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RESUMO

Tomaz PRX. Avaliacdo do efeito de polimorfismos genéticos com a dependéncia a
nicotina [Dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2016.

Introducdo: A identificacdo de variantes genéticas que predispbem a maior
susceptibilidade a dependéncia a nicotina pode ser importante para a prevengdo e o
tratamento do tabagismo. No contexto de medicina personalizada, 0s principais
objetivos do presente estudo foram avaliar se polimorfismos nos genes CHRNAZ2,
CHRNA3, CHRNA5 e CHRNB3 estdo associados com o nivel de dependéncia em
individuos fumantes e com o resultado do tratamento antitabagico. Métodos: Estudo de
coorte com 1049 pacientes fumantes que receberam tratamento farmacologico
(vareniclina, vareniclina e bupropiona, bupropiona e/ou terapia de reposicdo nicotinica).
O sucesso na cessacdo tabagica foi considerado para 0s pacientes que completaram 6
meses de abstinéncia continua. O teste de Fagerstrom para a dependéncia a nicotina
(FTND) e o escore de consumo situacional Issa foram utilizados para avaliar a
dependéncia a nicotina. A escala de conforto PAF foi utilizada para avaliar o conforto
do paciente durante o tratamento. Os polimorfismos CHRNA2 rs2472553, CHRNA3
rs1051730, CHRNAS rs16969968, CHRNAS rs2036527 e CHRNB3 rs6474413 foram
genotipados pela analise da curva de melting. Resultados: As mulheres portadoras dos
genotipos GA e AA para os polimorfismos CHRNA5 rs16969968 e rs2036527
obtiveram maior taxa de sucesso no tratamento antitabagismo: 44,0% e 56,3%
(rs16969968), 41,5% e 56,5% (rs2036527), respectivamente; em comparagcdo com as
mulheres portadoras do genétipo GG: 35,7% (rs16969968) e 34,8% (rs2036527),
(P=0,03; n=389; P=0,01; n=391). Os gendtipos GA ou AA para 0s rs16969968 e
rs2036527 foram associados com maior OR para o sucesso em mulheres (OR=1,63; IC
95%=1,04-2,54; P=0,03 e OR=1,59; IC 95%=1,02-2,48; P=0,04; respectivamente), em
um modelo multivariado. Nao foi encontrada associagdo dos polimorfismos no gene
CHRNA5 com o escore de FTND. Para os polimorfismos CHRNA2 rs2472553,
CHRNA3 rs1051730 e CHRNB3 rs6474413 nao foram encontradas associagoes
significativas com os fenétipos estudados. Conclusé@o: Os polimorfismos rs16969968 e
rs2036527 no gene CHRNAS5 foram associados com maior taxa de sucesso no
tratamento antitabagismo em mulheres. Estes resultados podem contribuir com avangos
na terapéutica baseada em medicina personalizada.

Descritores: transtorno por uso de tabaco; polimorfismo genético; abandono do
habito de fumar; receptor colinérgico nicotinico neuronal polipeptideo alfa 2,
humano;  receptor  nicotinico  subunidade  alfa3;  receptor  colinérgico,
nicotinico, polipeptideo alfa 5, humano; receptor acetilcolinico neuronal
subunidade beta-3, humano.



ABSTRACT

Tomaz PRX. Evaluation of genetic polymorphisms with nicotine dependence
[Dissertation]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo™;
2016.

Background: The identification of genetic variants that predispose increased
susceptibility to nicotine dependence becomes increasingly important for the prevention
and smoking treatment. In the context of personalized medicine, the main aims of this
study were to evaluate whether the CHRNA2, CHRNA3, CHRNA5 and CHRNB3
polymorphisms are associated with the level of dependence in smokers and the result of
smoking treatment. Methods: This cohort study enrolled 1049 smoking patients who
received pharmacological treatment (varenicline, varenicline plus bupropion, bupropion
plus/or nicotine replacement therapy). Smoking cessation success was considered for
patients who completed 6 months of continuous abstinence. Fagerstrom test for nicotine
dependence (FTND) and Issa situational smoking scores were analyzed for nicotine
dependence. PAF comfort scale was used to evaluate the comfort of the patient during
treatment. The CHRNA2 rs2472553, CHRNA3 rs1051730, CHRNA5 rs16969968 and
rs2036527 and CHRNB3 rs6474413 polymorphisms were genotyped by high resolution
melting analysis. Results: Females with GA and AA genotypes for CHRNAS
rs16969968 and rs2036527polymorphisms had higher success rate in smoking cessation
treatment: 44.0% and 56.3% (rs16969968), 41.5% and 56.5% (rs2036527), respectively;
compared with carriers of the GG genotypes: 35.7% (rs16969968), 34.8% (rs2036527),
(P=0.03, n=389; P=0.01, n=391). The GA or AA genotypes to the rs16969968 and
rs2036527 were associated with higher odds ratio for success in women (OR=1.63;
95%CI=1.04 to 2.54; P=0.03 and OR=1.59, 95%CI=1.02 to 2.48; P=0.04; respectively),
in a multivariate model. We found no association of these polymorphisms with FTND
score for nicotine dependence. For the CHRNA2 rs2472553, CHRNA3 rs1051730 and
CHRNB3 rs6474413 polymorphisms no significant associations were found with
phenotypes studied. Conclusion: The CHRNA5 rs16969968 and rs2036527 were
associated with higher success rate in the smoking cessation treatment in women. These
results can contribute to major advances in personalized medicine based therapy.

