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RESUMO

O etanol é considerado a droga mais consumida no mundo, cujo 0 consumo crénico tornou-se
um problema social e de salde publica, pois traz graves consequéncias a salde, sendo fator
risco a diversas doencas e mortalidade. O gene CYP2E1 codifica uma enzima que € a principal
constituinte do sistema microssomal de oxidacdo do etanol. O gene CYP1A1 codifica uma
enzima que como a CYP2E1 atua na biotransformagéo oxidativa de substratos de fase | do
metabolismo de xenobidticos como o etanol. Além disso, genes relacionados ao reparo de DNA
como o OGG1 também sdo de grande importancia, pois estdo envolvidos na protecdo do
genoma auxiliando na manutencdo das funcbes celulares dos organismos. Problemas no
processo de reparo podem interferir negativamente no envelhecimento e promover o
desenvolvimento de doencas como Varios tipos de cancer. Variages genéticas presentes nesses
genes resultam em diferencas significativas na atividade enzimatica. Porém, ainda ndo existe
uma correlacdo evidente entre o significado funcional dessas variaces tanto no metabolismo
do etanol quanto no reparo em etilistas. No presente estudo, a variabilidade de regides
especificas dos genes CYP2E1, CYP1A1 e OGGL1 foram analisadas em amostras de etilistas de
um Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS) do municipio de Goiania, do Estado de Goiés e 0s
resultados foram comparados com os dados obtidos pelo projeto 1000Genomas. Foi realizado
um estudo de associagdo entre pontos de variacdo desses genes e 0 dano ao DNA em etilistas,
para isso foram realizadas reacdes de sequenciamento e 0 ensaio cometa, respectivamente. Nao
houve relacdo entre os dados dos pontos de variacdo encontrados com o dano ao DNA.
Entretanto, na analise do dano ao DNA entre os grupos caso e controle foi observado maior
dano nos etilistas em relacdo ao grupo controle. As frequéncias genotipicas aderiram ao
esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os pontos de variagdo nas amostras
brasileiras. Com base nos pontos de variacdo do gene CYP2E1L, 15 hapl6tipos foram inferidos.
Desses, apenas 4 haplotipos foram frequentes em todas as populagdes. Enquanto que com base
nos dois pontos de variagdo dos genes CYP1A1 e OGG1, foram inferidos 3 haplotipos para cada

gene, todos presentes na populacéo brasileira de estudo.

Palavras-chave: etanol; metabolismo; reparo; pontos de variagdo, ensaio cometa.



ABSTRACT

Ethanol is considered the most consumed drug in the world, is part of several cultures. However,
chronic ethanol consumption has become a social and public health problem, since it has serious
health consequences and is a risk factor for several diseases and mortality. The CYP2EL gene
encodes an enzyme that is the main constituent of the microsomal oxidation system of ethanol.
The CYP1A1l gene encodes an enzyme that, like CYP2EL, acts on the oxidative
biotransformation of phase | substrates of the metabolism of xenobiotics such as ethanol. In
addition, genes related to DNA repair such as OGG1 are also of great importance as they are
involved in protecting the genome by helping to maintain the cellular functions of organisms.
Problems in the repair process can interfere with aging and promote disease development.
Genetic variations in these genes result in significant differences in enzyme activity. However,
there is still no clear correlation between the functional significance of these variations in both
ethanol metabolism and ethylene repair. In the present study, the variability of specific regions
of the CYP2E1, CYP1Al and OGGL1 genes were analyzed in samples of alcoholics from a
Psychosocial Care Center (CAPS) of the State of Goias, in the city of Goiania, and the results
were compared with the data obtained by the 1000Genomas project. A study of the association
between the polymorphism of these genes and the damage to the DNA in ethanol was carried
out. Sequencing reactions and the comet assay were performed. There was no relation between
the data of the polymorphism found with DNA damage. However, in the analysis of the DNA
damage between the case and control groups, greater damage was observed in the alcoholics in
relation to the control group. The genotypic frequencies adhered to that expected by the Hardy-
Weinberg Equilibrium for all the polymorphism in the Brazilian samples. Based on the
polymorphism of the CYP2EL gene, 15 haplotypes were inferred. Of these, only 4 haplotypes
were common in all populations. While based on the two polymorphism of the CYP1A1 and
OGG1 genes, 3 haplotypes were inferred for each gene, all present in the Brazilian study

population.

Palavras-chave: ethanol; metabolism; repair; polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O etanol é um xenobidtico psicoativo com propriedades que podem levar a dependéncia.
E comumente consumido por diversas culturas. No Brasil o consumo do etanol iniciou-se com
a instalacdo dos primeiros engenhos para producdo de agucar através da cana, obtendo-se a
aguardente. Com o decorrer dos anos a cachaca tornou-se popular, e dessa forma, o consumo
de alcool aumentou na populacgéo brasileira (Pinheiro et al., 2011). O consumo crénico do etanol
tem se tornado cada vez mais comum, e provocando assim, o etilismo, uma doenga multifatorial
na qual ha interacdo de fatores genéticos e ambientais (Kohnke, 2008), esta relacionada a
diversos problemas sociais e de salde, e imp&e um alto custo a sociedade (Rehm et al., 2009;
Organizacdo Mundial de Saude, 2015).

O consumo crénico de bebidas alcodlicas tornou-se um sério problema de saude publica,
é um fator de risco de grande impacto sobre a morbidade, mortalidade e incapacidades, atinge
pessoas cada vez mais jovens, de todas as classes sociais e aumenta progressivamente. Morrem
no Brasil e no Mundo em torno de 3,3 milhdes (5,9%) de pessoas por ano vitimas do consumo
abusivo de etanol. Doengas como cancer, cirrose, pancreatite aguda e cronica, doengas
cardiovasculares, neuroldgicas, disfuncdes fisioldgicas, diabetes mellitus, desordens mentais e
comportamentais, incluindo acidentes de transito, violéncias e suicidios, sdo frequentemente
associados ao consumo dessa substancia (Dey & Cederbaum, 2006; Apte et al., 2009; WHO,
2014; Garcia & Freitas, 2015). A fisiopatologia do etilismo envolve varios processos
bioquimicos, em que os sistemas de neurotransmissores e enzimas metabolizadoras podem ser
afetados (Zakhari, 2006; Clapp et al., 2008). O etanol interfere na sintese e na atividade de
neurotransmissores e seus receptores, como o glutamato, GABA e dopamina (Clapp et al.,
2008; Kohnke, 2008; Moussas et al., 2009).

Em 1951 a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) definiu o etilismo como problema
médico e em 1956 foi admitido pela Associacdo Psiquiatrica Americana (APA, 1994) como
uma doenca psiquiatrica. Atualmente a OMS o define como uma doenca caracterizada pela
perda de controle sobre a bebida em que o individuo consome o etanol de forma crénica (OMS,
2014). A dependéncia em relagéo ao etanol ¢ acompanhada de uma série de perturbacdes fisicas,
mentais e comportamentais (Mckay, 2011).

Os mecanismos pelos quais o consumo de etanol pode aumentar o risco de
desenvolvimento de cancer estdo associados a carcinogenicidade do acetaldeido, um metabdlito

que forma adutos de proteinas, inativa enzimas e resulta em prejuizos ao sistema de reparo do
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DNA. O etanol pode agir como solvente e facilitar a penetracdo de carcindgenos nos tecidos.
Além disso, pode aumentar o nimero de danos ao material genético, a peroxidacdo de lipidios
e consequentemente levar a producao de radicais livres (Dobrossy, 2005; Choi, 2008). Quanto
aos danos ao material genético, 0 ensaio cometa € um ensaio mutagénico de avaliacdo
genotdxica utilizado como um marcador de exposicéo, a partir desse teste é possivel medir as
quebras simples, dano ao DNA dentro de células individuais (Lynch et al., 2011).

Vérias enzimas metabolicas estdo envolvidas na ativacdo e detoxificacdo de compostos
carcinogénicos ou pro-carcinogénicos, como as enzimas de Fase | (alcool desidrogenase e
citocromo P450) e de Fase Il (glutationas S-transferases e N-acetil-transferases). Porém, essas
enzimas séo polimérficas na populagdo, e essa variagdo entre os individuos na metabolizacdo
dos carcindgenos e pré-carcindgenos tem sido relacionada com a suscetibilidade de cada
individuo a doencas como cancer (Gattas et al., 2006; Boccia et al., 2008).

MutagOes que ocorrem nos genes que codificam as enzimas de biotransformagéo podem
levar a capacidade alterada do organismo em metabolizar xenobidticos (De Abreu Gaspar et
al., 2003). Ha influéncia genética em relacéo a dependéncia alcodlica e isso aumenta o interesse
por estudos moleculares em individuos que fazem uso crénico ou que tém dependéncia ao
etanol (Messas & Vallada Filho, 2004).

Os Citocromos P450 (CYP450) sdo heme-proteinas envolvidas nas biotransformacdes
de varios compostos de origem enddgena e exdgena como xenobioticos. Biologicamente estas
enzimas modificam, de forma quimica, moléculas exdgenas lipofilicas, tornando-as mais
soltveis e de facil excrecdo pelo organismo. Porém, muitas moléculas, ap6s sofrerem
biotransformagdo, tornam-se reativas e causam danos teciduais. Além disso, alguns
xenobioticos tém a capacidade de induzir ou inibir a producdo de certos citocromos P450
(Marcon et al., 2003). As enzimas codificadas pelos genes CYP2E1 e CYP1A1 da superfamilia
do CYP450, atuam na biotransformacao oxidativa de substratos de fase | do metabolismo de
xenobioticos e sdo importantes na ativacao de prd-carcindgenos. Variagdes genéticas nos genes
que codificam essas enzimas determinam diferencas interpopulacionais na prevaléncia do
etilismo (Vieira, 2012).

O gene CYP2EL participa de uma das vias envolvidas no metabolismo oxidativo do
etanol e atinge niveis maximos de expressdo ap0s o consumo crénico de etanol, principalmente
em tecidos mais vulneraveis aos danos causados por essa substancia. A presenca de regides
polimorficas neste gene e a influéncia que a enzima exerce no metabolismo do etanol tem
estimulado estudos com o objetivo de descobrir o eventual papel de pontos de variagdo do gene
CYP2EL1 na etiologia do etilismo (Marques, 2010).
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A enzima codificada pelo gene CYP1AL tem atividade oxidativa. Catalisa a oxidagao de
PAHSs (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) em produtos fendlicos e epdxicos. Quando
ocorre a ligagdo de um composto indutor ao receptor de aril-hidrocarbono (Ah) CYP1ALl é
induzido e ativa a transcricao de varios genes que participam da metabolizacdo de xenobidticos.
A enzima CYP1AL ¢ associada com a ativacdo de pro-carcindgenos principalmente em casos
de canceres de boca. Existem pontos de variagcdo nesse gene que estdo relacionados ao aumento
da producéo dessa enzima, isso resulta em produtos altamente reativos que estao relacionados
a doencas como cancer (Indulski & Lutz, 2000).

O consumo concomitante de etanol e fumo constitui o principal fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de cabeca e pescoco. Por um lado, muitos individuos estdo expostos
a estes fatores de risco, por outro, somente alguns desenvolvem cancer, portanto existem
diferencas genéticas individuais que influenciam a carcinogénese (Boccia et al., 2008). Existem
variantes de CYP1A1 sendo necesséria a verificagdo dos hapl6tipos e do possivel impacto de
cada um deles como moduladores da susceptibilidade a doengas.

Além de genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos como CYP2EL e CYP1A1,
genes relacionados ao reparo de DNA também sdo de grande importancia, pois estdo envolvidos
na protecdo do genoma auxiliando na manutencdo das fungdes celulares dos organismos (De
Ruyck et al., 2007). Problemas no processo de reparo podem interferir no envelhecimento e
promover o desenvolvimento de doencas. O organismo humano possui por volta de 150 genes
responsaveis pelo reparo do DNA e 4 principais vias de regulacdo (Pramanik et al., 2011).

As principais vias de reparo sdo: o reparo por excisao de nucleotideos (NER), que atua
em lesbes que geram distor¢do na hélice; reparo por excisdo de bases (BER), repara danos a
bases especificas em um Unico nucleotideo e também em quebras na fita simples da cadeia de
DNA (SSB, do inglés, single-strand break); reparo de mau emparelhamento (MMR), corrige
mal emparelhamento em bases normais tentando manter o emparelhamento padrdo proposto
por Watson e Crick. E reparo de quebra de dupla fita (DSBR), que s@o reparados por dois
mecanismos distintos: por juncdo de fitas ndo homologas (NHEJ) e através de recombinacédo
homologa (HR). NHEJ repara diretamente pontas quebradas, enquanto que HR usa a
cromatide irmd intacta como sequéncia base para reparar a que foi lesionada (Jeppesen et al.,
2011).

Pontos de variagdo em genes de reparo, como 0 OGG1 (8-Oxoguanina), podem
representar fatores de suscetibilidade que promovem a redugdo na capacidade de reparo do
DNA, danificam sua integridade, e assim aumentam o0s riscos de desenvolvimento de

determinados canceres (Zijno et al., 2006; Decordier et al., 2010). Ainda, podem modificar a
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funcdo desses genes e alterar a atividade de reparo do DNA, dai a importancia em estudar o
gene OGGL e relaciona-lo a individuos com histérico de consumo crénico de etanol.

Ponto de variacdo € denominado como a variacao que é encontrada com frequéncia igual
ou superior a 1% em uma populacdo (Klug et al., 2011). Os cromossomos homdlogos sédo
similares dentro das espécies, mas em alguns loci pode haver essa variabilidade na sequéncia
de DNA (Balasubramanian et al., 2004). Os SNPs (Pontos de Variacdo de Base Unica)
representam em torno de 90% de todas as variagdes no genoma humano. Por serem comuns
podem ser utilizados como marcadores genéticos, ser aplicados na identificacdo de genes que
estdo associados a doencgas, auxiliar na compreensdo das diferencas na evolugdo clinica e
resposta terapéutica entre diferentes pacientes atingidos pela mesma doenca e que tem 0 mesmo
tratamento. Além disso, pontos de variacdes genéticas permitem a avaliacdo da diversidade
genética em uma populacdo (Tardin et al., 2009; Pramanik et al., 2011).

Pontos de variagdo em genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do
etanol e em genes de reparo do DNA, bem como a interacdo entre eles, podem ser fatores
genéticos que alteram a saude do etilista e pode se tornar um fator favoravel ou ndo ao
desenvolvimento de doencas como, por exemplo, cancer (Gattas et al., 2006; Zakhari, 2006;
Datta et al., 2007; Curioni, 2008; Cabral et al., 2010).

Assim, o estudo de pontos de variacdo nos genes CYP2E1, CYP1A1 e OGG1 possibilita
avangos no conhecimento da genética molecular, podendo incorpord-los como novos
biomarcadores, auxiliando no diagnéstico e no tratamento de doencas, aumentando oS
beneficios e minimizando os riscos individuais (Moncores et al., 2008). Estudos sobre a relacdo
entre 0 consumo crénico de etanol, a génese e os efeitos do etilismo ainda séo insuficientes,

sendo um campo que necessita de investigacdo (Mangueira, 2015).

1.1 METABOLISMO DO ETANOL

O 4alcool etilico ou etanol, férmula quimica CoHsOH, possui densidade de 0,789g/ml a
20°C, é uma molécula pequena de peso molecular de 46,07, € um composto organico derivado
de um grupo hidroxila (Garcia, 2009; Takamori, 2012; Vieira, 2012).

Por volta de 80% do etanol ingerido é absorvido de forma rapida pelo trato
gastrointestinal, ndo existem enzimas digestivas para o etanol, portanto, ndo sofre processos de
digestdo (Cederbaum, 2012; Ramchandani, 2013). Essa absorcdo depende de fatores como
volume e concentragdo do etanol, ingestdo de alimentos, taxa de esvaziamento gastrico,
perfusdo sanguinea no estdmago e duodeno, temperatura corporal e ciclo menstrual (Seitz &

Mueller, 2010). Em torno de 2-10% do etanol ingerido é absorvido e excretado de forma
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inalterada através dos pulmdes, pele e rins. A maior parte € absorvida no figado através da veia
porta, onde é oxidado em acetaldeido, a partir deste em acetato e posteriormente convertido a
acetil-Coenzima A (Mello et al., 2001; Zakhari, 2006; Seitz & Mueller, 2010; Vieira, 2012).

O metabolismo do etanol ocorre nos hepatdcitos através de trés sistemas enzimaticos
distintos: via desidrogenase alcodlica, sistema microssomal de oxidagdo (MEOS) e catalase,
acontecem no citosol, reticulo endoplasmaético e peroxissomos, respectivamente (Setshedi et al,
2010; Vatsis, 2014) (Figura 1).

O etanol que se biotransforma no organismo passa por um processo oxidativo que ocorre
em duas fases, a primeira ocorre ainda no citoplasma da célula, onde a enzima alcool
desidrogenase (ADH) converte o etanol em acetaldeido, uma substancia toxica ao organismo
humano e altamente reativa que pode contribuir para uma lesdo tecidual (Zakhari, 2006;
Cederbaum, 2012); e a segunda fase, em que a enzima aldeido desidrogenase (ALDH),
localizada principalmente na mitocondria hepética, converte o acetaldeido em acetato, que é
convertido em diéxido de carbono e &gua liberando energia (Tseng, 2007; Seitz & Mueller,
2010; Taniguchi, 2011).

Figura 1. Representacdo esquematica das vias oxidativas do metabolismo do etanol
(Adaptado de Zakahari, 2006).
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acetaldeido ocorre em individuos com ingestdo moderada e ocasional. Nessa reacdo um préton
de hidrogénio (H+) é removido da molécula do etanol e transferido para uma outra molécula,
cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), que é reduzida a NADH (nicotinamida

adenina dinucleotideo reduzida). Essa reagdo fornece um alto valor energético proveniente da
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NADH, que também participa de outras reacdes metabdlicas passando o H+ para outros
compostos (Koop, 2006; Garcia, 2009; Vieira, 2012).

