexual
Aluwcinacio | O O O O Bradicardia | O O O O
Chiadeira O O O O Cansacofacil | O O O O
Confusdo
O O O O Diarrtcias | O O O O
mental
Falta de
Dordecabeca | O O O O . o O O O
apetite
Formigamento Formigamento
. 1O O O O |0 O O O
de bracos/méaos de pernas/pés
Irritacdo da
Fotofohia | O O O O gl O O O O
pele
Fraqueza Irritacdo de
O O O O O O O O
muscular mucosa
Hipertenssio | O O O O Néausea O O O O
Incontinéncia L
o O O O Salivagio | O O O O
Fecal
/Incontinéncia
o O O O O Sangramentos | O O O O
urinaria
Suor
Iritabilidade | O O O O _ O O O O
excessivo
Lacrimejamento| O O O O Taquicardia | O O O O
Tontura O O O O Tosse O O O O
visioturva |O O O O Vomito O O O O
Tremor O O O O Faltadear | O O O O
Outros:

14- Percebe alguma relagéo entre o aparecimento dos sintomas e o consumo de alcool?

( )ndo ( )sim