Descriptors: tobacco use disorder; polymorphism, genetic; smoking cessation;
neuronal nicotinic cholinergic receptor alpha polypeptide 2, human; nicotinic
receptor subunit alpha3; cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 5,
human; neuronal acetylcholine receptor subunit beta-3, human.



1 INTRODUCAO

1.1 Dados gerais e epidemiologicos do tabagismo

O tabagismo é a principal causa de morbidade evitavel e mortalidade prematura
em todo o mundo, sendo responsavel por cerca de 6 milhdes de mortes por ano 2. O
fumo esta associado com a maioria das doencas cardiovasculares, canceres e com pior
qualidade de vida **.

A prevaléncia de fumantes em nivel global foi reduzida, no entanto, dados de
187 paises mostraram que o numero de fumantes diarios aumentou significativamente
de 721 milhdes, em 1980, para 967 milhdes, em 2012 °.

A Pesquisa Especial de Tabagismo - PETAB (2008) realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), Ministério da Saude (MS) e o Instituto
Nacional de Céancer (INCA) mostrou que cerca de 24,6 milhdes de brasileiros a partir
dos 15 anos de idade fumavam derivados de tabaco, correspondendo ao total de 17,2%
da populacdo nesta faixa etaria. O maior percentual encontrava-se entre os homens
(21,6%) e em maior concentracdo na faixa etéria entre 45 a 64 anos de idade (22,7%).
No entanto, 93,0% dos fumantes afirmavam saber os maleficios do tabagismo e mais da
metade alegaram que pensavam ou planejavam parar de fumar °.

Estudos mostraram que embora a toxicidade do fumo esteja relacionada a outros
componentes do cigarro, a nicotina é a responsavel pelo desenvolvimento da
dependéncia” ®. O uso continuado da nicotina envolve melhora do humor, reducéo da
abstinéncia e melhora do desempenho fisico °. Em relagdo ao seu mecanismo, o qual
pode ser bastante complexo, diversos neurotransmissores medeiam os efeitos
psicoativos da nicotina; contudo, as vias dopaminérgicas sdo as mais estudadas *°. Em

sua atividade, a nicotina ativa 0s receptores neuronais acetilcolinicos nicotinicos



(nAChR), os quais promovem o aumento da liberacdo de dopamina mesolimbica **.
Diante dos fatos mencionados, o uso continuado da nicotina pode induzir a
sensibilizacdo, o desejo e a recaida, gerando toxicodependéncia - Koob e Volkow *?
definiram como uma desordem cronica caracterizada pelo uso de drogas e a perda de
controle sobre elas.

Diante do quadro de alta prevaléncia do tabagismo e forte possibilidade de
dependéncia a nicotina (DN), o individuo que deseja parar de fumar tem a disposicédo
tratamentos de primeira linha aprovados no Brasil: a terapia de reposicdo de nicotina
(TRN), a bupropiona (um inibidor da recaptacdo da norepinefrina, dopamina e

antagonista nicotinico), e a vareniclina (um agonista parcial dos nAChR o4p2) ***°,

1.2 Propriedades da nicotina

Derivada da planta do tabaco Nicotiana tabacum, a nicotina é um alcaloide que
contém alta concentracéo de nicotina em suas folhas *°. A nicotina é absorvida através
dos alvéolos pulmonares, chegando rapidamente a circulacdo arterial e sendo distribuida
pelos tecidos até atingir o SNC em cerca de 10 a 19 segundos *" ‘%, No plasma e no
SNC, os niveis de nicotina declinam rapidamente como resultado da distribuicdo para os
tecidos periféricos °. Com tempo de meia vida de aproximadamente 2 horas %, cerca
de 70 a 80% da nicotina é metabolizada em cotinina € 4% em nicotina N’6xido. Como
principal metabdlito, a cotinina ¢ metabolizada em 3’-hidroxicotinina, sendo encontrada
em grande quantidade na urina. Existem as fases | e Il do metabolismo da nicotina: na
fase | ocorre a oxidagdo microssomal da nicotina e na fase Il ocorrem o metabolismo da
nicotina e dos seus metabdlitos, principalmente pelas enzimas do figado, CYP2AG,

CYP2B6 e CYP2EL, para a cotinina 2%,



1.3 Ferramentas para avaliar a dependéncia a nicotina

Diversas ferramentas, tais como: o questionario de tolerancia (FTQ), o teste de
Fagerstrom para a dependéncia a nicotina (FTND), o indice de tabagismo pesado (HSI)
e 0 manual de diagnostico e estatistica (DSM) tém sido utilizadas em todo o mundo,
com o intuito de avaliar de forma mais eficaz a dependéncia fisica e quimica em relacédo
ao fumo do tabaco ¥,

No entanto, as medidas de dependéncia do tabaco mais frequentemente usadas
sdo 0 FTQ e FTND, sendo que, o FTND foi extraido a partir do FTQ com o objetivo de
superar as limitacdes de validade do seu antecessor %. O FTND é aplicado em diversos
paises por ser um método barato, rapido e ndo invasivo na avaliacdo da DN. O teste é
compreendido por seis questBes, gerando um escore que varia de 0 a 10 pontos,
agrupando os individuos em 5 categorias de dependéncia %°.