Nos individuos em que a ingestdo de etanol é elevada e crénica o sistema microssomal
de oxidacao do etanol (MEOS) tem grande importancia na metabolizacdo desse composto. O
principal componente do MEQOS é a enzima Citocromo P450 isoforma 2E1, esta converte o
etanol em acetaldeido e gera alto gasto de energia (ATP) (Vieira, 2012; Ramchandani, 2013).
Nesta reacdo ha liberacdo de um oxigénio e uma molécula reduzida, a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) que resulta em calor e na formacéo de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP) e 4gua (Koop, 2006; Vogel, 2007; Leung & Nieto, 2013;
Cederbaum, 2015).

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo gerados durante essas reacdes
metabolicas e contribuem para o estresse oxidativo. As ROS podem interagir com lipidios,
proteinas e DNA em um processo chamado de peroxidagdo, que pode ter consequéncias nocivas
como a inativagdo de proteinas e danos ao DNA levando a morte celular (Koop, 2006; Vogel,
2007; Plemenitas, 2015).

Por volta de 2% de todo o etanol ingerido pode ser metabolizado através da enzima
catalase e ocorre via peroxissomos (Cederbaum, 2012; Vieira, 2012; Waszkiewicz, 2012).
Nesse sistema a oxidagéo do etanol ocorre com o consumo de peroxido de hidrogénio (H202),
posteriormente transformado em &gua, ndo ha formagdo de ATP (WEBB et al., 2011;
Ramchandani, 2013). Na fase final do metabolismo do etanol o acetato é convertido em acetil
coenzima A (acetil CoA) com o desdobramento de ATP para AMP (adenosina monofosfato).
A acetil CoA podera entrar no ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs) transformando-se em
dioxido de carbono e agua (Zakhari, 2006; Cederbaum, 2012; Vieira, 2012).

O etanol é um composto que pode causar deficiéncias nutricionais devido a falhas na
absorcéo intestinal e alteracGes em vias metabdlicas, além disso, o acetaldeido € um possivel
promotor tumoral (Zheng et al., 2007; Silva et al., 2012).

Enzimas componentes do Citocromo P450 (CYP450) atuam na metabolizagdo do
etanol. O CYP450 é uma superfamilia de enzimas, classificadas como heme-proteinas, que
possui atividade catalitica muito diversificada, essas enzimas estdo envolvidas nas
biotransformac6es de varios compostos de origem endogena e exdgena bem como nas vias
metabdlicas do etanol (Cederbaum, 2008; Bozina et al., 2009; Cederbaum, 2015). E
denominado CYP450 devido ao fato de estas enzimas se ligarem as membranas da célula (cyto)

e por possuirem um grupamento tiol-heme, responsével pela absor¢édo de luz a comprimentos
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de onda proximos aos 450nm quando estdo na presenga de monoxido de carbono (Drummond,
2005; Marques, 2010; Cederbaum, 2015).

As enzimas CYP450 encontram-se ligadas a bicamada lipidica do reticulo
endoplasmatico das células de varios 6rgaos como intestino, pulmdes, cérebro e principalmente
figado. Participam do metabolismo de &cidos graxos, drogas, esterdides, carcindgenos e
xenobioticos, possibilitando a excrecdo destes compostos pela insercdo de um atomo de
oxigénio (Cartmell et al., 2005; Drummond, 2005; Bibi, 2008; Cederbaum, 2008).

A reacdo ocorre quando o substrato se liga ao ferro heme da enzima, levando a uma
alteracdo na conformacao da enzima, que consequentemente leva a um aumento no potencial
de reducdo, permitindo assim que esta seja reduzida pelo recebimento inicial de um elétron em
sua molécula. Esse elétron promove a reducdo do ion férrico do grupo heme para ion ferroso,
assim ocorre a fixacdo do oxigénio molecular, facilitando a transferéncia de um segundo
elétron. O recebimento desse segundo elétron leva a ativacdo do oxigénio molecular, este se
cliva, permitindo que um atomo de oxigénio seja inserido ao substrato, e o outro se combine
com protons e dois elétrons para formar agua. Os dois elétrons requeridos pela enzima para a
reacdo de monoxigenacdo sdo doados pela coenzima Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
Fosfato em seu estado reduzido (NADPH) (Devlin, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Ciclo Funcional do Citocromo P450.
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As diversas CYP450 possuem uma nomenclatura baseada na homologia da sequéncia
de aminoé&cidos. Os genes e as enzimas recebem a designacdo de CYP (citocromo P450),

seguida da atribuicdo sequencial de um namero arabe, letra e nUmero arabe, correspondendo a
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familia, subfamilia e gene especifico dentro da subfamilia respectivamente (Drummond, 2005;
Cederbaum, 2008; Marques, 2010).

Em humanos sdo identificadas 18 familias génicas, 44 subfamilias, 58 pseudogenes, e
57 genes funcionais do CYP450. Os membros das subfamilias CYP1, CYP2 e CYP3 sao
descritos como sendo os mais envolvidos com o metabolismo de xenobidticos e participam da
fase I (Hines, 2008; Bozina et al., 2009; Zanger & Schwab, 2013). Os genes CYP1Al e CYP2E1
tém grande importancia quando se trata do processo de carcinogénese humana. A mudanca na
expressao ou na funcdo da enzima codificada pode resultar na ativacdo de pro-carcin6genos
(Bozina et al., 2009).

O gene CYP2EL1 tem grande relevancia no processo de metabolizacdo de xenobioticos
como o etanol, e o fato de haver variabilidade nos niveis de producdo da enzima a torna uma
fonte de diferenca na suscetibilidade a acdo dos xenobidticos. O gene CYP1Al possui as
variantes CYP1A1ml e CYP1A1m2, que estdo associadas a tumores como o0s de cancer de boca,
cabeca e pescoco, também em individuos que consomem etanol de forma crénica (Reis, 2010).

O consumo de etanol é um dos fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de
boca. Quando ha consumo com concentracdes elevadas ocorre aumento da permeabilidade da
mucosa bucal, promovendo a penetracao de possiveis carcindgenos, além de promover aumento
da proliferacdo epitelial e a modificacdo do processo de maturacdo das células (Llewellyn et
al., 2004).

O consumo cronico do etanol pode reduzir a capacidade de reparo de DNA, pois a
metabolizacdo do etanol aumenta a producdo de radicais livres, diminui mecanismos
antioxidantes levando ao estresse oxidativo. O gene OGGL1 codifica a enzima de reparo 8-
oxoguanina DNA glicosilase, que desempenha papel importante na via de Reparo por Excisdo
de Bases (BER) (Vidal et al., 2001), remove lesGes ao DNA como bases reduzidas ou oxidadas
e quebras de fitas simples.

Pontos de variacdo em genes que codificam as enzimas responsaveis pelo metabolismo
do etanol podem causar diferencas entre individuos em relagdo ao acimulo de metabolitos
toxicos como o acetaldeido. Assim como pontos de variagdo nos genes de reparo ao DNA sdo
de grande importancia, por ter a possibilidade de alterar a atuacdo da enzima de reparo e assim
afetar a integridade do DNA, e desta forma aumentar o risco do organismo desenvolver doencas
(Zijno et al., 2006).

Existe grande variabilidade genética nos genes que codificam essas enzimas, dessa
forma se faz necessario estudos desses genes como possiveis fatores de risco para o etilismo e

para o desenvolvimento de doencas (Zintzaras et al., 2006; Edenberg, 2007).
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1.2 CITOCROMO P4502E1 (CYP2E1)

O gene que codifica o Citocromo P4502E1 (CYP2EL) esta localizado em 10g24.3. De
acordo com a sequéncia genémica NG_008383.1 (numero de acesso do NCBI), CYP2E1l
apresenta 9 éxons, 8 introns, codifica uma proteina de 493 aminoacidos e de aproximadamente
57 KDa (Drummond, 2005; Liao et al., 2011; Takamori, 2012). A enzima CYP2E1 esta
envolvida na oxidagdo de uma série de componentes organicos de baixo peso molecular,
incluindo benzeno, N-nitrosamina e etanol (Vogel, 2007; Zeng et al., 2013).

CYP2E1 é uma enzima microssomal, principal constituinte do MEQS, induzida pelo
etanol e responsavel pela sua oxidacdo, € expressa em altos niveis no tecido hepatico de
individuos etilistas (Kato et al., 2003). A enzima atinge niveis maximos de expressao no figado,
principalmente nas regides mais vulneraveis aos danos causados pelo etanol. Representa 7% do
conteddo total de CYP450 no figado quando o consumo de etanol é elevado, é expressa em
menores quantidades em outros locais, como o trato gastrointestinal e o cérebro (Cartmell et
al., 2005; Marques, 2010; Takamori, 2012). Quando o etanol esta presente no organismo em
concentragfes muito elevadas, exerce um forte efeito indutor na atividade catalitica da CYP2E1
(Cartmell et al., 2005; Drummond, 2005).

O etanol promove um efeito indutor na atividade da enzima, o que pode levar a um
aumento da transcricdo e da estabilidade dessa enzima através de mecanismos transcricionais,
pos-transcricionais e pos-traducionais. Por um lado, desempenha func¢Bes importantes ao nivel
do metabolismo, como na gliconeogénese, e na destoxificacdo de uma grande variedade de
xenobidticos como o etanol, por outro, a atividade da CYP2E1 promove a ativacdo de
carcinogénicos, radicais livres e outros compostos tdxicos (Albano, 2006; Vogel, 2007
Marques, 2010).

Outros compostos enddgenos ou exdgenos, além do etanol, podem induzir a atividade
de CYP2EL. Fatores como o estado nutricional e metabdlico do organismo, obesidade ou
diabetes também influenciam nos complexos mecanismos de regulacdo da atividade desta
enzima (Cederbaum, 2012; Celorrio et al. 2012; Zanger & Schwab, 2013).

Foram descritos 7 alelos e 14 variantes alélicas para o gene CYP2EL essas variantes
alélicas, presentes na Tabela 1, podem apresentar diferentes niveis de expressdo da enzima,

podendo influenciar a suscetibilidade individual a carcindgenos (Zanger & Schwab, 2013).
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Tabela 1. Nomenclatura dos alelos do gene CYP2E1.

ALELO ALTERACAO NUCLEOTIDICA
CYP2E1 * 1A -1295G>C
CYP2E1* 1B 9896C>G
CYP2E1 *1C 6 repeticoes

CYP2E1 * 1Cx2

CYP2E1* 1D 8 repetigdes
CYP2E1*2 1132G>A
CYP2E1*3 10023G>A
CYP2E1* 4 4768G>A
CYP2E1 * 5A -1055C>T; 7632T>A
CYP2E1 * 5B -1295G>C; -1055C>T
CYP2E1*6 7632T>A
CYP2EL1*7A -333T>A
CYP2E1* 7B -71G>T; -333T> A
CYP2EL*7C -333T>A,; -352A>G

Fonte: Banco de dados de nomenclatura dos alelos do Citocromo P450 (CYP) humano, 2014.

Neste estudo analisamos parte da regido promotora do gene CYP2EL, que possui pontos
de variacdo importantes, alguns parecem afetar a expressdo da proteina, podem impedir a
ligacdo do fator de transcricdo Fator Hepatocitico Nuclear (HNF-1) e afetar a transcricdo do
gene (Drummond, 2005).

Nas posicoes -1055 a transicdo C/T, e -1295 a transversdo G/C sdo pontos de variagdo
localizados no sitio de ligacdo do fator de transcricdo HNF-1 e podem estar relacionados com
a expressdo génica do CYP2EL (Carvalho, 2012). Os dois pontos de variagdo estdo associados
com atividade de transcricdo quase dez vezes maior, levando a um aumento da atividade
catalitica da enzima quando comparados com individuos que ndo possuem essas alteracdes.
Esses pontos de variagéo, -1295 e -1055, estdo presentes na regido 5°, possuem alta prevaléncia
e estdo em desequilibrio de ligacdo em algumas popula¢bes (Drummond, 2005; Bozina et al.,
2009; Deka et al., 2010; Garcia-Banuelos et al., 2012; Ramchandani, 2013). Além disso, podem
estar associados ao aumento da producdo de acetaldeido enddgeno em etilistas (Takamori,
2012).

O alelo selvagem, posicdo -1295, equivale a CYP2E1*1A e o alelo mutante, com
substituicdo G/C, corresponde a CYP2E1*1B. O alelo selvagem, posicéo -1055 corresponde a
CYP2E1*5A e o alelo mutado, substituicdo C/T, corresponde a CYP2E1*5B (Marichalar-
Mendia et al., 2010; Ramchandani, 2013; Zanger & Schwab, 2013).

Existem diferengas nos resultados que foram obtidos em estudos que associam pontos

de variacdo nesse gene e o etilismo. Fatores como diferencgas étnicas entre as populagdes,
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interacdo com outros genes e combinagOes de pontos de variagdo podem contribuir para esta
diversidade de resultados. Por exemplo, diferentes grupos étnicos possuem diferencas nas
frequéncias da distribuicdo das variantes alélicas do gene CYP2E1 (Khan et al., 2009; Tang et
al., 2010). Alguns alelos sdo mais frequentes em Asiaticos do que em Europeus. O alelo
CYP2E1*5B tem sido descrito com uma prevaléncia maior em populagdes asiaticas (cerca de
40% sao homozigotos ou heterozigotos) em comparagdo com populagGes caucasianas (inferior
a 8%) (Ramchandani, 2013) e em afro-americanos tem prevaléncia de 0,3% a 7% (Gemma et
al., 2006; Deka et al., 2010).

Estudos sobre as variantes do gene CYP2E1 estdo sendo realizados para melhor
interpretacdo do mecanismo biol6gico de acdo das mutacGes, para assim compreender 0s
mecanismos de regulacao da transcricdo e pos-traducdo do gene e seu papel na metabolizacdo
do etanol (Cederbaum, 2008; Marques, 2010; Ramchandani, 2013).

1.3 CITOCROMO P4501A1 (CYP1A1)
O gene que codifica o Citocromo P4501A1 (CYP1A1) esta localizado no brago longo

do cromossomo 15 na regido 150922-24. De acordo com a sequéncia genémica NG_008431.2
(numero de acesso do NCBI), possui 7 éxons e 6 introns e um total de 5810 pb (Unsal et al.,
2009). Do ponto de vista evolutivo o gene é bem conservado. E expresso principalmente em
tecidos extra-hepaticos, tecidos epiteliais (Wen et al., 2011).

A transcricdo de CYP1ALl é induzida por agentes ambientais e tem expressdo diferente
em cada tipo de célula. E importante no metabolismo carcinogénico, catalisa a oxidagio de
potentes carcindgenos presentes no tabaco como Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPAS) e o benzopireno, como de outros xenobidticos como teofilina, cafeina e substancias
enddgenas como estradiol e estrona (Bozina et al., 2009; Reis, 2010).

A expressdo do CYP1A1 é induzida por varios xenobidticos que sdo bioativados, e
podem ser transformados em carcindgenos, e estes se ligam a molécula de DNA formando
adutos (Danesi et al., 2008; Shah et al., 2008).

Pontos de varia¢do no gene CYP1A1 afetam a regulacdo e a estrutura do gene. De acordo
com o Banco de Dados de nomenclatura dos alelos do Citocromo P450 (CYP) humano
(http://www.cypalleles.ki.se/cyplal.htm), foram descritos 13 alelos e 15 variantes alélicas para
0 gene CYP1ALl (Tabela 2).

Tabela 2. Nomenclatura dos alelos do gene CYP1AL.
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ALELO ALTERACAO NUCLEOTIDICA
CYP1A1 *1 Nenhuma
CYP1A1 * 2A 3798T>C
CYP1A1 * 2B 2454A>G; 3798T>C
CYP1Al1 *2C 2454 A>G
CYP1A1*3 3204T>C
CYP1A1*4 2452C>A
CYP1A1*5 2460C>A
CYP1A1*6 1635G>T
CYP1A1*7 2345 2346insT
CYP1A1 *8 2413T>A
CYP1A1*9 2460C>T
CYP1A1*10 2499C>T
CYP1A1 * 11 2545C>G
CYP1A1 * 12 184G>C
CYP1Al1 * 13 134G>A

Fonte: Banco de dados de nomenclatura dos alelos do Citocromo P450 (CYP) humano, 2014.

Embora alguns alelos como CYP1A1*2B, *2C, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *11, tenham
demonstrado mudancas de aminoacidos em regides polimorficas, ndo estd claro se estas
provocam alteracGes nas reacdes de oxidacao de xenobidticos (Bozina et al., 2009). Em virtude
da regulacdo polimérfica, o gene CYP1Al se mostrou um promissor biomarcador para a
suscetibilidade a doengas, como o cancer de pulméo (Masson et al., 2005; Bufalo et al., 2006).

As variantes CYP1A1ml e CYP1A1m2 tém sido associadas a diferentes tumores,
incluindo os canceres de cabeca e pescoco, e boca (Reis, 2010). E os alelos CYP1A1*2A, *2B,
*3 e *4 foram analisados quanto a uma possivel associacdo com a susceptibilidade ao cancer
(Smart & Daly, 2000; Chevalier et al., 2001; Saito et al., 2003; Amorin et al., 2004).

O consumo de etanol constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento de
cancer de cabeca e pescoco (Boffetta & Hashibe, 2006). Embora muitos individuos estejam
expostos a esse fator de risco, somente uma parcela desenvolve cancer, isso sugere que
diferencas genéticas individuais influenciam a carcinogénese (Boccia et al., 2008).