Um escore desenvolvido recentemente, o escore de consumo situacional Issa, foi
estabelecido em 2012 através do Programa de Assisténcia ao Fumante (PAF) do
Instituto do Coracéo de S&o Paulo (InCor), com o objetivo de avaliar a DN baseando-se
nos efeitos psicoativos da mesma. Esse escore € utilizado pelo PAF com o objetivo de
reclassificar, como moderados ou altamente dependentes, os pacientes que obtiveram o
escore de FTND abaixo de 5, mas que possuem nivel de dependéncia consideravel em
relacdo aos efeitos psicoativos da nicotina. Sdo reclassificados os pacientes que
obtiverem escore Issa > 2 pontos, criando assim, a possibilidade de prescri¢cdo de

farmacos antitabagicos *'.

1.4 Avaliacdo do conforto do paciente sob o tratamento antitabagico

Alguns instrumentos foram criados a fim de realizar o diagnostico da sindrome

28, 29

de abstinéncia a nicotina, como também das escalas que avaliam a presenca e



intensidade desses sintomas em pacientes que param de fumar *. Ainda assim, nenhuma
escala havia sido desenvolvida para avaliar o desempenho dos farmacos antitabagicos
durante o tratamento da sindrome de abstinéncia a nicotina. Dessa forma, uma
ferramenta também criada pelo PAF, a escala de conforto PAF, avalia o desempenho
dos farmacos antitabagicos durante o tratamento da sindrome de abstinéncia a nicotina,
com pontuacdo de O a 38, indicando maior desconforto e maior conforto,
respectivamente. Esta escala aplicada ao longo do tratamento permite avaliar a condicao
de adaptacdo do paciente a abstinéncia e a influéncia das condutas adotadas, buscando o
melhor conforto para o paciente. Outra observacdo importante que a escala proporciona
é que, quando o paciente permanece com pontuacdo abaixo de 20, faz-se necessario

rever a conduta terapéutica 2’.

1.5 Fatores que podem influenciar na iniciacdo e manutencdo do tabagismo

Sdo observados multiplos fatores que podem contribuir para a variacdo
individual em tracos comportamentais pré-existentes de susceptibilidade e resisténcia a
DN. Diversos estudos mostraram que fatores ambientais sdo fortes candidatos para
influenciar na iniciacdo do tabagismo, enquanto que, fatores genéticos podem estar
fortemente relacionados a persisténcia do fumo. As estimativas de herdabilidade para o
fumo tém variado de 20 a 80% %3133,

O consumo de cigarros € classificado como um comportamento complexo que
compreende mdaltiplos estagios como a iniciacdo, experimentacdo, uso regular,
dependéncia, cessagdo e recaida ** 3. Para melhor compreender a importancia da
genética em todas as fases desses comportamentos, principalmente na DN, estudos com

gémeos, estudos de associacdo alélica sobre genes candidatos e estudos amplos do



genoma (GWAS) sdo cada vez mais necessarios, a fim de fornecer dados que possam

abranger a relacéo genética e tabagismo 23234,

1.6 Principais loci e genes envolvidos na dependéncia a nicotina

Apesar de alguns estudos mostrarem que a genética pode ter grande influéncia
na DN, o0s genes exatos que contribuem ainda ndo séo claramente definidos. No entanto,
nos Ultimos dez anos, diversos estudos identificaram uma regido presente no
cromossomo 15 que pode estar altamente envolvida no processo de patogénese da DN.
Esses achados podem ser explicados pelo fato de que essa regido do genoma
compreende uma quantidade substancial de genes que codificam diversas subunidades
dos nAChR. Esses receptores no SNC sdo responsaveis por mediar os efeitos da
nicotina, que como vimos anteriormente, é a substancia primaria responsavel por gerar o
processo de dependéncia, contribuindo para o aumento do consumo do tabaco 2* 3% 35 3¢,

Dessa forma, estudos identificaram a associa¢do de multiplos polimorfismos em
genes que codificam as subunidades dos receptores nicotinicos (CHRNA3, CHRNADS,
CHRNB3 e CHRNB4) com numero de cigarros por dia, DN e risco para desenvolver
cancer de pulmao no locus 15¢25. 1 333738,

Saccone et al *, analizaram 3713 SNPs em 300 genes candidatos ao risco & DN
em 1050 individuos casos e 879 controles. Apos multiplas corre¢des, os principais
polimorfismos associados a DN estavam localizados em genes que codificam o0s
NAChR. Dentre eles, os polimorfismos CHRNB3 rs6474413 e CHRNAS rs16969968
foram fortemente associados a DN. Os autores ressaltaram que 0 estudo conseguiu

identificar um loci de risco para a DN, no entanto, estudos de replicacdo séo necessarios

para confirmar.



Stevens et al *

, avaliaram 1452 fumantes pesados (ter fumado pelo menos 30
cigarros por dia, durante pelo menos 5 anos) e 1395 fumantes leves (ter fumado <5
cigarros por dia ha pelo menos 1 ano). O objetivo era investigar se variantes em genes
que codificam os nAChR estavam associadas ao comportamento de fumar. Dois grupos
de SNPs no cluster CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 foram associados com tabagismo
pesado. O primeiro grupo de oito SNPs, que incluia o polimorfismo CHRNAS
rs16969968, foi associado com o aumento do risco para tabagismo pesado, enguanto
que, o segundo grupo foi associado com a diminuicdo do risco. Os autores concluiram
que o estudo foi capaz de identificar dois loci no cluster génico CHRNA5-CHRNA3-
CHRNB4 que preveem o comportamento de fumar, além do envolvimento da
subunidade a5 do receptor acetilcolinico nicotinico com tabagismo pesado.

Caporaso et al ¥’

, verificaram a contribuicdo das variantes genéticas sob o
comportamento de fumar em analise conjunta de dois GWAS. Os fenotipos estudados
foram numero de cigarros por dia, idade de inicio do tabagismo, tempo de tabagismo e
macgos por ano. Nos genes CHRNA3 e CHRNAS foram identificados diversos SNPs

associados ao numero de cigarros por dia, incluindo o rs1051730, que tem sido

associado a DN, intensidade de fumar e o risco de cancer no pulmao.



2 JUSTIFICATIVA

Levando em consideracdo a alta prevaléncia de fumantes, o risco de
desenvolvimento de doencas relacionadas ao tabaco, a forte possibilidade de
dependéncia a nicotina, e a dificuldade do fumante abster-se do fumo, estudos que
investiguem a variabilidade em relacdo a dependéncia ao tabaco e a resposta aos
tratamentos antitabagismo sdo importantes.

Nossos resultados poderdo evidenciar associacdes dos polimorfismos estudados
com a dependéncia a nicotina. Além disso, poderdo identificar possiveis subgrupos de
pacientes maus respondedores e, dessa forma, possibilitar a otimizacdo e a

personalizacdo do tratamento antitabagico.



3 OBJETIVOS

3.1 Primario
Avaliar a associacdo dos polimorfismos nos genes CHRNA2, CHRNA3,

CHRNAS e CHRNB3 com o nivel de dependéncia em individuos fumantes.

3.2 Secundario
Avaliar a associacdo dos polimorfismos com o resultado do tratamento

antitabagico.



4 METODOS

4.1 Casuistica

Para a realizacdo deste estudo de coorte foram recrutados 1049 pacientes fumantes,
provenientes do Programa de Assisténcia ao Fumante (PAF) do Instituto do Coracao
(InCor) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, no periodo de janeiro
de 2007 a novembro de 2014. Os dados dos pacientes que obtiveram desfecho no
tratamento antitabagico foram observados no banco de dados do PAF.

O desenho do estudo foi baseado no PAF, que consistia de uma consulta médica
inicial, e uma média de 4 consultas médicas de seguimento que eram distribuidas ao
longo de 12 semanas. Para os pacientes que ndo compareceram nas consultas médicas
programadas, o seguimento foi realizado através de ligacdes telefonicas. Foram
coletados, em todas as consultas médicas, os dados clinicos dos pacientes e a
concentracdo de mondxido de carbono exalado. Dados demogréficos, socioecondmicos
e clinicos foram questionados. Os pacientes foram aconselhados e tratados
farmacologicamente por médicos especializados no processo de cessacdo tabagica.
Bupropiona e/ou TRN, foi prescrita para os pacientes que fumavam menos de 1 maco
de cigarro por dia. Vareniclina foi prescrita para os pacientes que fumavam 1 ou mais
macos de cigarros por dia, ou para 0s pacientes que foram resistentes ou recairam em
tentativas prévias de cessacdo tabagica durante o tratamento com bupropiona e/ou TRN.
A prescricdo para iniciar a coadministracdo de bupropiona com vareniclina foi para 0s
pacientes que ndo alcancaram abstinéncia completa ap6s 2 ou 3 meses do inicio da
terapéutica com vareniclina, ou alcangcaram abstinéncia completa, mas apresentaram
sintomas de abstinéncia moderados ou intensos com o0 uso da vareniclina em

monoterapia. A taxa de abstinéncia continua (AC) foi investigada apds 6 meses do
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inicio da farmacoterapia. Os desfechos dos tratamentos foram divididos em grupos:
grupo sucesso (pacientes que completaram 6 meses de AC confirmada pela
concentracdo de monoxido de carbono exalado); grupo recaida (pacientes que néo
completaram 6 meses de AC) e grupo resistente (pacientes que nunca alcancaram AC

ap6s o inicio do tratamento medicamentoso) ** *°. A Figura 1 mostra o desenho do

estudo.
(A) B) Genotipos
Genoétipos | > Escore FTND (n=976) | Vareniclina (n=165) S