O consumo de etanol é um dos fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
boca, mas 0s mecanismos envolvidos no dano gerado pelo &lcool sdo parcialmente
compreendidos. Determinadas concentra¢des de alcool causam aumento da permeabilidade da
mucosa bucal, potencializando a penetracdo de carcinogenos. Além disso, € responsavel por
um aumento na proliferacdo epitelial, bem como pela modificagdo do seu processo de
maturagdo. Outras alteracdes, como reducgdo da capacidade de reparo do DNA, disturbios do
sistema imune e do estado nutricional podem contribuir na sua relagdo com o desenvolvimento

do céncer bucal (Carrard et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1048943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=4646903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1048943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1799814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=41279188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72547510
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=72547509
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Fatores genéticos exercem importante influéncia no processo de lesdes bucais benignas
para carcinomas de cavidade bucal (Lichtenstein et al., 2000). Visto que a superfamilia CYP450
abrange um conjunto de isoformas envolvidas na biotransformacao de xenobioticos ativados
por reacdes de Fase | (Ogden et al., 2005), pontos de variacdo no gene CYP1A1 demonstraram
diferencas na capacidade de metabolizag8o de xenobidticos entre os individuos, e esses pontos
de variacdo foram associados ao aumento do risco de cancer oral (Leichsenring, 2005;
Guembarovski, 2007).

O gene CYP1A1 também esta envolvido na ativacéo de varios pro-carcin0genos, como
os hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (PAH), os quais estdo presentes na fumaca do
cigarro e em certos alimentos. Variantes alélicas desse gene sdo associadas com aumento ou
diminuicdo da atividade da enzima (http://www.cypalleles.ki.se/cyplal.htm) (Kawaijiri et al.,
1990; Shah et al., 2008).

O ponto de variagdo na regido flanqueadora 3’, na posi¢ao 3798, rs4646903, transi¢ao
de T/C, abaixo do sitio de poliadenilagdo de CYP1A1, gera um sitio de restricdo para a enzima
Mspl, ponto de variacdo m1, também conhecida como variante alélica CYP1A1*2A (Smith et
al., 2001), confere aumento da atividade catalitica do gene, (Garte et al., 2001), é associado com
maior suscetibilidade a neoplasias de pulmdo, mama, préstata e de cabeca e pescogo (Gattas,
2006), foi associado a cirrose hepéatica em individuos etilistas (Burim et al., 2004).

No CYP1A1 os pontos de variacdo rs4646903, substituicdo de timina por citosina (T/C,
variante CYP1A1*2C) presente na cauda poli (A) da regido 3’ ndo traduzida do gene, e
rs1048943, transicdo de adenina para guanina (A/G), que leva a substituicao de isoleucina por
valina, estdo relacionados a uma maior transcricdo do gene. Dessa forma, esses pontos de
variagdo estdo relacionados a um aumento da atividade da enzima sendo entdo considerados
indicadores de suscetibilidade ao desenvolvimento de cancer (Ulusoy et al., 2007; Kristiansen
etal., 2011).

A variante CYP1A1*2C estd em desequilibrio de ligacdo com CYP1Al1*2A e a
combinagédo dessas variantes € CYP1A1*2B ou CYP1A1 m1m2 (San Jose et al., 2010).

A enzima CYP1A1l se encontra em niveis aumentados na mucosa oral de fumantes
(Gumus et al., 2008). Pontos de variacdo do gene CYP1A1l foram associados com maior risco
de desenvolver cancer (Gattas et al., 2006; Leichsenring et al., 2006). CYP1A1 m1m2 associada
ao uso do tabaco desempenha papel significativo no cancer oral e de faringe (Varela-Lema et
al., 2008).
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As variantes CYP1A1*3 (T/C, m3) e CYP1A1*4 (C/A, m4) demonstraram aumento da
atividade enzimatica (Kato et al., 2009; San Jose et al., 2010). O aumento da atividade da
enzima CYP1ALl promove aumento do estresse oxidativo nas células (Sharma et al., 2010).

Pontos de variacdo no gene CYP1AL foram associados ao desenvolvimento de diversos
tipos de cancer, como o de pulmao (Zhan et al., 2011), prostata (Li et al., 2012), leucemia aguda
e cancer cervical (Zhou et al., 2012). Assim como em doencas inflamatérias crénicas (Horiuchi
et al., 2009; Kiyohara et al., 2012).

O ponto de variagdo na regido 3’ (T6235) do gene CYP1A1 esta envolvido com o risco
de desenvolver canceres, pois promove a producdo da enzima de forma mais reativa o que leva
a uma atividade oxidativa elevada e resulta em maior producdo de metabdlitos reativos
associados ao dano ao DNA (Smith et al., 2001). Esse ponto de variacao foi relacionado com
cancer de mama (Shen et al., 2006), colon (Pande et al., 2008), eséfago (Zhuo et al., 2009) e de
pulmé&o (Zhan et al., 2010).

Existem evidéncias de que hormdnios como glicocorticéides, estrégeno, progesterona,
androgenos, insulina e glucagon, receptores hormonais e até outros fatores como vitamina D e
retindides interferem na modulacdo da expressdo de CYP1A1 (Monostory et al., 2009). Além
de evidéncias de que haja um efeito modulador do género do individuo sobre a atividade do
CYP1A1, porém, mais estudos sdo necessarios para que isso seja comprovado (Scandlyn, Stuart
& Rosengren, 2008).

Deficiéncias na acdo das enzimas conferem risco aumentado para o desenvolvimento de
tumores, dessa forma ha maior suscetibilidade para aqueles individuos que possuem alteracdes
na Fase | da metabolizacdo, principalmente devido a alteracdes no gene CYP1AL (Geisler &
Olshan 2001).

14 O0OGG1

O gene OGGL1 estd localizado no cromossomo 3p25. De acordo com a sequéncia
genbmica NG_012106 possui 8 éxons e codifica a enzima de reparo 8-oxoguanina DNA
glicosilase (NCBI).

A oxidacdo de bases nitrogenadas é uma ameaca a integridade do genoma e ocorre
principalmente pela acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O produto mais frequente da
oxidacdo do DNA é a 7,8-dihidro-8- oxoguanina (8-oxoguanina). Essa lesdo é deletéria pois a
guanina oxidada pode parear com uma adenina, 0 que provoca uma mutacao por transversao
(Elahi et al., 2002; Li et al., 2011).
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A enzima codificada pelo gene OGG1 catalisa a excisdo da base modificada 8-
oxoguanina do DNA que tenha sido danificado pela exposicdo a espécies reativas de oxigénio
na via de reparo BER. A enzima possui atividade de glicosilase, que remove o dano 8-0xodG
do DNA, e a AP-endonuclease cliva os sitios abasicos no DNA (Klungland & Bjelland, 2007).
Em seguida, a enzima desoxirribose fosfodiesterase retira residuos de desoxirribose e fosfato
na fita reparada, a DNA polimerase reconhece o sitio vazio reparando com a base correta, e
entdo, duas enzimas, a DNA ligase 111 e XRCC1 restauram a fita danificada (Duan et al., 2012;
Baetal., 2014).

A producdo alterada da enzima seja ela em déficit ou excessiva esta relacionada ao
aumento do desenvolvimento de vérias doencas (Markkanen, 2017). Quando a capacidade de
excisdo da enzima é reduzida, a base que sofreu mutacGes pode levar ao acumulo de mutacdes
devido a oxidacdo (Goodle et al., 2002; Zou et al., 2016).

As vias de reparo por excisdo de base (BER) e por excisdo de nucleotideo (NER)
desempenham um papel crucial na manutencdo da integridade genémica. Pontos de variacao
em genes das vias BER e NER, que modulam a capacidade de reparo do DNA, podem estar
relacionados ao risco de desenvolvimento e prognostico do cancer oral. O reparo a danos ao
DNA depende da atuacdo de enzimas, que reconhegam uma base alterada, e a remova através
de um corte no filamento do DNA. Estima-se que esses mecanismos de reparo corrijam 99,9%
dos erros iniciais (Emanuel et al., 2007; Kanaar et al., 2008). Alguns individuos tém um sistema
de reparo apropriado, enquanto que aqueles com defeitos nesse sistema, tem maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas (Flores-Obando et al., 2010). Formas variantes
de OGGL1 estdo relacionadas a maior predisposicdo ao desenvolvimento de tumores em 6rgaos
como prostata, mama, vias aéreas e bexiga (Mambo et al., 2002; Xu et al., 2002; Ahmed et al.,
2017).

O gene OGG1 ¢ altamente polimdrfico, ja foram identificados 231 SNPs nesse gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projetos / SNP), embora, apenas alguns desses SNPs tenham sido
associados a suscetibilidade a doengas como cancer. Estudos demonstram que em torno de vinte
e cinco SNPs podem alterar funcdo do gene, 0 que pode ocasionar, por exemplo, a reducéo da
expressdo genica do OGG1 e contribuir para o desenvolvimento de céncer de coloretal
(Slyskova et al., 2012). Desses, 0 ponto de variagdo rs1052133, resultante da substituicdo da
serina por cisteina, possui maior associagdo com risco de desenvolvimento canceres, como 0
cancer de pulmao (Hung et al., 2005; Kohno et al., 2006; Hill et al., 2007; Karahalil et al., 2008;
Li et al., 2008; Kohno et al., 2011; Li et al., 2011; Duan et al., 2012).
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Foram realizados estudos que, utilizando o sequenciamento de DNA, avaliaram
alteragdes na funcdo do gene OGG1 em células tumorais de humanos, e corroboram que a
presenca da 8-oxoguanina glicosilase é fonte enddgena de mutacdes e pode estar envolvida no

desenvolvimentos doengas como o cancer (Karahalil et al., 2012).

1.5 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O consumo abusivo, cronico, de bebidas alcodlicas é considerado um fator de risco para
as principais doengas cronicas, nao transmissiveis, principalmente no figado e estbmago, assim
como é fator de risco para acidentes e violéncias. O consumo abusivo do etanol pode causar
lesdo hepética que leva a cirrose, sangramento devido a gastrite ou Ulcera, pode ocorrer
agressdes ao sistema nervoso. Além da deficiéncia de vitamina B, que pode levar a neuropatias
periféricas (Organizacdo Mundial de Saude — OMS, 2014).

Uso cronico ocorre quando ha ingestdo de 80g de etanol por dia, em torno de % de
garrafa de cachaca. Em torno de 3,3 milhdes de pessoas morrem todos os anos pelas
consequéncias da bebida, totalizando 5,9% de todas as mortes no mundo. 25% das mortes de
jovens de 20 a 39 anos tém uma relacdo direta com o consumo crénico de etanol. No Brasil,
segundo estatisticas do Relatorio Global sobre Alcool e Salde da Organizagido Mundial de
Saude (OMS, 2014), o consumo per capita de alcool puro foi de 8,7 litros no ano de 2010,
enguanto a média mundial foi de 6,2 litros per capita.

Segundo dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS), em 2013 na populacéo brasileira,
considerando individuos a partir dos 18 anos de idade, os quais consumiam bebida alcodlica
uma vez ou mais por semana, 36,3% eram homens, e 13,0% mulheres (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE). Da mesma forma, em 2014, o levantamento da Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel),
demonstrou que a frequéncia do consumo abusivo de bebidas alcodlicas foi maior entre os

homens (24,8%) do que em mulheres (9,7%).

Segundo os dados obtidos pelo Vigitel em 2014, ao considerar ambos 0s sexos, 0
consumo abusivo de bebidas alcoodlicas foi mais frequente entre os individuos entre 19 a 34
anos. De acordo com os dados obtidos pelo IBGE em 2013, a maior frequéncia do consumo
abusivo de bebidas alcodlicas ocorreu, com um percentual de 28,5%, na faixa etéaria de 25 a 39
anos.

Em um estudo realizado em 2015 a partir dos dados da PNS do ano de 2013, foi

observado prevaléncias maiores entre os fumantes ocasionais, comparados aos fumantes



30

diérios, e tais categorias apresentaram prevaléncias mais elevadas do que os ndo fumantes.
Entre as regides, prevaléncias mais expressivas foram encontradas no Centro-Oeste e Nordeste,
enguanto a menor foi no Sul (Garcia & Freitas, 2015).

O custo dos encargos do sistema de saude € alto, além disso, ocorre um impacto negativo
na economia devido a tratamentos de desintoxicacdo e de patologias associadas ao etilismo
(Rehm et al., 2009).

1.6 ENSAIO COMETA E AVALIACAO DO DANO AO DNA

O Ensaio Cometa, ou Eletroforese em Gel de Célula Unica, avalia danos ao DNA de
células individuais e possibilita quantificar quebras da fita simples e dupla no DNA (Collins et
al., 2008) é um método de estudo genotdxico desenvolvido por Ostiling e Johanson (1984) e
posteriormente foi modificado por Singh et al., (1988).

Esse teste € aplicado na avaliacdo do dano ao DNA e do estresse oxidativo em relacéo
a inumeras doengas, e na avaliacdo da protecdo pela atuacdo de antioxidantes; é utilizado como
ferramenta na investigagdo do dano e do reparo de DNA em diferentes tipos celulares, em
resposta a varios agentes genotoxicos; no biomonitoramento de espécies em sistemas in vitro e
in vivo; na avaliacdo da protecdo pela atuacdo de antioxidantes; aplicado na genética
toxicologica em células humanas, de outros animais e de plantas; e no monitoramento ecoldgico
e toxicologia aquatica (Collins et al., 2008; Bagatini & Maluf, 2011).

A técnica consiste em uma corrente elétrica que passa por células lisadas embebidas em
gel de agarose de baixo ponto de fusdo que estdo sobre laminas de microscopia. As células sdo
englobadas em gel e espalhadas sobre uma lamina e submetidas a uma corrente elétrica que
promove migracdo dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do nicleo.
Apbs a eletroforese, como 0 DNA tem carga negativa, se estiver rompido (clastogénese), migra
para fora do nucleo, ficando com a aparéncia de um cometa ou cauda (Silva et al., 2000).

A anélise pode ser realizada em microscopios Opticos comuns, quando as células sdo
coradas com nitrato de Prata ou corante Giemsa, ou em microscopios de fluorescéncia, quando
coradas com brometo de Etidio, Acridine Orange, Syber Green® ou iodeto de propideo.

O ensaio cometa apresenta algumas vantagens: (1) Apresenta sensibilidade em apontar
baixo nivel de danos ao DNA,; (2) Requerimento de baixo nimero de células por amostras; (3)
Flexibilidade; (4) Baixo Custo; (5) Féacil aplicacdo; (6) Habilidade de conduzir estudos
utilizando pequena quantidade de substancia; e (7) Tempo relativamente curto para a realizacéo

de experimentos (Tice et al., 2000).



31

1.7 PROJETO 1000GENOMES

O projeto 1000Genomes (The 1000Genomes Project Consortium, 2010; 2012), langado
em 2008, é um consorcio internacional que avaliou o genoma completo de 2500 individuos
oriundos de 26 populacdes diferentes utilizando técnicas de sequenciamento de nova geracéo,
possui informacdes a respeito de SNPs, variantes estruturais e haplétipos, possibilitando o
estudo da relacdo entre gendtipo e fen6tipo. (Durbin et al., 2010; Mcvean et al., 2012; Sudmant
et al., 2015). Outros dois consorcios propuseram sequenciar 0 genoma humano de alguns
poucos individuos (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001; Venter et al.,
2001; Venter, 2003; International Human Genome Sequencing Consortium, 2004), contudo o
sequenciamento em larga escala de diferentes individuos pode gerar dados mais completos e
complementares.

Este projeto tem como objetivo criar uma visdo detalhada das variacbes genéticas
humanas, com foco principalmente nas variacdes gendmicas de importancia médica. A
comparacao dos dados obtidos em diferentes individuos torna-se uma valiosa fonte para estudos
de associacdo e identificacdo de genes candidatos para diferentes doencas (Harrow et al., 2012),
além de fornecer padrées de diversidade génica em diferentes populacgdes.

Esse projeto consiste em uma parceria internacional entre Inglaterra, China e Estados
Unidos (The 1000Genomes Project Consortium, 2010; 2012). O Brasil ndo faz parte desse
estudo, em parte porque ndo ocorreu um consenso entre a Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa e os idealizadores do projeto. As informacdes do 1000Genomes estdo disponiveis para
a comunidade cientifica mundial através de bases de dados publicas.

Inicialmente o projeto 1000 Genomas avaliou 1092 individuos distribuidos em 14
populacbes e um mapa de hapl6tipos de 38 milhes de SNP’s e 1,4 milhdo de in/del curtas e
mais de 14000 delecBes maiores. Atualmente, o projeto foi concluido e tem sequenciado o
genoma de 2504 individuos de 26 populac6es mundiais (Mcvean et al., 2012; Sudmant et al.,
2015).

As populacbes que compdem o projeto 1000Genomes sdo ACB (Afro-caribenhos em
Barbados), ASW (Americanos do sudoeste dos Estados Unidos com ancestralidade africana),
ESN (Esan na Nigéria), GWD (Gambianos nos estados do Oeste em Gambia), LWK (Luhya
em Webuye, Kenia), MSL (Mende em Serra Leoa), YRI (Yoruba em Ibadan, Nigéria), CLM
(Colombianos de Medellin, Colombia), MXL (Americanos com ascendéncia mexicana em Los
Angeles, EUA), PEL (Peruanos de Lima, Peru), PUR (Porto-riquenhos de Porto Rico), CDX
(Chineses Dai em Xishuangbanna, China), CHB (Chineses Han de Pequim, China), CHS
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(Chineses Han do Sudoeste da China), JPT (Japoneses em Tdéquio Japdo), KHV (Populagéo
Kinh na cidade de Ho Chi Minh, Vietnam), CEU (Moradores de Utah com ascendéncia do
Norte e Oeste Europeu), FIN (Finlandeses na Finlandia), GBR (Britanicos da Inglaterra e
Escocia), IBS (Populacdo Ibérica da Espanha), TSI (Habitantes da Toscana na Italia), BEB
(Bengalis de Bangladesh), GIH (Indianos Gujarati de Houston, Texas), ITU (Indianos de
Telugu, habitantes do Reino Unido), PJL (Punjabi de Lahore, Paquistdo), e STU (Cingaleses
de Tamil habitantes do Reino Unido) (The 1000Genomes Project Consortium, 2016).