Vareniclina e bupropiona (n=88) 6 meses Suces:so

Reclassificacio Bupropiona e/ou TRN (n=274) — Ret.:alda
TRN (n=174) Resistente

EscoreIssa (n=476) Nenhum medicamento (n=60) JL (n=761)

EscalaPAF

Figura 1 — Esquema do estudo. n total fumantes = 1049. A = Analise de associagdo dos gendtipos com o nivel de
dependéncia. O escore Issa foi utilizado para reclassificar os pacientes com FTND <5. No entanto, o escore néo foi
utilizado para andlise de associagdo dos gendétipos devido a pequena variabilidade deste escore em nossa amostra. B
= Anélise de associacdo dos gendtipos com os desfechos de tratamento apds 6 meses de seguimento. Para avaliar o
nivel de conforto no tratamento foi utilizada a escala de conforto PAF. PAF 22 38, 42 e 52 consultas realizadas apés
prescricdo do medicamento (n=573; n=532; n=473; n=372, respectivamente). FTND = teste de Fagerstrom para a
dependéncia a nicotina. Issa = escore de consumo situacional Issa. PAF = escala de conforto. Grupos
medicamentosos: nenhum medicamento; TRN = terapia de reposi¢do nicotinica (goma e/ou adesivo); bupropiona
efou TRN (bupropiona, bupropiona e goma, bupropiona e adesivo ou bupropiona, goma e adesivo); varenicling;
vareniclina e bupropiona. Grupo Sucesso = pacientes que completaram 6 meses de AC. Grupo Recaida = pacientes
que ndo completaram 6 meses de AC. Grupo Resistente = pacientes que nunca alcangaram AC ap6s o inicio do
tratamento medicamentoso.

4.2 Comité de ética em pesquisa
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional (n° 4024/14/004).
Todos os pacientes foram informados do estudo, assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexos) e foram incluidos quando consentiram em participar.



11

4.3 Amostras bioldgicas
Foram coletados 8 mL de sangue, de cada individuo, por puncdo venosa; para
isto, foram utilizados tubos a vacuo BD Vacutainer System® com anticoagulante

K3EDTA (0,15 mg/mL, Becton Dickinson, USA).

4.4 Extracdo e avaliacdo do DNA gendmico

O DNA genbémico foi extraido a partir dos leucocitos do sangue periférico,
através do método de precipitacao salina, segundo o protocolo descrito.

Oito mL de sangue foram transferidos para um tubo de 50 mL, foi adicionado
tampdo A (ImM NH4HCO3, 144mM NH,4CI), completando-se o volume final para 30
mL. A mistura foi agitada em vértex por 20 segundos e armazenada a 4°C por 10
minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 4°C por 10 minutos a 3.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido ao mesmo procedimento descrito
acima. O sedimento leucocitario foi finalmente ressuspenso em 3 mL de tampéo B (10
mM Tris-HCI pH 8, 400 mM NaCl, 2 mM Na;EDTA pH 8), 200 uL de SDS 10%, 500
uL de tampdo C (50 puL de SDS 10%, 2uL de Na,EDTA 0,5 M pH 8, 488 mL de agua
destilada) com proteinase K (2 uL de proteinase K 20 mg/mL diluida em 5 mL de
tampdo C) e mantido a 37°C por aproximadamente 12-18 horas. ApGs esse processo,
adicionou-se 1 mL de solucdo D (6 M NaCl), a mistura foi agitada vigorosamente em
vortex por 1 minuto e, em seguida, centrifugada a 4°C por 20 minutos a 3.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de 15 mL e a ele foram adicionados 10 mL de
etanol absoluto gelado. Com uma leve agitacéo, ja pdde ser notada a precipitagdo do
DNA, que foi retirado cuidadosamente e transferido para um criotubo de 1,5 mL de
capacidade contendo 1 mL de etanol 70% gelado. O criotubo foi entdo centrifugado a

4°C por 15 minutos a 13.500 rpm; o etanol foi descartado e o sedimento (DNA) foi
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mantido a temperatura ambiente até a evaporacao do etanol remanescente. Em seguida,
este pellet foi ressuspendido em 1 mL de TE (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH
8).

Ap0s a completa ressuspensdo do pellet, diluiram-se 20 puL do material em 980
uL de TE e a determinacao da concentracdo do DNA foi realizada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 260 nm. A concentracéo final foi corrigida para 100 ng/uL,

no tubo de estoque, e para 10 ng/uL, no tubo de uso.