Nenhum dos projetos de sequenciamento completo do genoma humano analisou a
populacéo brasileira, que € uma populacdo de excelente fonte de estudos, tendo em vista que
esta constitui uma das populagdes mais heterogéneas do mundo. Sendo assim, o estudo dos
genes CYP2E1, CYP1Al e OGG1 em uma populacdo tdo miscigenada como a brasileira,
comparados aos dados obtidos pelo projeto 1000Genomes, pode contribuir para compreensdo
das relacOes evolutivas e fornecer dados para esclarecer a relacdo da regido estudada desses
genes com etilistas desse estudo. Dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar 0s
SNPs presentes em regides especificas dos genes citocromo P4502E1 (CYP2EL), CYP1AL, e
OGG1 em etilistas do municipio de Goiania-Goiés, Brasil, associa-los com o dano ao DNA
avaliado pelo ensaio cometa, e ainda, comparar a frequéncia dos pontos de variacdo desses
genes dessa populacdo com popula¢des mundiais presente no projeto 1000Genomes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia dos pontos de variacdo dos genes de metabolismo CYP2E1 e
CYP1AL, e do gene de reparo de DNA OGG1, com os danos a0 DNA de uma amostra da
populacdo brasileira situada no municipio de Goiania, estado de Goias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Associar 0s pontos de variacdo dos genes de metabolismo CYP2E1, CYP1Al e

do gene de reparo OGG1 com o dano ao DNA encontrado no ensaio cometa;

. Relacionar os pontos de variagdo encontrados com os dados divulgados no

projeto 1000Genomes, que ndo inclui o Brasil entre as popula¢des avaliadas;
. Identificar os hapl6tipos existentes na porcao avaliada dos genes;

. Relacionar os haplotipos existentes na porcdo avaliada dos genes com os dados

divulgados no projeto 1000Genomes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 DESCRICAO DAS AMOSTRAS

Com vistas ao cumprimento dos aspectos éticos e legais necessarios para pesquisa
envolvendo seres humanos, preconizados pela Resolucdo n® 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (BRASIL, 2013), o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Goiéds (UFG), com o nimero de protocolo 476.938 (Anexo A).

O grupo de individuos utilizado neste estudo ¢ uma amostra da populagéo brasileira
residente no municipio de Goiania, estado de Goias. A populacdo brasileira € uma excelente

fonte de estudos, j& que esta € uma populacdo heterogénea.

Foram utilizadas amostras de sangue de 83 etilistas, escolhidos aleatoriamente, com
idade igual ou superior a 18 anos, oriundos do Ambulatério do Centro de Atencéo Psicossocial
— Alcool e drogas (CAPS Ad/Casa) do municipio de Goiania-Goiéas, Brasil. O grupo controle
foi composto por 83 individuos que ndo consomem etanol de forma cronica, com idade igual
ou superior a 18 anos, que apresentaram condi¢des socioambientais (idade, sexo) e estilo de
vida semelhante aos etilistas e que residiam no municipio de Goiania.

Para este estudo os critérios seguidos para inclusdo no grupo caso foram: paciente
previamente diagnosticado como etilista pelo Ambulatério do Centro de Atencédo Psicossocial
— Alcool e drogas (CAPS Ad/Casa) do municipio de Goiania-Goias, Brasil por fazer o uso
crénico de alcool, consumir mais que ¥ de uma garrafa de cachaca por dia, possuir mais de 18
anos, ter concordado em participar do estudo e assinado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabelece que
uma unidade de bebida ou dose padréo contém aproximadamente de 10 g a 12 g de alcool puro,
0 equivalente a uma lata de cerveja (330 ml) ou uma dose de destilados (30 ml) ou ainda a uma
taca de vinho (100 ml).

Foi desenvolvido um questionario de estilo de vida onde foram anotados dados como
idade, habitos sociais, tempo de uso e tipos de bebidas alcoolicas consumidas (Apéndice B)
para a realizacdo dos dados estatisticos. Foram realizadas analises desses dados utilizando o

teste do Qui-quadrado e de Mann-hitney.
3.2 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa em pH alcalino foi realizado em 83 amostras de etilistas, que
constituem o grupo caso, e em 83 amostras de individuos que constituem o grupo controle. Para
a sua realizacdo foi utilizada a metodologia descrita por Singh et al., (1988), com modificacgdes.

As laminas foram limpas e preparadas com uma pré-cobertura de agarose com ponto de fusédo
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normal (Normal Melting) a 1,5%. Foram utilizados 10 uL de sangue de cada individuo ¢
diluidos em 1 mL de tamp&o PBS em tubo pléastico de 2 ml. Logo depois, foram retirados 10
uL desta solug¢do e misturados a 120 uL de agarose com baixo ponto de fusdo (Low Melting
Point) a 0,5%, que estava em banho Maria a 37°C. Essa mistura foi colocada em lamina
preparada com a pré-cobertura de agarose com ponto de fusdo normal (Normal Melting) 1,5%
e coberta com uma laminula.

As laminas foram colocadas na geladeira a 4°C durante dois minutos para solidificacdo
do material. Apos esse periodo as laminulas foram retiradas, as laminas colocadas em cubas de
vidro apropriadas, protegidas da luz com solugdo Tampéo de Lise gelada (2,5M NaCl, 10 mM
Tris, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100 e 10% DMSO, pH10,0), e permaneceram imersas por
até 24 horas.

Apbs o periodo de 24 horas as laminas foram retiradas da solucdo de lise e entdo
colocadas em uma cuba horizontal de eletroforese e fonte eletroforética (Hoefer, EUA).
Protegidas da luz foram incubadas em tampdo alcalino (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH >
13,0) descansando por 30 minutos. A corrida eletroforética foi realizada por 25 minutos, a 25
volts e 300 mA, enquanto a cuba de eletroforese estava no gelo para manter a temperatura a
4°C e protegida da luz.

A seguinte etapa foi a neutralizag&o, utilizando uma solugdo Tampé&o Tris a 0,4M (pH
7,5) por trés vezes, durante 5 minutos. Logo depois as laminas foram lavadas duas vezes com
agua destilada e colocadas para secar “overnight” em temperatura ambiente na posi¢do
inclinada. A fixacéo foi realizada com etanol absoluto por 5 minutos e 0 DNA foi corado com
20 pL da solucao de brometo de etidio a 10 ng/uL.. Apos a fixa¢do a laminula foi novamente
colocada sobre a ldmina deixando descansar por aproximadamente 5 minutos.

As laminas foram analisadas por microscopia de epifluorescéncia Axio Imager 2® (Carl
Zeiss, Alemanha) utilizando um conjunto de filtros de excitacdo 515-560 nm, para fluorescéncia
vermelha. Os nucleos das células foram visualizados utilizando a objetiva de 10X e a imagem
fluorescente foi captada utilizando o software ISIS®. Foram analisadas duas laminas para cada
individuo e foram contadas um total de 100 nucledides por individuo.

As imagens do ensaio Cometa foram analisadas através do programa CometScore®
versdo 1.5 (Figura 3) que foi desenvolvido para avaliar cometas produzidos no processo de
eletroforese em gel de células individualizadas. Os parametros utilizados para avaliar o dano ao
DNA foram: comprimento da cauda do cometa, porcentagem de DNA na cauda e momento da
cauda de Olive (Lovell et al., 2008), sendo este ultimo o que melhor representa a quantidade

real de dano sofrido pela célula (Collins, 2004).
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A avaliacgao dos danos ao DNA foi calculada com a utilizagdo dos parametros descritos
anteriormente e os resultados foram obtidos com a anélise da média = DP (desvio padréo).

Figura 3. Representacdo esquematica da analise dos cometas no programa
CometScore® (versdo 1.5) (A): Nucledides ndo apresentando lesdes no DNA, (B): Cometas

com o DNA migrado apds a eletroforese, (C): indicando danos ao DNA.
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3.3 OBTENCAO DOS DADOS MOLECULARES

A variabilidade de parte da regido promotora do gene CYP2E1, do éxon 6 e parte do
éxon 7 do gene CYP1A1, e éxon 6 do gene OGG1 foram avaliadas pelo sequenciamento direto
do produto de amplificacdo. As regides foram escolhidas com base em artigos que relatam a
importancia de pontos de variacao nestas regides.

Inicialmente, a regibes escolhidas desses genes foram amplificadas pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando pares de iniciadores especificos que foram
desenvolvidos especificamente para este estudo pelo grupo do Laboratério de Mutagénese da
Universidade Federal de Goiés.

Os iniciadores utilizados foram: CYP2E1 primer forward
CCGTGAGCCAGTCGAGTCTA e primer reverse AACAGAGATTAACTTTCTCAGAATT,;
CYP1A1l: primer forward CCCACAGCCCAGATAGCAAA e primer reverse
GGAAGCTCAGTCAGGCTCAG; OGG1: primer forward CCTGTGGGGACCTTATGCTG
e primer reverse AGAGGATCATGACCCGAGGT. Desta forma, foi produzido um fragmento
de 768-pb, compreendendo os nucleotideos -1415 até -648 do gene CYP2EL. Fragmento de
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739-pb, compreendendo os nucleotideos 2014 até 2752 do gene CYP1A1, e um fragmento de
748-pb, compreendendo os nucleotideos 6840 até 7587 do gene OGG1.

A PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, utilizando-se uma DNA Polimerase
denominada Taq Platinum (Invitrogen). Os reagentes utilizados para a PCR foram misturados
em tubo separado em quantidades especificas conforme as Tabelas 3, 5 e 7. Em cada tubo para
PCR de 0,2 mL, previamente identificado, foi adicionado 20 pL. da mistura de reagentes e mais
5 uL de amostra de DNA diluido a 20 ng/uL. Em cada reagao realizada, um controle negativo
contendo apenas os reagentes (sem DNA) foi adicionado para garantir a auséncia de
contaminacdo dos componentes da PCR.

A ciclagem de temperaturas utilizada esta apresentada nas Tabelas (4, 6 e 8). O produto

de PCR foi armazenado em freezer -20°C até o momento de sua utilizacao.

Tabela 3. Reagentes e concentragdes utilizadas para a amplificacdo do gene CYP2E1.

Componentes da Reacao [ ] Solucéo de Uso 1x (uL) [1Final
Agua - 15,30

PCR Buffer — Long 10X 2,50 1X

Sal - MgClI2 25 mM 0,75 1,5 mM
dNTPs 5mM 0,50 0,2 mM
Iniciador F 10 pM 0,50 1mM
Iniciador R 10 pM 0,50 1 mM
DNA Polimerase — Platinum 5U 0,20 1U
Volume de amostra (10 ng/uL) - 5,00 100 ng
Volume Total - 25,00 100 ng

Tabela 4. Ciclagem de temperaturas utilizadas para o gene CYP2EL.

CICLOS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1 95 05'
95 10"
40 61 20"
72 25"
1 72 05'

1 4 0
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Tabela 5. Reagentes e concentragdes utilizadas para a amplificacdo do gene CYP1A1l.

Componentes da Reacéo [ ] Solucéo de Uso 1x (uL) [1Final
Agua - 10

PCR Buffer — Long 10X 2,50 1X

Sal - MgCI2 25 mM 0,75 1,5mM
dNTPs 5mM 0,50 0,2 mM
Iniciador F 10 pM 0,50 1 mM
Iniciador R 10 pM 0,50 1mM
DNA Polimerase — Platinum 5U 0,20 1U
Volume de amostra (10 ng/uL) - 5,00 100 ng
Volume Total - 25,00

Tabela 6. Ciclagem de temperaturas utilizadas para o gene CYP1AL.

CICLOS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1 95 05'
95 10"
35 57 20"
72 25"
1 72 05'
1 4 o0

Tabela 7. Reagentes e concentragdes utilizadas para a amplificacdo do gene OGG1.

Componentes da Reacgéao [ ] Solucéo de Uso 1x (uL) [1Final
Agua - 15,30

PCR Buffer — Long 10X 2,50 1X

Sal - MgCI2 25 mM 0,50 1,5 mM
dNTPs 5mM 0,50 0,2 mM
Iniciador F 10 pM 0,50 1 mM
Iniciador R 10 pM 0,50 1 mM
DNA Polimerase — Platinum 5U 0,20 1U
Volume de amostra (10 ng/uL) - 5,00 100 ng
Volume Total - 25,00

Tabela 8. Ciclagem de temperaturas utilizadas para o gene OGG1.

CICLOS TEMPERATURA (°C) TEMPO
1 95 05'
95 10"
40 61 20"
72 25"
1 72 05’
1 4 00

As reacgdes de amplificagdo foram avaliadas em gel de agarose 1% corado com brometo

de etidio. Para cada amostra foi aplicado um volume de 5 pL de produto de PCR e 1 uL de
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tampéo de carregamento 6x Loading Dye™ (Fermentas — Vilnius, Lituania). Em cada corrida
foi adicionada uma escada alélica GeneRuler™ (Fermentas — Vilnius, Lituania) para
conferéncia do tamanho aproximado dos produtos de amplificacdo gerados pela reacao de PCR,
e adicionado o controle negativo como um parametro de auséncia de contaminacdo. Em
seguida, a corrida eletroforética foi realizada em uma cuba de eletroforese com voltagem fixada
em 90 V, durante 45 minutos (10V/cm). Os géis foram expostos a luz ultravioleta (UV) e

posteriormente fotografadas em um fotodocumentador.

3.3.1 PURIFICACAO DO PRODUTO AMPLIFICADO

O produto amplificado foi purificado com EXO-SAP, utilizando as enzimas
Exonuclease | e Fosfatase Alcalina (do inglés, Shrimp Alkaline Phosphatase) (GE HelthCare®
- Buckinghamshire, Reino Unido). Foram utilizados 5 pL de produto da PCR adicionados a
1uL de solugdo EXO-SAP (0,5 pL Exonuclease I, 0,5 uL. SAP). Logo ap6s foram colocados
em um termociclador utilizando um programa com as seguintes temperaturas: 37°C por 90
minutos e 80°C por 20 minutos, para eliminacao dos residuos de dNTPs ndo incorporados, DNA

polimerase e outros constituintes da reacdo de PCR.

3.3.2 REACOES DE SEQUENCIAMENTO

Os produtos de amplificacdo foram sequenciados por eletroforese capilar utilizando o
método de Sanger com o uso do kit de sequenciamento BigDye® Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems - Foster City, Estados Unidos) e com os primers desenhados
para este sequenciamento, os mesmos utilizados para a PCR. Os reagentes foram misturados
em quantidades especificas (Tabela 9) em um Unico tubo para garantir a homogeneidade das
reacoes.

Foram acrescentados 1 uL do produto de PCR purificado e 9 uLL da mistura de reagentes
na placa de 96 poc¢os devidamente identificada. O programa de ciclagem utilizado foi: 25 ciclos

de 95°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
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Tabela 9. Reagentes e concentragdes utilizadas na reacdo de sequenciamento (para uma corrida

utilizando um primer especifico).

Componentes da Reacao 1 x (uL)
Agua ultrapura autoclavada 3,5
Tampéao BigDye 5X 2,0
Primer (1 ng/uL) 2,5
BigDye 3.1 1,0
Volume Total 9,0
VVolume de produto de PCR normalizado 1,0

Apls o sequenciamento, as reacdes foram precipitadas utilizando-se protocolo
recomendado pela empresa produtora do kit de sequenciamento. Neste protocolo foram
utilizados isopropanol (alcool isopropilico) 65% e etanol 60%, conforme procedimento
descrito: o produto final foi precipitado com a adi¢do de 40 pL de isopropanol (4lcool
isopropilico) 65%. A mistura foi agitada durante 30 segundos, incubada por 20 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 2.000rcf por 45 minutos. Logo apds, o sobrenadante foi
retirado e desprezado e, em seguida, a placa foi vertida e centrifugada novamente por 1 minuto
a 300rpm. O precipitado foi lavado com 250 pL de etanol a 60% e centrifugado a 2.000rcf por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado, verteu-se a placa e centrifugou-se por 1 minuto a
400rpm. Foram adicionados 100 pL de etanol 60% e a placa centrifugada invertida por 10
minutos a 2.000rcf e descartado o sobrenadante. O precipitado foi centrifugado por 1 minuto a
500rpm e por fim, a placa foi secada em um termociclador com temperatura de 95°C por 1
minuto.

As amostras foram ressuspendidas em 10 pL de formamida Hi-Di, desnaturadas por 5
minutos a 95°C e posteriormente aplicadas no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyser

(Applied Biosystems) para a leitura do sequenciamento.

3.3.3 ANALISE DOS PRODUTOS DO SEQUENCIAMENTO

A qualidade dos produtos do sequenciamento foi examinada em um primeiro momento
visualizando-se os eletroferogramas no programa Sequence Analyzer® versdo 6 (Applied
Biosystems®), as regides de nucleotideos com valor PHRED inferiores a 25 foram descartados
e logo depois reavaliados. Os dados fornecidos pelo sequenciador foram avaliados e editados
no software SeqScape® versdo 3 (Applied Biosystems®). Posteriormente, os arquivos contendo
os dados de sequenciamento foram alinhados com a sequéncia genémica de cada gene
(CYP2E1l: NG_008383.1; CYP1Al: NG _008431.2; OGG1l: NG_0120106) para fins de

referéncia e editadas manualmente para a correcdo de possiveis erros utilizando o programa
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Bioedit (Sequence Alignment Editor versdo 7.2.5) (Hall et al., 1999). A leitura e interpretacéo
dos sequenciamentos e alinhamentos foi realizada manualmente por dois observadores.

Cada SNP detectado foi anotado individualmente e comparado com as variagdes ja
descritas para a sequéncia gendmica de cada gene por meio do software CLC Sequence Viewer®
versdo 7.6.1 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca). Cada SNP teve sua posi¢éo correta definida a partir
da comparagdo com a sequéncia referéncia de cada gene (CYP2E1: NG_008383.1; CYP1AL:
NG_008431.2; OGG1: NG_0120106). As posicdes dos pontos de variacdo de todos os genes
foram normalizadas neste trabalho considerando a adenina do primeiro ATG traduzido como
nucleotideo +1. Nucleotideos da regido 5’ regulat6ria anteriores ao primeiro ATG traduzido
séo representados com valores negativos. As bases analisadas em cada sequenciamento que néo
apresentaram variacdo foram definidas como sendo igual a sequéncia padrdo de comparacéo.

Cada ponto de variacdo detectado foi anotado individualmente para posterior analise.

3.4 OBTENCAO DOS DADOS PUBLICOS DO PROJETO 1000GENOMES

Os dados do projeto 1000Genomes referentes aos genes estudados foram obtidos no site
oficial do projeto, www.1000Genomes.org (The 1000Genomes Project Consortium, 2010;
2017). A regido avaliada neste estudo foi filtrada a partir dos arquivos .vcf baixados do site
oficial do projeto 1000Genomes e concatenados com os dados obtidos para as amostras
brasileiras. O arquivo .vcf resultante foi convertido para o formato GENEPOP e ARLEQUIN
usando o programa PGDSpider 2.0.19 (Lischer & Excoffier, 2012).

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco foram estimadas por contagem direta.
A aderéncia das frequéncias genotipicas em relagdo as propor¢es tedricas de Hardy-Weinberg
foi avaliada pelo teste exato de Guo e Thompson (Guo & Thompson, 1992), utilizando-se o
software GenePop® 4.0 (Raymond & Rousset, 1995).

Os haplotipos desse grupo ja estavam em fase gamética, a provavel constituicao de cada
um dos cromossomos estava definida, para posterior analise foi feita a comparagdo entre 0s

resultados das corridas realizadas pelo método PHASE com os dados em fase do 1000Genomes.

3.5 FREQUENCIAS ALELICAS E ADERENCIA AO EQUILIBRIO DE HARDY-
WEINBERG
As frequéncias alélicas de cada loco foram estimadas por contagem direta. A aderéncia
das frequéncias genotipicas em relacéo as proporcdes teoricas de Hardy-Weinberg foi avaliada
pelo teste exato de Guo e Thompson (Guo & Thompson, 1992), utilizando-se o software
GenePop® 4.0 (Raymond & Rousset, 1995).
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3.6 AVALIACAO DO PADRAO DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO E
INFERENCIA COMPUTACIONAL DE HAPLOTIPOS

A inferéncia do padrdo de desequilibrio de ligacdo dos genes foi realizada usando o
programa Haploview® 4.2 (Barrett et al., 2005). As imagens de DL foram geradas pelo
Haploview utilizando-se os SNPs com uma frequéncia alélica minima (MAF) de 0,01. O
padrao de desequilibrio de ligacdo inferido através do calculo D’.

O desequilibrio de ligacéo foi avaliado nas populag¢Ges agrupadas da seguinte forma: a)
populagéo global, dados de todas as populagdes avaliadas no projeto 1000Genomes e os dados
das amostras brasileiras; b) brasileiros controles que ndo consomem etanol de forma crénica,
amostras de Goiania, estado de Goiés; c) brasileiros etilistas, que consomem etanol de forma
cronica, amostras de Goiania, estado de Goias d) americanos, populacdo residente em Los
Angeles (CA) incluindo aqueles com ancestralidade mexicana, porto-riquenhos e colombianos
de Medellin; e) europeus, incluindo residentes de Utah com ancestrais do norte e oeste da
Europa, Toscana na Italia, britanicos da Inglaterra e Escocia, finlandeses e populacdes ibéricas
na Espanha; f) africanos, populacdo da Nigeria, Quénia, e afrodescendentes americanos no
sudoeste dos EUA; g) asiéticos, chineses da populacdo Han em Pequim e populacéo Han do sul
da China, e a populacdo japonesa de Toquio.

A populacdo brasileira ndo foi incluida no grupo de americanos pois este estudo avaliou
0 padrdo encontrado na andlise das diferentes populagdes mundiais e comparou com 0s dados
e padrdes obtidos para a populacéo brasileira.

Dada a associacdo positiva do desequilibrio de ligacdo entre os pontos de variacdo
encontrados, mas a fase de ligacdo entre cada uma destas variantes desconhecida, foi realizada
uma inferéncia computacional dos haplétipos definindo-se a provavel constituicdo de cada um
dos cromossomos dos individuos analisados.

Para a inferéncia dos haplétipos, foi empregado o método computacional software
PHASE v2 (Stephens et al., 2001; Stephens e Donnelly, 2003) que implementa um método
Bayesiano para reconstrugdo do haplotipo mais provavel. Foram realizadas 10 corridas
independentes e os resultados entdo comparados entre si atraves de um script em Perl
denominado HaploRunner (desenvolvido por E. C. Castelli — disponivel em http://castelli-
lab.net), versdo 1.1b. Este script executa 10 corridas independentes e compara os resultados
obtidos em todas as corridas. As inferéncias de haplétipos que atenderam a dois requisitos
foram aceitas: a) tiveram probabilidade de inferéncia superior a 90%; b) obtiveram o mesmo

haplétipo inferido em todas as corridas.
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Os haplotipos foram inferidos na populacdo global (populacdo brasileira e do
1000Genomes), pois 0s métodos computacionais sao probabilisticos e quanto maior o nimero

amostral mais confiabilidade tera a inferéncia dos haplotipos.
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4 RESULTADOS B
41 CARACTERIZACAO DO GRUPO DE ESTUDO

Os dados referentes as caracteristicas socio demograficas, faixa etaria, sexo, habito
tabagista dos grupos caso e controle foram avaliados. H& diferenca estatisticamente
significativa (p<0,01) entre os grupos caso e controle quanto a faixa etaria e o habito tabagista.
Além disso, houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a distribuicao dos grupos
de acordo com 0 sexo, mas isso, provavelmente, se deve ao fato de que as coletas realizadas
para compor o grupo de estudo foram realizadas, em grande parte, em individuos do sexo
masculino. A faixa etaria >40 anos foi mais frequente no grupo caso (p<0,01), nesse grupo a
idade minima foi de 25 anos e a maxima de 60 anos e para o grupo controle a idade variou entre
20 a 56 anos (Tabela 10).

Estudos dos efeitos do consumo de etanol encontram algumas dificuldades, dentre elas,
o fato de que os individuos geralmente ingerem diferentes graduacGes alcoodlicas e sdo
imprecisos ao informar a respeito das doses ingeridas.

Em relacdo ao tabagismo houve predominancia de fumantes no grupo caso e nédo
fumantes no grupo controle (P<0,01) (Tabela 10).

Tabela 10. Caracteristicas dos grupo caso e controle.
Grupos n (%)

. )
Variaveis Caso Controle Total X p
Faixa etaria
< 40 anos 21 (25,3) 63 (75,9) 84 (50,6) .
> 40 anos 62 (74,7) 20 (24,1) 82 (49,4) 42,51 <0,001
Sexo
Feminino 12 (14,5) 33 (39,8) 45 (27,1) .
Masculino 71 (85,5) 50 (60,2) 121 (72,9) 1344 <0,001
Tabagismo
Néao 20 (24,1) 67 (80,7) 87 (52,4) .
Sim 63 (75,9) 16 (19,3) 79 (47,6) 5345 <0,001
Etilismo
Néo 0 (0,0) 83 (100,0) 83 (50,0)
Sim 83 (100,0) 0 (0,0) 83 (50,0) NA NA
Nmero dzic;ga”os POT 128+11.9  1.8+38 73+104 758  <0,001%*
Tempocomotabagista 4,45, 944 22449  07+132 774  <0001*
(anos)
Consumo ((jj?aAlcool por 27496 0,000 NA
Tempo de etilismo 24.8 £ 8.8 0,0+£0,0 NA

*Qui-quadrado; **Mann-hitney.
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4.2 DANOS AO DNA DETECTADOS PELO ENSAIO COMETA

A avaliacdo dos danos ao DNA foi calculada pelos parametros Tail Length
(Comprimento da Cauda - CC), porcentagem de DNA na cauda (%DNA) e Olive Tail Moment
(Momento da Cauda de Olive - MCO), e estdo representados na Tabela 11. Os resultados
obtidos pela anélise da média £ DP (desvio padrdo) mostraram que ha um dano ao DNA quase
2 vezes maior no grupo caso em relacdo ao grupo controle, quando analisados os parametros
comprimento da cauda (CC) (P=0,002), a porcentagem de DNA na cauda (p=0,004) e momento
da cauda de Olive (MCO) (P <0,001) (Figura 4).

Considerando o parametro comprimento da cauda (CC) foram obtidos os resultados de
14.87 £ 9.01 para o grupo caso e 11.54 + 6.55 para o grupo controle. Quanto ao parametro
porcentagem de DNA na cauda (%DNA) os resultados obtidos foram 23.72 + 13.42 para o
grupo caso e 19.46 + 12.89 para o grupo controle. Os resultados obtidos para o parametro
momento da cauda de Olive (MCO) foram 7.81 + 5.81 no grupo caso e 5.69 + 5.63 no grupo
controle (Figura 4).

Tabela 11. Comparagdo dos danos ao DNA entre 0s grupos caso e controle.
Grupos (Média + DP)

Danos ao DNA VA p*
Caso Controle
CcC 14.87 +9.01 11.54 £ 6.55 2,80 0,002
% DNA 23.72 £13.42 19.46 + 12.89 2,51 0,004
MCO 7.81+5.81 5.69 +5.63 3,67 0,001

*ANCOVA (Covariaveis: Faixa etaria, sexo).

Figura 4. Representacdo dos danos ao DNA detectados pelo Ensaio Cometa.
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O dano ao DNA do grupo caso ndo mostrou associacdo com o tempo de tabagismo e
etilismo, carga tabagica e quantidade de alcool/dia e os parametros do ensaio cometa (Tabela
12).

Tabela 12. Correlacdo dos parametros do ensaio cometa com as variaveis de tabagismo e
etilismo para 0 grupo caso.

CcC % DNA MCO
Numero de cigarros/dia r=0.05p=064 r=0.01;p=095 r=0,01;p=0,99
Tempo como tabagista (anos) r=0.13;p=0.25 r=0.03;p=0.78 r=0.09;p=0.44
Consumo de Alcool (dia) r=-0.04;p=0.75 r=0.16;p=0.15 r=0.05;p=0.63
Tempo de etilismo r=0.13;p=024 r=0,01;p=099 r=0.03;p=0.79

4.3 PONTOS DE VARIACAO ENCONTRADOS NO SEQUENCIAMENTO

Os produtos obtidos das rea¢des de sequenciamento foram examinados em um primeiro
momento visualizando-se os eletroferogramas nos programas Sequence Analyzer versdo 6
(Applied Biosystems) e Chromas® Lite.

Foram encontrados 8 pontos de varia¢do no gene CYP2E1, 2 pontos de variagdo no gene
CYP1AL e 2 pontos de variacdo no gene OGG1. A Tabela 13 apresenta os SNPs encontrados,
seus respectivos numeros de referéncia, alteracdo nucleotidica e a posi¢cdo gendmica tomando
como referéncia o primeiro ATG traduzido como base +1. Todos eles foram anotados

individualmente para as analises posteriores.

Tabela 13. SNPs da regido promotora do gene CYP2EL, do éxon 6 e 7 do gene CYP1A1l e do

éxon 6 do gene OGGL1 identificados nesse estudo.

GENE SNP ID ALTERACAO NUCLEOTIDICA  POSICAO GENOMICA

rs3813867 GIC -1295
rs6413422 A/C -1129
rs2031920 CIT -1055
rs2031921 CIT -1027
CYP2E1 rs181373843 G/A -1009
rs147346339 AlG -1005

rs3813870 AlG -930

rs2031922 T/C -807

CYP1A1  rs1048943 AIG 2454
rs1799814 C/IA 2452

0GG1 rs1052133 CIG 7146

rs293795 AlG 7486
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4.4 COMPARACAO DOS GENOTIPOS ENTRE OS GRUPOS CASO E
CONTROLE

A comparagdo dos genotipos dos genes entre 0s grupos caso e controle esta apresentada
na Tabela 14. Foi observado que os pontos de variagdo rs3813867, rs6413422, rs2031920,
rs2031921, rs181373843 e rs147346339 do gene CYP2EL tiveram maior frequéncia do alelo
ndo mutado tanto no grupo caso quanto no controle, nenhum homozigoto mutado foi detectado
para essas 6 regides. Nos pontos de variacdo dos genes CYP1Al e OGG1, embora tenham
apresentado o alelo mutado, estes aparecem com frequéncia baixa.

Tabela 14. Comparacdo dos gendtipos entre 0s grupos caso e controle.
Grupos n (%)

Caso Controle Total X p*
CYP2E1
rs3813867
Heterozigoto GC 6 (7,2) 8 (9,6) 14 (8,4) 0.31 0.57
Homozigoto normal GG 77 (92,8) 75 (90,4) 152 (91,6) ’ ’
rs6413422
Heterozigoto AC 1(1,2) 1(1,2) 2(1,2) 0.01 0.98
Homozigoto normal AA 82 (98,8) 82 (98,8) 164 (98,8) ’ ’
rs2031920
Heterozigoto CT 6 (7,2) 9 (10,8) 15 (9,0) 0.66 0.41
Homozigoto normal CC 77 (92,8) 74 (89,2) 151 (91,0) ’ ’
rs2031921
Heterozigoto TC 6 (7,2) 9 (10,8) 15 (9,0) 0.66 0.41
Homozigoto normal TT 77 (92,8) 74 (89,2) 151 (91,0) ’ ’
rs181373843
Heterozigoto GC 0 (0,0) 1(1,2) 1(0,6) 106 0.31
Homozigoto normal GG 83 (100,0) 82 (98,8) 165 (99,4) ' '
rs147346339
Heterozigoto AG 0(0,0) 1(1,2) 1(0,6) 106 031
Homozigoto normal AA 83 (100,0) 82 (98,8) 165 (99,4) ’ ’
rs3813870
Heterozigoto AG 10 (12,0) 10(12,0) 20 (12,0)
Homozigoto mutado GG 0(0,0) 1(1,2) 1(0,6) 1,07 0,60
Homozigoto normal AA 73 (88,0) 72(86,7) 145 (87,3)
rs2031922
Heterozigoto TC 13 (15,7) 13(15,7) 26 (15,7)
Homozigoto mutado CC 8(9,6) 2(2,4) 10 (6,0) 3,87 0,14
Homozigoto normal TT 62 (74,7) 68 (81,9) 130 (78,3)
CYP1A1
rs1048943
Heterozigoto AG 15(18,1) 17 (20,5) 32 (19,3)
Homozigoto mutado GG 1(1,2) 0(0,0) 1(0,6) 1,13 0,56
Homozigoto normal AA 67 (80,7) 66 (79,5) 133 (80,1)
rs1799814
Heterozigoto CA 13 (15,7) 12(14,5) 25 (15,1)

Homozigoto mutado AA 0 (0,0) 1(1,2) 1(0,6) 1,04 0,59



Homozigoto normal CC
0GG1

rs1052133
HeterozigotoCG
Homozigoto mutado GG
Homozigoto normal CC
rs293795

Heterozigoto AG
Homozigoto mutado GG
Homozigoto normal AA

70 (84,3)

30 (36,1)
1(1,2)
52 (62,7)

22 (26,5)
4 (4,8)
57 (68,7)

70 (84,3)

27 (32,5)
4 (4,8)
52 (62,7)

21 (25,3)
4 (4,8)
58 (69,9)

140 (84,3)

57 (34,3)
5 (3,0) 195 0,37
104 (62,7)

43 (25,9)
8 (4,8) 032 0,98
115 (69,3)
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*Qui-quadrado

45 DANOS AO DNA DETECTADOS PELO ENSAIO COMETA NOS GRUPQOS
CASO E CONTROLE DISTRIBUIDOS DE ACORDO COM OS PONTOS DE
VARIACAO DOS GENES CYP2E1, CYP1A1 E OGGL.

Ao comparar os resultados das analises do sequenciamento com os danos de DNA entre

0s grupos caso e controle ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes

(Tabelas 15 e 16). No entanto, nos etilistas, foram encontradas associa¢des entre 0 MCO nos
pontos de variagdo rs3813867, rs2031920 e rs2031921 para heterozigotos (Tabela 15). Os

pontos de variacdo rs181373843 e rs147346339 nao foram analisados por apresentarem

somente o gen6tipo homozigoto normal.

Tabela 15. Estimativas da correlacdo dos parametros do ensaio cometa (média * desvio padréo)

e 0s gendtipos individuais entre os etilistas.