4.5 Padronizacdo da genotipagem
4.5.1 Descricdo dos polimorfismos e da metodologia de genotipagem adotada

O Quadro 1 mostra a descricdo dos polimorfismos estudados. A metodologia
escolhida para a genotipagem dos polimorfismos foi a amplificacdo do DNA genémico
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction), seguida

pela anélise da curva de melting (HRM — high resolution melting).

Quadro 1 - Relacdo dos genes e polimorfismos analisados

Gene Polimorfismo Base nucleotidica Aminoacido

CHRNA2 rs2472553 c.C674T p.Thr22lle
CHRNA3 rs1051730 c.C645T p.Tyr215Tyr
CHRNAS  rs16969968 c.G1192A p.Asp398Asn

CHRNAS rs2036527 g.G78559273A

CHRNB3 rs6474413 c.-G1626A




13

4.5.2 Desenho e selecdo dos primers

Os primers (ou iniciadores) para os polimorfismos genotipados pela metodologia
de HRM (CHRNA2 rs2472553, CHRNA3 rs1051730, CHRNA5 rs16969968 e
rs2036527 e CHRNB3 rs6474413) foram desenhados utilizando o programa disponivel

na internet Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). O Quadro 2 mostra a descri¢cao

dos primers desenhados.

Quadro 2 - Descricdo dos primers desenhados pelo software Primer 3

Polimorfismos

Primer F

Primer R

CHRNAZ2 rs2472553
CHRNA3 rs1051730
CHRNADS rs16969968
CHRNADS rs2036527
CHRNB3 rs6474413

CTGTGTTCCTGTCCTTCACAAA
ACCTCAAGGACTATTGGGAGAG
CTTCTAGAAACACATTGGAAGCTG
AGACAGCTGTGGAACTGGAAAT
TGAAAATAAAGGTGAAACTTCCTG

TGACAGGTGACAAACACTCACC
GCAGTTGTACTTGATGTCGTGTT
TGATGTGTCTTGTAATGTAGCGAAT
ATTCTAAGCCACCTGATCCAAA
AATGGTCTCAGGAGTAAATCAGC

4.5.3 Gradiente de temperatura dos primers

Primeiramente, os primers liofilizados foram ressuspendidos em 500uL de TE
(10 mM Tris-HCI pH 8, 1, mM EDTA pH 8), homogeneizados e mantidos em repouso
por 24 horas; ap0s, foi retirada uma aliquota para uso com concentracdo final para 5
pmol/uL de primer. Depois, foi realizada uma reacdo de PCR gradiente, a qual permitiu
determinar a melhor temperatura de anelamento para cada par de primer trabalhado. A
reacdo foi constituida de 0,4 uL de DNA gendmico (20 ng), 2 puL de tampdo (2mM
MgCl,, 200mM dNTPs), 0,4 uL. de cada primer (200 nM), 0,5 U de BioTaq Polimerase
DNA (Bio-Quimica, Brasil) e agua Mili-Q autoclavada completando o volume final
para 10 pL. Foi realizada uma PCR gradiente com 35 ciclos nas seguintes condigdes:
desnaturacdo do DNA molde em 94°C por 120 s no primeiro ciclo, desnaturacdo em

94°c por 30 s, anelamento de 45°C a 65°C (em uma escala de 12 temperaturas) por 30 s,



http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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extensdo de 72°C por 120 s. Foram realizadas 12 reagdes, uma para cada temperatura de
anelamento testada; a amplificacdo foi confirmada em gel de agarose a 2%. Conforme a
qualidade das bandas de DNA no gel de agarose foi definida a temperatura de melhor

anelamento dos primers.

4.6 Genotipagem pela metodologia de HRM

As analises dos gendtipos para os polimorfismos nos genes CHRNA2, CHRNA3,
CHRNA5 e CHRNB3 (Quadro 1) foram realizadas por HRM com a utilizacdo dos
primers descritos no Quadro 2. Neste procedimento, as reacdes foram otimizadas no
aparelho Rotor Gene 6000® (Qiagen, Courtaboeuf, FR) utilizando o reagente
fluorescente DNA-intercalante SYTO9® (Invitrogen, Carlsbad, USA). A reacdo foi
constituida por 1 pL (10ng) de DNA gendmico, 2 puL de tampao (2 mM MgCl,, 200mM
dNTPs 200mM), 0,4 pL de cada primer (200 nM), 0,6 pL de SYTO9® (1,5 mM), 0,5 U
de BioTaq Polimerase DNA (Bio-Quimica, BR) e 4&gua Mili-Q autoclavada
completando para o volume final de 10 uL. Uma PCR de 40 ciclos foi realizada nas
seguintes condicOes: desnaturacdo do DNA molde em 94°C por 120 s no primeiro ciclo,
desnaturacdo em 94°C por 20 s, anelamento de 60,0°C para 0 rs2472553, rs1051730,
rs2036527, rs6474413 e 53,4°C para 0 rs16969968 por 20 s, e extensdo de 72°C por
22s. Na fase de HRM, o aparelho Rotor Gene 6000® mensurou a fluorescéncia em cada
aumento de temperatura (0,1°C/s numa faixa de 70-94°C, exceto para 0 rs16969968 e
rs2036527 que tiveram uma faixa de 65-85°C). Foram geradas curvas de melting pelo
declinio da fluorescéncia com o aumento da temperatura; €, em uma analise, as trocas
nucleotidicas resultaram em trés diferentes padrdes de curvas (Figuras 2 a 6). Trés
amostras de cada padrdo de curva foram analisadas utilizando o sequenciamento