CcC % DNA MCO
CYP2E1
rs3813867* p=0,11 p=0,19 p=0,04
Heterozigoto 16,73+ 4,1 30,13 + 14,33 10,25 + 3,98
Homozigoto normal 14,73 £ 9,29 23,22 + 13,32 7,62 5,91
rs6413422* p=0,89 p=0,36 p=0,31
Heterozigoto 14,08 + 0,00 35,34 £ 0,00 11,76 £ 0,00
Homozigoto normal 14,88 + 9,07 23,58 + 13,44 7,76 £ 5,83
rs2031920* p=0,11 p=0,19 p=0,04
Heterozigoto 16,73 £ 4,10 30,13 + 14,33 10,25 + 3,98
Homozigoto normal 14,73 £ 9,29 23,22 £ 13,32 7,62 £5,91
rs2031921* p=0,11 p=0,19 p=0,04
Heterozigoto 16,73 £ 4,10 30,13 + 14,33 10,25 + 3,98
Homozigoto normal 14,73 £ 9,29 23,22 £ 13,32 7,62 £5,91
rs3813870* p=041 p=0,62 p=0,30
Heterozigoto 12,33 £ 5,02 20,54 £ 9,72 5,82 + 3,09
Homozigoto normal 15,22 + 9,40 24,16 + 13,85 8,08 =+ 6,05



rs2031922**
Heterozigoto
Homozigoto mutado
Homozigoto normal
CYP1Al
rs1048943**
Heterozigoto
Homozigoto mutado
Homozigoto normal
rs1799814*
Heterozigoto
Homozigoto normal
OGG1
rs1052133*
Heterozigoto
Homozigoto mutado
Homozigoto normal
rs293795**
Heterozigoto
Homozigoto mutado
Homozigoto normal

p=0,87
15,78 + 11,41
14,69 + 4,46
14,70 + 9,00

p=0,60
15,48 + 7,97
11,55 £ 0,00
14,78 £ 9,34

p=0,62
15,61 + 13,09
14,73 £ 8,16

p=0,91
16,81 + 10,50
14,19 £ 0,00
13,77 £ 8,03

p=041
15,70 £ 10,65
10,48 £ 3,75
14,86 + 8,60

p=0,31
18,79 + 8,16
28,65 + 13,44
24,12 + 14,14

p=0,63
24,10 £ 12,27
29,74 £ 0,00
23,54 +£13,83

p=0,55
25,04 £ 13,88
23,47 £13,43

p=0,50
26,10 £ 12,42
31,65+ 0,00
22,20 £ 13,97

p=0,32
23,59 + 15,50
16,13 £ 7,95
24,30 £ 12,88
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p=0,40
6,35 + 3,94
9,36 + 4,18
7,91 £ 6,29

p=0,75
8,12 + 5,54
8,95 £ 0,00
7,72 £5,95

p=0,75
9,34 £10,18
7,52 £ 4,64

p=043
8,51+4,32
11,46 £ 0,00
7,33 £ 6,55

p=0,52
8,15+8,44
4,83 + 3,47
7,88 £ 4,63

*Mann-Whitney; **Kruskal-Wallis

Tabela 16. Estimativas da correlacdo dos parametros do ensaio cometa (média + desvio padréao)

e 0s gendtipos individuais entre o grupo controle.

CcC % DNA MCO
CYP2E1

rs3813867* p =0,07 p=0,95 p =0,96
Heterozigoto 15,50 £ 7,82 21,37+ 17,30 6,17 £ 6,39
Homozigoto normal 11,12 + 6,32 19,26 + 12,47 5,64 +£5,59

rs6413422* p=0,12 p=0,50 p=041
Heterozigoto 3,98 £ 0,00 9,78 £ 0,00 1,64 + 0,00
Homozigoto normal 11,63 + 6,54 19,58 + 12,93 5,74 £ 5,65

rs2031920* p =0,06 p=0,59 p=0,59
Heterozigoto 15,23 +£7,36 22,78 £ 16,72 6,76 + 6,23
Homozigoto normal 11,09 + 6,36 19,06 + 12,43 5,56 =+ 5,59

rs2031921* p =0,06 p=0,59 p=0,59
Heterozigoto 15,23 + 7,36 22,78 £ 16,72 6,76 = 6,23
Homozigoto normal 11,09 + 6,36 19,06 + 12,43 5,56 £ 5,59

rs181373843* p=0,74 p=0,79 p=0,89
Heterozigoto 8,23+ 0,00 16,82 + 0,00 2,88 £ 0,00
Homozigoto normal 11,58 + 6,58 19,49 + 12,97 5,73 5,66

rs147346339* p=0,28 p=0,43 p=0,26
Heterozigoto 4,60 + 0,00 9,28 £ 0,00 1,49 £ 0,00



Homozigoto normal
rs3813870**
Heterozigoto

Homozigoto mutado

Homozigoto normal
rs2031922**
Heterozigoto

Homozigoto mutado

Homozigoto normal

CYP1A1
rs1048943*
Heterozigoto

Homozigoto normal
rs1799814*
Heterozigoto

Homozigoto mutado

Homozigoto normal

0GG1
rs1052133**
Heterozigoto

Homozigoto mutado

Homozigoto normal
rs293795**
Heterozigoto

Homozigoto mutado

Homozigoto normal

11,63 + 6,55
p=0,83
11,85 + 8,22
11,07 + 0,00
11,50 + 6,41
p=0,32
12,88 + 6,93
13,26 + 12,34
11,23 + 6,42

p=0,78
10,80 5,18
11,73 + 6,88
p=0,32
15,01 + 4,89
5,78 + 0,00
11,03 + 6,66

p=0,14
12,27 + 6,56
7,57 + 4,26
11,47 + 6,67
p=0,39
12,82 +7,83
775571
11,34 + 6,08

19,58 + 12,92
p=0,30
15,63 + 10,61
12,28 + 0,00
20,09 + 13,21
p = 0,49
16,42 + 8,69
34,00 + 37,16
19,61 + 12,69

p=0,44
17,03 + 10,36
20,09 + 13,46
p=0,49
28,89 + 18,76
7,12+0,00
18,02 + 11,03

p=0,15
19,02 £ 10,30
11,10+ 1,98
20,33 £ 14,37

p=0,40
22,94 + 16,37
15,56 + 14,55
18,47 + 11,29

5,74 £ 5,65
p=0,34
4,34 + 4,06
2,92 £ 0,00
592 +5,84
p =0,56
4,48 + 3,29
10,97 £ 13,51
577 £5,75

p=0,54
4,79 + 4,37
5,92 + 5,92
p=0,10
9,02 7,53
1,69 + 0,00
5,18 + 5,12

p=0,40
5,89+ 4,35
1,97 + 0,58
5,87 +£6,34

p=0,52
7,23+£8,11
4,48 +5,87
522 +4,42

50

*Mann-Whitney; **Kruskal-Wallis

4.6 FREQUENCIAS ALELICAS E ADERENCIA AO EQUILIBRIO DE HARDY-

WEIBERG

Nas amostras coletadas na cidade de Goiania foram encontrados 8 pontos de variacdo

para o gene CYP2EL, 2 pontos de variacdo para o gene CYP1ALl, e 2 pontos de variagao para o

gene OGGL. Foram inseridos os dados dos mesmos pontos de variagdo das amostras do projeto

1000Genomes, esses e as suas frequéncias estdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Pontos de variacdo dos genes CYP2E1, CYP1ALl e OGGL1 e suas frequéncias em diferentes populacfes do projeto 1000Genomes e em uma

amostra brasileira de Goiania, Goias.

Superpopulagédo Brasil Africanos Europeus Leste asiaticos Sul asiaticos Americanos GLOBAL
Gene Populagédo Contr| Caso | YRI LWK GWD MSL ESN ASW ACB CEU TSI FIN GBR IBS CHB JPT CHS CDX KHV PJL BEB STU ITU GIH MXL PUR CLM PEL
SNP ID SNP n 103 85 108 99 113 85 99 61 96 99 107 99 91 107 103 104 105 93 99 96 86 102 102 103 64 104 94 85 2692
Alelo Frequéncia alélica
CYP2EI1| rs3813867 G/C G 0,946 0,965 0,917 0,975 0,920 0,935 0,919 0,926 0,943 0,949 0,960 0,973 0,977 0,939 0,762 0,808 0,800 0,839 0,783 0,990 0,988 0,995 0,990 0,990 0,844 0,938 0,872 0,835 0,918
CYP2EI1| rs6413422 BA/C A 0,995 0,994 0,995 0,995 0,978 0,965 0,995 0,984 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,995 1,000 1,000 0,996
CcyP2E1| rs2031920 C/T C 0,946 0,965 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,984 1,000 0,949 0,960 0,973 0,977 0,939 0,762 0,808 0,800 0,839 0,783 0,990 0,988 0,995 0,990 0,990 0,844 0,942 0,888 0,841 0,935
CYP2EI1| rs2031921 T/C T 0,941 0,965 0,921 0,980 0,934 0,965 0,929 0,934 0,943 0,949 0,960 0,973 0,977 0,939 0,762 0,808 0,800 0,839 0,783 0,990 0,988 0,995 0,990 0,990 0,844 0,942 0,872 0,835 0,920
CYP2EI |rs181373843 G/C G 0,995 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,995 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,995 0,995 1,000 1,000 0,995 1,000 1,000 0,999
CYP2E1 |rs147346339 A/G A 0,995 1,000 0,991 0,955 0,991 0,994 1,000 0,967 0,984 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,996
CYP2EI1| rs3813870 A/G A 0,931 0,935 0,838 0,894 0,814 0,853 0,894 0,893 0,875 0,967 0,980 0,989 0,963 0,975 0,772 0,736 0,776 0,613 0,773 0,755 0,686 0,672 0,721 0,728 0,922 0,875 0,904 0,906 0,842
CYP2EI1| rs2031922 T/C T 0,887 0,818 0,657 0,636 0,690 0,676 0,626 0,803 0,734 0,916 0,955 0,956 0,958 0,919 0,762 0,808 0,800 0,839 0,783 0,990 0,988 0,995 0,980 0,990 0,805 0,875 0,851 0,800 0,840
CYPIAI| rs1799814 C/A C 0,923 0,923 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,979 0,975 0,986 0,995 0,962 0,916 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,990 1,000 0,985 0,985 0,995 0,977 0,938 0,973 0,994 0,982
CYPIAI| rsl1048943 A/G A 0,880 0,887 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,943 0,990 0,960 0,967 0,949 0,967 0,981 0,733 0,793 0,757 0,710 0,742 0,870 0,860 0,863 0,877 0,893 0,664 0,856 0,718 0,292 0,868
0GG1 rs1052133 C/G C 0,791 0,800 0,852 0,813 0,858 0,818 0,843 0,844 0,880 0,798 0,813 0,808 0,753 0,808 0,442 0,500 0,424 0,392 0,500 0,620 0,645 0,672 0,637 0,646 0,664 0,813 0,681 0,635 0,705
0GG1 rs293795 A/G A 0,825 0,818 0,671 0,697 0,681 0,624 0,662 0,672 0,656 0,854 0,874 0,813 0,885 0,846 0,961 0,966 0,943 0,989 0,944 0,854 0,791 0,873 0,912 0,908 0,875 0,798 0,878 0,912 0,830
YRI (Yoruba em Ibadan, Nigéria), LWK (Luhya em Webuye, Kenia), GWD (Gambianos nos estados do Oeste em Gambia), MSL (Mende em Serra Leoca), ESN (Esan na Nigéria), TSI (Habitantes da Toscana na
Italia), FIN (Finlandeses na Finldndia), GBR (Britadnicos da Inglaterra e Escdcia), IBS (Populagdo Ibérica da Espanha), CHB (Chineses Han de Pequim, China), JPT (Japoneses em Téquio, Japdao), CHS

(Chineses Han do Sudoeste da China),
Bangladesh) ,

Porto Rico),

CDX

(Chineses Dai em Xishuangbanna,
STU (Cingaleses de Tamil habitantes do Reino Unido), ITU
(Americanos do sudoeste dos Estados Unidos com ancestralidade africana),
CLM (Colombianos de Medellin,

Colombia),

PEL (Peruanos de Lima,

(Indianos de Telugu,

ACB (Afro-caribenhos em Barbados),

MXL
Peru), GIH (Indianos Gujarati de Houston,

China), KHV (Populacdo Kinh na cidade de Ho Chi Minh, Vietnam),
habitantes do Reino Unido), CEU

PJL

(Punjabi de Lahore,

Paquistao),

BEB (Bengalis de

(Moradores de Utah com ascendéncia do Norte e Oeste Europeu), ASW

Texas) .

(Americanos com ascendéncia mexicana em Los Angeles,

EURA),

PUR (Porto-riquenhos de

As frequéncias genotipicas aderiram ao esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os pontos de variacdo (p > 0,05), exceto para 0s

pontos de variacao destacados na Tabela 18. Ndo foram detectados desvios para o Equilibrio de Hardy-Weinberg nas amostras brasileiras (Tabela 18).
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Tabelal8. Aderéncia das frequéncias do gendtipos ao Equilibrio de Hardy-Weinberg considerando as populagdes do projeto 1000Genomes € a
populacéo brasileira (P < 0.05 indica fuga do Equilibrio de Hardy-Weinberg).

Superpopulagédo Brasil Africanos Europeus Leste asiaticos Sul asiaticos Americanos

Gene Populagdo Controle| Caso | YRI LWK GWD MSL ESN ASW ACB CEU TSI FIN GBR IBS CHB JPT CHS CDX KHV PJL BEB STU ITU GIH MXL PUR CLM PEL

SNP ID 103 85 108 99 113 85 99 61 96 99 107 99 91 107 103 104 105 93 99 96 86 102 102 103 64 104 94 85

p

CYP2E1 rs3813867 1,000 1,000 0,538 1,000 1,000 0,292 1,000 1,000 0,262 1,000 1,000 0,137 1,000 1,000 0,007 1,000 0,355 0,698 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CYP2E1 rs6413422 - - - - 1,000 1,000 - 1,000 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CYP2E1 rs2031920 1,000 1,000 - - - - - 1,000 - 1,000 1,000 0,137 1,000 1,000 0,007 1,000 0,355 0,698 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 0,596 1,000
CYP2E1 rs2031921 1,000 1,000 0,495 1,000 1,000 0,087 1,000 1,000 0,262 1,000 1,000 0,137 1,000 1,000 0,007 1,000 0,355 0,698 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Ccyp2E1| rs181373843 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ _ _ _ _ _ _ _ _
CYP2E1| rs147346339 - - 1,000 1,000 1,000 - - 1,000 1,000 - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
CYP2E1 rs3813870 0,380 1,000 0,472 0,071 0,023 1,000 0,594 1,000 0,156 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,779 0,320 0,778 0,513 0,093 0,266 0,456 0,823 1,000 1,000 0,316 1,000 0,189 0,147

CYP2E]1 rs2031922 0,109 0,000 0,834 0,199 0,047 0,459 0,831 0,099 0,600 1,000 1,000 0,173 1,000 1,000 0,007 1,000 0,355 0,698 1,000 1,000 1,000 - 1,000 1,000 0,432 0,358 1,000 0,505
CYPI1Al rs1799814 0,471 1,000 - - - - - - 1,000 1,000 1,000 - 1,000 0,543 - - - - - 1,000 - 1,000 1,000 - 1,000 0,326 1,000 -

CYPIA1 rs1048943 0,355 1,000 - - - - - 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,452 0,553 0,418 0,806 1,000 0,183 0,660 0,686 0,642 1,000 0,397 0,431 1,000 0,120
0GG1 rs1052133 0,763 0,178 1,000 0,325 0,000 0,458 1,000 0,329 0,126 0,757 0,115 1,000 0,783 0,350 0,312 0,558 0,422 0,048 0,040 0,196 0,245 0,365 0,673 0,831 0,097 0,191 1,000 0,642
OGG1 rs293795 0,181 0,458 1,000 0,808 0,667 0,816 0,367 1,000 0,364 0,687 0,061 1,000 0,322 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,250 0,415 1,000 0,660 0,164 0,598 0,237 0,119 1,000 1,000

YRI (Yoruba em Ibadan, Nigéria), LWK (Luhya em Webuye, Kenia), GWD (Gambianos nos estados do Oeste em Gambia), MSL (Mende em Serra Leoa), ESN (Esan na Nigéria), TSI (Habitantes da Toscana
na Itdlia), FIN (Finlandeses na Finladndia), GBR (Britdnicos da Inglaterra e Escdcia), IBS (Populagdo Ibérica da Espanha), CHB (Chineses Han de Pequim, China), JPT (Japoneses em Tdquio,
Japdo), CHS (Chineses Han do Sudoeste da China), CDX (Chineses Dai em Xishuangbanna, China), KHV (Populacdo Kinh na cidade de Ho Chi Minh, Vietnam), PJL (Punjabi de Lahore, Paquistdo), BEB
(Bengalis de Bangladesh), STU (Cingaleses de Tamil habitantes do Reino Unido), ITU (Indianos de Telugu, habitantes do Reino Unido), CEU (Moradores de Utah com ascendéncia do Norte e Oeste
Europeu), ASW (Americanos do sudoeste dos Estados Unidos com ancestralidade africana), ACB (Afro-caribenhos em Barbados), MXL (Americanos com ascendéncia mexicana em Los Angeles, EUA), PUR
(Porto-riquenhos de Porto Rico), CLM (Colombianos de Medellin, Colombia), PEL (Peruanos de Lima, Peru), GIH (Indianos Gujarati de Houston, Texas).

- O teste ndo pode ser realizado devido a baixa variabilidade ou a presenca de somente um alelo nesta populacgéo.



53

5 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

O Desequilibrio de Ligacao (DL), foi mensurado utilizando o software Haploview 4.1
(Barrett et al., 2005) utilizando pontos de variagdo que apresentaram frequéncia alélica minima
(MAF) de 1%. Na populacao global (unido das populaces do 1000Genomes e brasileiros), um
unico bloco de DL foi detectado envolvendo toda a extensdo da regido promotora do gene
CYP2EL. Em relagdo aos subgrupos estratificados pelo continente de origem, foi detectado um
elevado DL principalmente entre o ponto de variacdo -1295 e os demais pontos de variagcdo
(Figura 5). A avaliacdo do DL apresentados pelos grupos caso e controle e populagdes
americana, europeia e asiatica indicou a presenca de regides cujos pontos de variag¢do -1295 e -
1055 apresentam um forte desequilibrio. Os padrbes de DL variam entre os grupos avaliados,

especialmente entre as amostras das popula¢Ges americana e leste asitica.