bidirecional para o conhecimento dos genétipos (ABI Terminator Sequencing Kit® e
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ABI 3500XL Sequencer® - Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) **. Os dois
métodos geraram resultados idénticos em ambos os testes. Os genotipos selvagem,
heterozigoto e homozigoto mutado foram facilmente discriminados pela analise de
HRM. Além disso, 9% das amostras foram selecionadas aleatoriamente, como controle

de qualidade, gerando resultados idénticos.

>
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Fluorescéncia Normalizada (%)
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Fluorescéncia Normalizada pelo genétipo 2

76,0 78,0 80,0 82,0 76,0 78,0 80,0 82,0

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 2 - Graficos de genotipagem do polimorfismo CHRNA2 rs2472553. Utilizando a analise da
curva de melting, as trocas nucleotidicas resultam em diferentes padrdes de curvas. A: Grafico de
fluorescéncia normalizada pela temperatura. B: Grafico de fluorescéncia normalizada (baseada no
genotipo 2) pela temperatura. 1 = CC; 2 =CT; 3 =TT.
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Figura 3 - Graficos de genotipagem do polimorfismo CHRNA3 rs1051730. Utilizando a andlise da
curva de melting, as trocas nucleotidicas resultam em diferentes padrfes de curvas. A: Grafico de
fluorescéncia normalizada pela temperatura. B: Grafico de fluorescéncia normalizada (baseada no
genotipo 2) pela temperatura. 1 =CC; 2=CT; 3=TT.
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Fluorescéncia Normalizada pelo genétipo 2
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Figura 4 - Gréficos de genotipagem do polimorfismo CHRNAS5 rs16969968. Utilizando a andlise da
curva de melting, as trocas nucleotidicas resultam em diferentes padrbes de curvas. A: Gréfico de
fluorescéncia normalizada pela temperatura. B: Gréfico de fluorescéncia normalizada (baseada no
genotipo 2) pela temperatura. 1 = GG; 2 = GA; 3= AA.
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Figura 5 - Graficos de genotipagem do polimorfismo CHRNAS rs2036527. Utilizando a analise da
curva de melting, as trocas nucleotidicas resultam em diferentes padres de curvas. A: Gréfico de
fluorescéncia normalizada pela temperatura. B: Gréafico de fluorescéncia normalizada (baseada no
genotipo 2) pela temperatura. 1 = GG; 2 = GA; 3 = AA.
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Figura 6 - Graficos de genotipagem do polimorfismo CHRNB3 rs6474413. Utilizando a analise da
curva de melting, as trocas nucleotidicas resultam em diferentes padrbes de curvas. A: Gréfico de
fluorescéncia normalizada pela temperatura. B: Gréafico de fluorescéncia normalizada (baseada no
genotipo 2) pela temperatura. 1 = GG; 2 = GA; 3 = AA.

4.7 Escores de dependéncia a nicotina

Foram realizados o teste de Fagerstrdm para dependéncia a nicotina (FTND) e
0 escore de consumo situacional Issa (escore Issa). O primeiro pode predizer a
capacidade de o individuo parar de fumar. Quanto mais forte for a dependéncia, menos
provavel a cessacdo do fumo. O FTND, é uma versdao revisada do FTQ, é
compreendido por seis questdes, com diferentes pesos para cada questdo, gerando um
escore que varia de 0 a 10 pontos e o agrupamento dos individuos em 5 categorias:
muito baixa dependéncia = 1-2 pontos; baixa dependéncia = 3-4 pontos; dependéncia
moderada = 5 pontos; alta dependéncia = 6-7 pontos; e muito alta dependéncia = 8-10
pontos 2°. O FTND é utilizado em muitos paises como um método barato, facil de ser

aplicado e n&o invasivo para determinar a DN ?° (versdo em portugués no Apéndice 1).

O escore Issa € baseado nos efeitos psicoativos da nicotina nos processos de

cognicdo, atengdo, concentracdo, humor, bem-estar e prazer 2’ (versdo em portugués no
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Apéndice 2). E compreendido por quatro questdes, com peso de 1 ponto para cada
resposta afirmativa, gerando a pontuacao final que varia de 0 a 4 pontos. Esse escore é
utilizado pelo PAF com o objetivo de reclassificar, como moderados ou altamente
dependentes, os pacientes que obtiveram o escore de FTND abaixo de 5, mas que, no
entanto, possuem nivel de DN consideravel em relacdo aos efeitos psicoativos da
nicotina. Sédo reclassificados os pacientes que obtiverem escore Issa > 2. Dessa forma, é
possivel considerar a prescricdo de farmacos antitabagicos, facilitando o processo de
cessacdo do fumo em determinado subgrupo de pacientes. No Quadro 3 podemos

observar as principais caracteristicas de ambos 0s testes.