Figura 5. DL entre os pares de SNPs no gene CYP2EL.
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A imagem foi gerada pelo programa Haploview usando SNPs com frequéncia > 1%. Areas em vermelho
indicam forte DL (LOD > 2, D '= 1), rosa indicam DL moderado (LOD > 2, D' < 1), azul indica DL
fraco (LOD <2, D '= 1) e branco indica que nao ha DL (DL <2, D '< 1). Os blocos de haplotipos foram
definidos pelo método de intervalos de confianga implementado no software Haploview. Diferentes
valores de D' séo representados dentro dos quadrados como percentagens. LOD log das probabilidades;

D', correlagdo par a par entre os SNPs. As posi¢Oes de SNPs foram estimados considerando a adenina
no primeiro ATG como uma base +1.
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6 DIVERSIDADE, FREQUENCIA E RELACOES ENTRE OS HAPLOTIPOS

Os haplétipos foram inferidos pelo método probabilistico PHASE como descrito
anteriormente. A inferéncia de haplétipos foi realizada usando 2670 amostras (2504 amostras
do projeto 1000Genomes e 166 amostras brasileiras). A analise revelou a presenca de 15
haplotipos diferentes considerando os 8 pontos de variacado encontrados na regido avaliada do
gene CYP2EL, e 3 hapldtipos diferentes considerando os dois pontos de variagdo encontrados
nas regides avaliadas tanto do gene CYP1A1 quanto do gene OGG1. As Tabelas 19, 21 e 23
apresentam os hapl6tipos encontrados considerando todas as populacBes em conjunto. As
Tabelas 20, 22 e 24 apresentam a frequéncia relativa dos haplotipos encontrados nos dados do

projeto 1000Genomes e nas amostras brasileiras para cada um dos genes estudados.

Tabela 19. Hapldtipos encontrados considerando os pontos de variacdo presentes na regido

promotora do gene CYP2EL.

Pontos de variagdo?

Haplétipos -1295 -1129 -1055 -1027 -1009 -1005 -903 -807 an%‘ﬂ]'gfjo
HO1 G A C T G A A T 0,6730
HO2 G A C T G A G T 0,1580
HO3 G A C T G A A C 0,0775
HO4 cC A T C G A A C 0,0646
HO5 cC A C C G A A C 0,0147
HO6 G A C T 6 G A T 0,0041
HO7 G ¢ ¢ T 6 A A T 0,0035
HO8 cC A C T G A A cC 0,0024
HO9 G A C T C A A T 0,0009
H10 G A T C G A A C 0,0002
H11 cC A T C G A A T 0,0002
H12 G A T T G A A T 0,0002
H13 cC A C T G A G C 0,0002
H14 G A C T G A G C 0,0000
H15 G A C G A T A T 0,0000

a Posicdo gendmica referenciada tendo a base A do primeiro ATG traduzido como a +1.
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Tabela 20. Frequéncia relativa dos 15 haplotipos encontrados para o gene CYP2EL dos dados do projeto 1000Genomes e das amostras brasileiras.

Superpopulacgéo Brasil Africanos Europeus Leste asiaticos Sul asidticos Americanos Global
Populacgéo CONTROLE CASO YRI LWK GWD MSL ESN ASW ACB CEU TSI FIN GBR IBS CHB JPT CHS CDX KHV PJL BEB STU ITU GIH MXL PUR CLM PEL
2? 206 170 216 198 226 170 198 122 192 198 214 198 182 214 206 208 210 186 198 192 172 204 204 206 128 208 188 170 5384
Haplétipo

HO1l 0,8040 ©0,7470 0,4810 0,4800 0,4730 0,4880 0,5150 0,6480 0,5940 0,8940 0,8830 0,9340 0,9400 0,9160 0,5340 0,5430 0,5760 0,4520 0,5560 0,7450 0,6740 0,6620 0,6960 0,7180 0,7190 0,7450 0,7550 0,7060 0,6730
HO2 0,0686 0,0588 0,1620 0,1060 0,1860 0,1470 0,1060 0,1070 0,1250 0,0253 0,0327 0,0202 0,0110 0,0374 0,2280 0,2640 0,2240 0,3870 0,2270 0,2450 0,3140 0,3280 0,2790 0,2720 0,0781 0,1200 0,0957 0,0941 0,1580
HO3 0,0539 0,1410 0,2590 0,3380 0,2300 0,2590 0,2930 0,1230 0,2080 0,0202 0,0327 0,0051 0,0165 0,0234 0,0000 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 0,0098 0,0000 0,0391 0,0625 0,0213 0,0353 0,0775
HO4 0,0490 0,0353 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0164 0,0000 0,0606 0,0514 0,0404 0,0275 0,0187 0,2380 0,1920 0,2000 0,1610 0,2170 0,0104 0,0116 0,0049 0,0098 0,0097 0,1480 0,0577 0,1120 0,1590 0,0646
HO5 0,0049 0,0000 0,0787 0,0202 0,0664 0,0353 0,0707 0,0492 0,0573 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0078 0,0000 0,0160 0,0059 0,0147
HO6 0,0049 0,0000 0,0093 0,0455 0,0089 0,0059 0,0000 0,0328 0,0156 0,0000 O0,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 0,0041
HO7 0,0049 0,0059 0,0046 0,0051 0,0221 0,0353 0,0051 0,0164 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0048 0,0000 0,0000 0,0035
HO8 0,0000 0,0000 0,0046 0,0051 0,0133 0,0294 0,0101 0,0082 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 0,0024
HO9 0,0049 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0055 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0049 0,0049 0,0000 0,0000 0,0048 0,0000 0,0000 0,0009
H10 0,0049 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0002
H11 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0047 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0002
H12 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0078 0,0000 0,0000 0,0000 0,0002
H13 0,0000 o0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 O,0000 0O,0000 O,0000 0,0048 0,0000 0,0000 0,0002
H14 0,0000 0,0059 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
H15 0,0000 0,0059 0,0000 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 O,0000 O,0000 O,0000 0,0000 O,0000 0,0000 O,0000 O,0000 O,0000 O,0000 0O,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

YRI (Yoruba em Ibadan, Nigéria), LWK (Luhya em Webuye, Kenia), GWD (Gambianos nos estados do Oeste em Gambia), MSL (Mende em Serra Leoa), ESN (Esan na Nigéria), TSI (Habitantes da Toscana na Italia), FIN

(Finlandeses na Finlandia), GBR (Britdnicos da Inglaterra e Escbcia),

China), CDX (Chineses Dai em Xishuangbanna,

Reino Unido), ITU

(Indianos de Telugu,

China),
habitantes do Reino Unido),

CEU

IBS

(Moradores de Utah com ascendéncia do Norte e Oeste Europeu),
(Afro-caribenhos em Barbados), MXL (Americanos com ascendéncia mexicana em Los Angeles, EUA), PUR (Porto-riquenhos de Porto Rico),
(Indianos Gujarati de Houston, Texas).

(Populacdo Ibérica da Espanha), CHB (Chineses Han de Pequim,
KHV (Populacdo Kinh na cidade de Ho Chi Minh, Vietnam), PJL (Punjabi de Lahore,

China), JPT

Paquistao), BEB
ASW
CLM

(Bengalis de Bangladesh),

(Japoneses em Téquio,

Colombia),

Japé&o)

STU
(Americanos do sudoeste dos Estados Unidos com ancestralidade africana),

(Colombianos de Medellin, PEL

CHS

(Chineses Han do Sudoeste da
(Cingaleses de Tamil habitantes do

(Peruanos de Lima, Peru),

GIH

ACB

Tabela 21. Hapl6tipos encontrados considerando 0s pontos de variagao presentes na regido estudada do gene CYP1A1.

Pontos de wvariagéao?

Haplétipos 2452 2454 Populacdo mundial
HO1 C A 0,8460
HO2 C G 0,1320
HO3 A A 0,0182

a Posicdo genémica referenciada tendo a base A do primeiro ATG traduzido como a +1.
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Tabela 22. Frequéncia relativa dos 3 hapldtipos encontrados para o gene CYP1A1 dos dados do projeto 1000Genomes e das amostras brasileiras.

Superpopulagio Brasil Africanos Europeus Leste asiaticos Sul asiaticos Americanos Global
Populagdo CONTROLE CASO YRI LWK GWD MSL ESN ASW ACB CEU TSI FIN GBR IBS CHB JPT CHS CDX KHV PJL BEB STU ITU GIH MXL PUR CLM PEL
2n 206 170 216 198 226 170 198 122 192 198 214 198 182 214 206 208 210 186 198 192 172 204 204 206 128 208 188 170 5384
Haplétipo
HO1 0,8028 0,8093 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,9430 0,9690 0,9340 0,9530 0,9440 0,9290 0,8970 0,7330 0,7930 0,7570 0,7100 0,7420 0,8590 0,8600 0,8480 0,8630 0,8880 0,6410 0,7930 0,6910 0,2860 0,8460
HO2 0,1200 ©0,1130 0,0000 O,0000 0,0000 0,0000 O,0000 O,0574 0,0104 0,0404 0,0327 0,0505 0,0330 0,0187 0,2670 0,2070 0,2430 0,2900 0,2580 0,1300 0,1400 0,1370 0,1230 0,1070 0,3360 0,1440 0,2820 0,7080 0,1320
HO3 0,0769 0,0774 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0208 0,0253 0,0140 0,0051 0,0385 0,0841 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0104 0,0000 0,0147 0,0147 0,0049 0,0234 0,0625 0,0266 0,0060 0,0182
YRI (Yoruba em Ibadan, Nigéria), LWK (Luhya em Webuye, Kenia), (Gambianos nos estados do Oeste em Gambia), MSL (Mende em Serra Leoa), ESN (Esan na Nigéria), TSI
(Finlandeses na Finlandia), GBR (Britdnicos da Inglaterra e Escbdcia), IBS (Populacdo Ibérica da Espanha), CHB
China), CDX (Chineses Dai em Xishuangbanna, China),

Reino Unido),

ITU

(Indianos de Telugu,

KHV

(Populacdo Kinh na cidade de Ho Chi Minh, Vietnam),

(Chineses Han de Pequim,

China), JPT

(Japoneses em Tbéquio,

(Habitantes da Toscana na Italia),

FIN

Japao) , CHS (Chineses Han do Sudoeste da
PJL (Punjabi de Lahore, Paquistdo), BEB (Bengalis de Bangladesh), STU (Cingaleses de Tamil habitantes do
habitantes do Reino Unido), CEU (Moradores de Utah com ascendéncia do Norte e Oeste Europeu), ASW (Americanos do sudoeste dos Estados Unidos com ancestralidade africana), ACB
(Afro-caribenhos em Barbados), MXL (Americanos com ascendéncia mexicana em Los Angeles, EUA), PUR (Porto-riquenhos de Porto Rico), CLM (Colombianos de Medellin, Colombia), PEL (Peruanos de Lima, Peru), GIH
(Indianos Gujarati de Houston, Texas).
4t - - ~ -~
Tabela 23. Hapldtipos encontrados considerando 0s pontos de variagdo presentes na regido estudada do gene OGGL.
Pontos de variagéo?
Haplétipos 6803 7143 Populacdo mundial
H1l C A 0,534
H2 G A 0,295
H3 C G 0,170
.~ A - . - - -
a Posicdo gendmica referenciada tendo a base A do primeiro ATG traduzido como a +1.
A - - 4 - ag e
Tabela 24. Frequéncia relativa dos 3 haplétipos encontrados para o gene OGG1 dos dados do projeto 1000Genomes e das amostras brasileiras.
Superpopulacéo Brasil Africanos Europeus Leste asiaticos Sul asidticos Americanos Global
Populagéo CONTROLE CASO YRI LWK GWD MSL ESN ASW ACB CEU TSI FIN GBR IBS CHB JPT CHS CDX KHV PJL BEB STU ITU GIH MXL PUR CLM PEL
%n - 206 170 216 198 226 170 198 122 192 198 214 198 182 214 206 208 210 186 198 192 172 204 204 206 128 208 188 170 5384
Haplétipo
HO1l 0,617 0,618|0,523 0,510 0,540 0,441 0,505 0,516 0,536]|0,652 0,687 0,621 0,637 0,654(0,403 0,466 0,367 0,382 0,444(0,474 0,436 0,544 0,549 0,553]0,539 0,611 0,559 0,547 0,534
HO2 0,209 0,200{0,148 0,187 0,142 0,182 0,157 0,156 0,120]|0,202 0,187 0,192 0,247 0,192]0,558 0,500 0,576 0,608 0,500(0,380 0,355 0,328 0,363 0,354|0,336 0,188 0,319 0,365 0,295
HO3 0,175 0,182]0,329 0,303 0,319 0,376 0,338 0,328 0,344]|0,146 0,126 0,187 0,115 0,154|0,039 0,034 0,057 0,011 0,056 0,146 0,209 0,127 0,088 0,092|0,125 0,202 0,122 0,088 |0,170
YRI (Yoruba em Ibadan, Nigéria), LWK (Luhya em Webuye, Kenia), GWD (Gambianos nos estados do Oeste em Gambia), MSL (Mende em Serra Leoa), ESN (Esan na Nigéria), TSI (Habitantes da Toscana na Italia), FIN
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7 DISCUSSAO

O etanol é considerado a droga mais consumida no mundo, 0 consumo crénico dessa
substancia é um problema social e de salde publica, uma vez que traz graves consequéncias,
tornou-se um dos principais fatores risco a doengas como cirrose, cancer hepatico,
miocardiopatia alcoolica, homicidios, acidentes, sendo responsavel por 3,2% de todas as mortes
no mundo (OMS, 2014). No Brasil o consumo crénico do etanol € um dos principais fatores
causa de doenca e mortalidade, e tornou-se um problema de satde publica (Meloni e Laranjeira,
20014; World Health Report, 2002).

A analise das amostras dos etilistas e dos individuos que constituiram o grupo controle
demonstrou, assim como em outros estudos, que o consumo crénico de etanol ¢é
predominantemente realizado por homens com idade acima de 40 anos (Pastorelli et al., 2001;
Soya et al., 2008; Marques, 2010; Ballarin et al., 2011; Freitas et al., 2012). A maior frequéncia
do sexo masculino no consumo abusivo de etanol pode estar relacionada, principalmente,
devido ao fato de as mulheres serem mais vulneraveis aos efeitos adversos do consumo
excessivo de etanol, por possuirem menor indice de massa e quantidade de agua corporal, maior
quantidade de gordura, levando, consequentemente a uma taxa de metabolizacdo do alcool
diferente em relagdo a individuos do sexo masculino (Marques, 2010).

A partir da comparacao dos parametros avaliados pelo ensaio cometa entre 0 grupo caso
e grupo controle, 0 maior dano ao DNA encontrado ocorreu no grupo caso. 1sso pode ser devido
ao consumo de etanol em grandes quantidades e de forma crdnica, que expdem os etilistas a
niveis elevados de acetaldeido por longos periodos. O acetaldeido é toxico ao organismo e induz
ao estresse oxidativo e danos ao DNA. Além disso, é fator de risco na susceptibilidade ao cancer
de cabeca e pescoco (Garcia, 2010; Hakenewertha et al., 2013), carcinoma de boca (Takamori,
2012) e doencas hepaticas (Khan et al., 2009).

Em relacdo ao habito tabagista, notou-se diferenca entre os grupos, no grupo caso houve
predominancia de fumantes ao comparar com o grupo controle em que houve predominancia
de ndo fumantes. O uso associado de etanol e tabaco ocorreu em 76% dos individuos etilistas.
O consumo crénico de etanol e o tabagismo sdo comuns em individuos etilistas e tem associacao
com a maior producdo de acetaldeido (Pastorelli et al., 2001; Soya et al., 2008). O habito
tabagista pode interferir na anélise da relacéo entre o dano ao DNA e o consumo cronico de
etanol. No entanto, este estudo ndo demonstrou que o dano ao DNA do grupo caso estava
associado com o tempo de tabagismo e etilismo, carga tabagica e quantidade de alcool/dia

(p>0,05). Isso provavelmente porque 0s grupos estdo heterogéneos, no grupo caso os etilistas
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possuem faixa etaria mais elevada e grande parte sdo do sexo masculino, enquanto que no
controle os individuos s&o mais jovens.

As analises dos gendtipos demonstraram que dos 8 pontos de variagdo encontrados no
gene CYP2EL (rs3813867, rs6413422, rs2031920, rs2031921, rs181373843, rs147346339,
rs3813870 e rs2031922), os rs3813867, rs6413422, rs2031920, rs2031921, rs181373843 e
rs147346339 tiveram maior frequéncia do alelo ndo mutado, tanto no grupo caso quanto no
controle, sendo que nenhum homozigoto mutado foi detectado para essas regides. Os rs1048943
e rs1799814 do gene CYP1AL, e 0s rs1052133 e rs293795 do gene OGG1 apresentaram o alelo
mutado, com frequéncias muito baixas (Tabela 14). Estudos demonstraram que esses pontos de
variacdo nos genes CYP2E1 e CYP1Al sdo relevantes quanto ao metabolismo de xenobioticos,
como o etanol, sendo associados a um aumento do desenvolvimento de doencas (Vogel, 2007;
Bozina et al., 2009; Reis, 2010; Carvalho, 2012; Garcia-Banuelos et al., 2012; Ramchandani,
2013). O ponto de variacao rs2031920, por exemplo estd associado a um aumento nos niveis
de expressao do gene CYP2EL, e a maior atividade enzimatica (Arif et al., 2007; Ramchandani,
2013). Outros grupos de estudo demonstraram que apesar de os individuos consumirem etanol
de forma crénica, estes apresentaram o genotipo homozigoto normal mais frequente dentro do
grupo dos etilistas (Vogel 2007; Khan et al., 2009, Marques, 2010).

Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os genotipos nos
pontos de variagdo rs3813867, rs2031920, rs2031921 do gene CYP2EL e os danos ao DNA.
Esses pontos de variacdo podem estar relacionados com a expressdo alterada deste gene e
podem provocar danos ao DNA (Charlier, 2012; Carvalho, 2012). Ha relacdo entre 0 uso
cronico de tabaco e o surgimento de cancer bucal e colo-retal com a presenca gendétipos
homozigotos mutados e heterozigotos para o ponto de variacdo rs3813867 e do gendtipo nao
mutado (C/C) para o ponto de variacdo rs2031920. O rs2031920 esta relacionado a
suscetibilidade de desenvolvimento de céancer oral e de pulmdo em individuos expostos a
xenobioticos, como etanol e o tabaco (Anantharaman et al., 2011; Peng et al., 2013; Kakino et
al. 2016).

Individuos etilistas heterozigotos para os pontos de variagcdo rs3813867, rs2031920,
rs2031921 do gene CYP2E1 apresentaram um dano ao DNA superior em relagdo ao alelo
homozigoto ndo mutado quando analisado o parametro Momento da Cauda de Olive (MCO), o
que ndo ocorreu no grupo controle. Os alelos mutados estdo associados com o aumento da
atividade de transcri¢do enzimaética, e 0 aumento da atividade da enzima CYP2E1 promove a
ativacdo de carcinogénicos, producdo mais elevada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e

outros compostos toxicos provocando entdo maior dano ao DNA (Albano, 2006; Gemma et al.,
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2006; Vogel, 2007; Bozina et al., 2009; Deka et al., 2010; Marques, 2010; Garcia-Banuelos et
al., 2012; Ramchandani, 2013). Porém, percebe-se uma tendéncia de menor dano ao DNA nos
etilistas que apresentam gendtipo homozigoto ndo mutado, devido a falta de significancia
estatistica ndo é possivel afirmar que este efeito seja uma vantagem conferida ao gendtipo. A
falta de significancia estatistica nesse estudo pode ser explicada pela baixa frequéncia do alelo
variante porque a amostra é limitada, dessa forma, se faz necessario avaliar mais individuos.

Em relacdo aos dois pontos de variagdo encontrados no gene CYP1A1, rs1048943 e
rs1799814, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 0s genotipos
e 0s danos ao DNA, apesar de estes pontos de variagdo estarem relacionados a uma maior
transcrigdo do gene, aumento da atividade da enzima e serem indicadores de suscetibilidade ao
desenvolvimento de doencas (Ulusoy et al., 2007; Kristiansen et al., 2011). O ponto de variagédo
rs1048943, uma transicdo de adenina para guanina (A/G) leva a substituicdo de isoleucina por
valina, e esta relacionado a maior transcri¢do do gene.

Nos dois pontos de variagdo do gene OGG1, rs1052133 e rs293795, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os gendétipos e os danos ao DNA.
Embora o alelo mutado no ponto de variacdo rs1052133 tenha apresentado diferencas
significativamente importantes quando associado a susceptibilidade ao cancer (Li et al., 2008).
Outros estudos demonstraram que a frequéncia elevada, quando comparada aos controles, do
alelo mutado para esse ponto de variagdo em OGG1 afeta a suscetibilidade ao cancer (Park et
al., 2004; Kohno et al., 2009; Le Marchand et al., 2002; Chang et al., 2009; Janik et al., 2011).

Estudos demonstram a importancia do ponto de variacdo rs1052133 no risco ao
desenvolvimento de doencas. Estudo com portadores de carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco e individuos saudaveis da India, apresentou baixa frequéncia genotipica de
homozigotos mutados (0,08) para o rs1052133 do gene OGGL1, no entanto, observaram que ha
associacdo entre gendtipos homozigotos mutados (G/G) e heterozigotos (C/G) e a presenca do
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (Mitra et al., 2011). Houve associacao
entre 0 rs1052133 e o aumento do risco dos pacientes em desenvolver cancer gastrico, e
demonstraram que rs1052133 esta associado a diminuicdo da atividade da enzimatica de OGG1
(Luetal., 2016). No entanto, esta associa¢do néo foi apresentada em outros estudos (Karahalil
et al., 2008; Qian et al., 2011).

Os resultados desse estudo demonstram correlacdo entre 0s genotipos encontrados nos
pontos de variagdo rs3813867, rs2031920 e rs2031921 do CYPZ2EL1 e o dano ao DNA quando
analisado o pardmetro Momento da Cauda de Olive (MCO) no grupo dos etilistas, mas sem

correlacéo entre os gendtipos encontrados nos pontos de variacdo rs1048943 e rs1799814 do
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gene CYP1AL, e os genotipo encontrados nos pontos de variagdo rs1052133 e rs293795 do gene
OGGL1 e 0 dano ao DNA. Porém, isso ndo exclui a possibilidade de esses genotipos exercerem
alguma influéncia no dano, visto que a combinacao desses e outros genes do metabolismo do
etanol também pode contribuir de alguma forma para o dano ao DNA.

As amostras brasileiras de Goiania foram comparadas as frequéncias das 26 populagdes
do projeto 1000Genomes, esta abordagem permitiu uma avaliacdo global da variabilidade
dessas regides especificas dos genes desse estudo no mundo. Observando a frequéncia dos
pontos de variacdo rs3813867, rs2031920 e rs2031921 do gene CYP2EL percebe-se que ha
maior proximidade genética entre as amostras da populacéo brasileira com as subpopulagdes
Britanicos da Inglaterra e Escécia, Populacdo Ibérica da Espanha. Em relagdo as frequéncias
dos pontos de variacdo do gene CYP1A1 das amostras brasileiras, rs1048943 demonstrou maior
proximidade genética com a subpopulacdo de Finlandeses na Finlandia e rs1799814 com Porto-
riquenhos de Porto Rico. E quanto as frequéncias dos pontos de variagdo do gene OGG1 das
amostras brasileiras, os pontos de variagdo rs1052133 e rs293795 demonstraram maior
proximidade genética com a populacéo de europeus.

As frequéncias genotipicas aderiram ao esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg
para todos os pontos de variacdo (P> 0,05) nas amostras brasileiras. Exceto para 0s pontos de
variagdo rs3813867, rs2031920, rs2031921, rs3813870 e rs2031922 do gene CYP2EL, e exceto
para o ponto de variacdo rs1052133 do gene OGG1 em subpopulagdes africanas e leste asiaticas
do 1000Genomes.

O Desequilibrio de Ligacao foi medido e no geral, os pontos de variacdo frequentes no
gene CYP2EL apresentaram DL entre si, foi detectado um elevado DL principalmente entre o
ponto de variagdo -1295 e os demais pontos de variacao, evidenciado principalmente pelo baixo
namero de hapl6tipos frequentes. Na populacdo americana foi detectado um bloco envolvendo
toda a regido promotora do CYP2EL. Também foi observado um bloco com elevado DL na
populacdo leste asidtica. Na populacdo africana, dois blocos de DL foram detectados
envolvendo as extremidades da regido promotora do gene CYP2EL.

Com base nos pontos de variacdo do gene CYP2E1, 15 haplotipos foram inferidos.
Desses, apenas 4 haplotipos foram frequentes em todas as populagdes, aqui denominados HO1,
H02, H3 e H4, sugerindo que provavelmente estes sdo 0s mais antigos e originados antes da
dispersdo do homem & partir da Africa. Enquanto que com base nos dois pontos de varia¢io dos
genes CYP1Al e OGG1, foram inferidos 3 hapl6tipos para cada gene, todos presentes na
populacdo brasileira de estudo. Nenhum haplétipo composto apenas por alelos mutados foi

apresentado nos pontos de variagdo dos genes CYP1Al e OGG1. Embora, tenha ocorrido
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hapl6tipos com ao menos um alelo mutado para ambos genes (para CYP1Al, C/G com
frequéncia de 0,1320 e A/A com frequéncia de 0,0182; e para 0 OGG1, G/C com frequéncia de
0,170 e A/G com frequéncia de 0,295 na populacdo mundial) (Tabelas 21 e 23).

Ha diferenca entre cada uma das superpopulacfes quando analisados os 14 hapl6tipos
inferidos para o gene CYP2EL, o haplotipo HO3 tem uma frequéncia elevada nas
superpopulagdes africanas, enquanto que nas outras populagcdes mundiais a frequéncia deste é
um pouco menor. O haplétipo HOL1, na Europa, tem frequéncia muito elevada quando
comparada com as frequéncias das outras populacbes mundiais. O haplotipo HO2 tem
frequéncia maior nas subpopulacdes orientais. As populagdes americanas e brasileiras deste
estudo tem um componente de populagédo africano alta, isso mostra que a frequéncia desses
hapl6tipos que so bastante comuns na Africa, como o haplétipo HO3, esté presente em grande
frequéncia nas populacdes que tem um componente africano em relacdo a miscigenacdo. A
populacgéo brasileira estudada ndo possui frequéncia para os seguintes: HO8 (YRI, LWK, GWD,
ESN, ASW e MSL), H11 (IBS), H12 (MXL), H13 (PUR) (Tabela 20), esses haplotipos estdo

presentes em baixa frequéncia nessas populagdes africanas, mexicanas e europeias.
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8 CONCLUSAO

A avaliacdo da variabilidade da regido promotora do gene CYP2EL1 apresentou 8 pontos
de variacdo na populacdo brasileira deste estudo, e 2 pontos de varia¢do para o gene CYP1Ale
para 0 OGGL.

A maior parte dos etilistas desse estudo € do sexo masculino, a faixa etaria mais
frequente foi igual ou superior a 40 anos e apresentam historico de tabagismo. Esse grupo
apresentou dano ao DNA quase 2 vezes maior comparado ao grupo controle quando analisados
0s parametros do ensaio cometa. Porém, o dano ao DNA observado nos etilistas ndo mostrou
associacdo com o tempo de tabagismo e etilismo, carga tabagica e quantidade de alcool/dia.

A partir das reacdes de sequenciamento foram identificados 8 pontos de variacdo no
gene CYP2E1, 2 pontos de variacdo no gene CYP1AL e 2 pontos de variacdo no gene OGG1
nas amostras de Goiania. A partir da comparagdo dos gendtipos dos genes entre 0s grupos caso
e controle foi observado que o0s pontos de variacdo rs3813867, rs6413422, rs2031920,
rs2031921, rs181373843 e rs147346339 do gene CYP2EL tiveram maior frequéncia do alelo
ndo mutado tanto no grupo caso quanto no controle, nenhum homozigoto mutado foi detectado
para essas 6 regides. Os rs1048943 e rs1799814 do gene CYP1AL, e os rs1052133 e rs293795
do gene OGG1 apresentaram o alelo mutado, com frequéncias muito baixas. Ao comparar 0s
resultados das analises dos gendtipos com os danos ao DNA entre 0s grupos caso e controle
foram encontradas associa¢fes entre 0 MCO nos pontos de varia¢do rs3813867, rs2031920 e
rs2031921 do gene CYP2E1 para heterozigotos do grupo dos etilistas.

Foram encontrados 15 haplotipos quando avaliado o gene CYP2EL e 3 hapl6tipos para
cada um dos genes CYP1Al e OGG1.

A relacdo entre os haplétipos da populacédo brasileira e do 1000Genomes demonstrou
que as amostras brasileiras apresentaram frequéncias similares as frequéncias da populagéo

europeia e africana.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: UTILIZAGAO DE BIOMARCADORES PARA AVALIAGCAO DO
DANO GENETICO INDUZIDO PELO CONSUMO ABUSIVO DE ALCOOL
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O consumo abusivo de alcool traz inimeras consequéncias para a satde e qualidade de
vida do individuo. O alcoolismo, por si s0, é considerado uma doenca, sendo caracterizada como
multifatorial, que ndo tem restri¢des a classe social nem idade de inicio do habito de beber e consiste
numa interacdo de influéncias poligénicas (genéticas e ambientais). Segundo relatorio da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2004), o consumo de alcool nos dltimos vinte anos tem
diminuido nos paises desenvolvidos e aumentado nos paises em desenvolvimento.

O objetivo principal deste estudo é 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 detec¢do precoce de enfermidades, o que deve ser levado em
consideracéo para prevengdo dos males em alcoolistas.

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, entao, possa decidir
sobre sua participacgéo.

A participacéo é voluntéria e gratuita, e implica, basicamente, em:

- aplicacdo de questionario de estilo de vida;

- coleta sanguinea.

O questionario de estilo de vida ira 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
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 obrigagdes em justificar essa
deciséo.

Sua entrevista — contendo dados que permitam sua identificacdo, informagdes pessoais e de
trabalho - ndo serdo conduzidas (sem sua autoriza¢do), a individuos ndo integrantes da equipe de
pesquisa. Suas informacdes, relatos e opinides ficardo em segredo. O uso dessas respostas sera
realizado diante de analise e enquadramento estatistico e/ou com conversdo dos seus dados
identificatérios em codigos (que impecam sua identificacdo). A partir de entdo, os resultados
obtidos poderéo ser apresentados e publicados, desde que respeitada a garantia de sigilo que Ihe foi
dada.
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A coleta de sangue sera realizada para obtencdo do seu perfil bioquimico e hematoldgico
(baseados nas Diretrizes para Atencdo Integral & Salude 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 € livre de riscos. Contudo, 0s procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, sendo eles: possibilidade
de aparecimento de hematoma pds-coleta e formacdo de edema. Mas, caso ocorra qualquer
intercorréncia devido a coleta de sangue, o0s pacientes serdo encaminhados ao Servico de
Atendimento Médico da Universidade Federal de Goiés.

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
0 uso de medicamentos ou a presenca de alguma doenca.

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 identificagdo 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 o
participante ja esteja submetido (a), nem tdo pouco na sua condi¢do 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.

Mesmo apds a assinatura deste termo, vocé tem total liberdade de desistir ou de interromper
sua colaboragdo nesse estudo, no momento em que desejar (até dada a publicacdo), 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 apos 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 periodicos no pelo Ambulatério do Centro de Atencédo Psicossocial (CAPS Ad/Casa), onde
poderao 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;
() N&o desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados ao CAPS Ad/Casa;
Sua colaboracdo sera de extrema importancia para o éxito desta pesquisa, pela qual,
agradecemos de antemao.

Declaro verdadeiras as informagdes acima citadas,
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Caroline Oliveira de Araujo Melo Pesquisadora Responsavel
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu
R.G. n% , abaixo assinado, tendo recebido as
informac@es 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 a cerca
dos procedimentos, riscos e beneficios e outros relacionados com a pesquisa e tratamento a que
serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo
sem que isso traga prejuizo em relagcdo ao meu tratamento;

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que sera mantido o carater confidencial da informacéo
relacionada com a minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacao 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 Saude, em caso de danos que a justifiqguem, diretamente causados pela pesquisa €;

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

Tenho ciéncia do exposto acima

Goiania, de de

Assinatura do paciente

APENDICE B - QUESTIONARIO DE ESTILO DE VIDA

1 - Dados de identificagdo
N° do prontuério:

Nome do Paciente:
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Diagnostico 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. NOs estamos conduzindo um
estudo com a finalidade de esclarecer se determinadas caracteristicas e habitos de homens e
mulheres podem ter relacdo com algumas doencas decorrentes do alcoolismo. 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 informacdes colhidas das inumeras
pessoas que irdo participar do estudo serdo usadas apenas em relatos cientificos, sem nenhuma
identificacdo 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 questao. 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 NasCimMeNto: ........ccoverererienenienieniesee e

Qual asua idade? ........ccoecvveeveiieieeece e

Qual a sua profissdo? (aquela que o(a) sr(a) exerceu por Mais tempPo) .......ccccvvevverververnnn
Raca: ( )branco ( )mulato ( )negro ( )oriental ( )indio ( )outra:

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

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

Selecione a opgdo mais elevada quanto ao grau de instrucdo:

( ) alfabetizado ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo

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



3 — Historia de Tabagismo
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O(A) Sr.(a) fuma ou j& 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 refeicOes ( )entre as refei¢Bes ( )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 comegou a notar dependéncia alcodlica:

Tempo de consumo pesado de alcool:

Situacdes decorrentes por causa do consumo de &lcool:

() foi atropelado

() acidente de carro/moto/bicicleta por estar embriagado
()queimou alguma coisa ao cozinhar

()perdeu o dia de trabalho

()machucou alguém

()entrou em uma discussao por estar embriagado

()perdeu documentos/dinheiro

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

Historia familiar

Alguém na familia possui problemas com alcool?
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5- Possui alguma doenca? () ndo () Sim Qual (IS)? ...ccveveieerieiiee e

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

7- Apresenta historico familiar de:

(O Diabetes (O Hipertensio (O cancer

. QO Alteracdes
QO Alergias QO Aborto 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? ( ) n@o () Sim Qual (iS)? ...ccocvrvririiiiiieree e

11- Possui dependéncia quimica? ( ) NA0 () SIM A QUE? .....occviverierieiiieiece e

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

13- Com qual frequéncia tem apresentado os seguintes sintomas:

___Erequénci ___Ereauénci
N As S Imediatame N As S Imediatame
. un empr i un empr
Sintomas veze nte apos Sintomas veze nte ap6s
ca e ca e

s consumo S contato
Assintomati | O O O O Alteracdo |[O O O O
co de memaria
Alteracéo O O O O Alteracdo O O O O
An cann mna vidA
Alucinacdo | O O O O Bradicardia [ O O O O
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Chiadeira [OQO O O O Cansaco O O O O
torécica facil nas
Confuséo O O O O Diarréias O O O O
Dor de O O O O Falta de O O O O
Formigame |Q O O O Formigame | O O O O
Fotofbia |O O O O mitaggoda | O O O O
I
Fraqueza O O O O ?fr?tagéo de|O O O O
Hipertensio | O O O 0O NAuisea O O O O
Incontinénci [OQ O O O Salivacgo (O O O O
Incontinénci | O O O O Sangrament | O QO O O
a urinaria 0S
Irritabilida | QO O O O Suor O O O O
Lacrimejam |OQ O O O Taquicardia | O O O O
Tontura O O O O Tosse O O O O
Vissoturva |[Q O O O Vomito O O O O
Tremor O O O O Faltadear |[O O O O
Outros:

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

( )nédo ( )sim