Quadro 3 — Caracteristicas dos escores

Escore  Pontuacéo Interpretacéo Avaliacao Uso primario
0-2 muito baixo
3-4 baixo Carga tabagica/CPD  Clinico/pesquisa
FTND 5 médio descritiva
6-7 elevado
8-10 muito elevado
Issa 1 baixo Efeitos psicoativos  Clinico/pesquisa
2-3 moderado descritiva
4 alto
PAF 0a38 0-maior desconforto Conforto durante Clinico/pesquisa
38-maior conforto tratamento descritiva

FTND = teste de Fagerstrom para a dependéncia a nicotina. Issa = escore de consumo
situacional Issa. PAF = Escala de conforto PAF. CPD = cigarros por dia.

4.8 Escala de conforto PAF

A escala de conforto PAF foi realizada no intuito de avaliar o conforto do
paciente com o tratamento proposto. A escala € composta por 10 itens, com pontuagéo
de 0 a 38, no qual os valores 0 e 38 indicam maior desconforto e maior conforto,

respectivamente (Apéndice 3). Esta escala, aplicada ao longo do tratamento, compara a



19

condicdo do paciente no inicio do tratamento com a situacdo atual, permitindo a
avaliacdo continua da condicdo de adaptacdo do paciente a abstinéncia e a influéncia
das condutas adotadas, sempre buscando o melhor conforto do paciente ao longo do
tratamento. O uso clinico dessa escala permite observar a necessidade de rever a
conduta terap@utica quando o paciente apresenta resultados abaixo de 20. E importante
salientar que o sistema PAF foi concebido com base na experiéncia clinica ambulatorial
de atendimento e tratamento do tabagista ao longo de 16 anos de assisténcia
especializada, contabilizando antes da sua criacdo mais de 3.000 pacientes tratados e
aproximadamente 18.000 consultas realizadas. Podemos observar no Quadro 3 as

principais caracteristicas da escala 2’

4.9 Andlises estatisticas

As variaveis continuas foram apresentadas como média e desvio padrdo e as
variaveis categoéricas como frequéncias. O teste Qui-quadrado foi realizado para as
analises comparativas de desfecho do tratamento no grupo total de pacientes e nos
grupos de mulheres e homens de acordo com os polimorfismos nos genes CHRNAZ2,
CHRNA3, CHRNA5 e CHRNB3. A analise do equilibrio de Hardy-Weinberg também
foi realizada através do teste Qui-quadrado. O teste t de Student foi utilizado para
comparar os valores do escore de FTND de acordo com os polimorfismos. O teste de
Friedman foi utilizado para comparar as médias da escala de conforto PAF entre as 22,
3%, 42 e 52 consultas dos pacientes de acordo com 0S grupos ndo Sucesso e SucCesso.
Modelos de regressdo linear foram realizados para avaliar a influéncia dos
polimorfismos no FTND em presenca das covariaveis: idade, género (homem), raca/cor
autodeclarada (branca) e escolaridade. Modelos de regressdo logistica multivariado

foram utilizados para avaliar a taxa de risco (odds ratio - OR) para o0 sucesso de acordo
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com os polimorfismos e alelos de risco. Foram utilizadas nos modelos, as covariaveis:
idade, raca/cor autodeclarada (branca), escore de FTND e grupo medicamentoso. O
modelo dominante foi escolhido baseado em estudos prévios: CHRNA2 rs2472553 (CC
vs CT+TT) *2, CHRNA3 rs1051730 (CC vs CT+TT) *, CHRNAS5 rs16969968 (GG vs
GA+AA) * CHRNAS 152036527 (GG vs GA+AA) *° e CHRNB3 rs6474413 (GG vs
GA+AA) *. Os alelos de risco foram analisados como variavel continua (somatério dos
numeros de alelos de risco) e como varidvel categérica (nUmero <5 ou >5 alelos de
risco). As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS (v.16.0), com o nivel

de significancia de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais e clinicas dos pacientes
A Tabela 1 mostra as caracteristicas gerais e clinicas do grupo total dos

pacientes submetidos ao tratamento antitabagismo.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes submetidos ao tratamento
antitabagismo (n=1049)

Idade (anos) 54 £ 15
Género, mulheres (%) 54,7
Raca/cor autodeclarada, brancos (%0) 65,8
indice de massa corporal (Kg/m?) 275
Escolaridade, nivel superior (%) 26,6
Hipertensao (%) 49,0
Doenca arterial coronariana (%o) 19,9
Infarto agudo do miocardio (%0) 22,0
Dislipidemia (%0) 43,1
Diabetes melito tipo 2 (%0) 15,7
Depressao (%) 19,7
Ansiedade (%0) 19,0
Doencga pulmonar obstrutiva cronica (%) 16,2
Asma (%) 1,3
Nimero de doencas diagnosticadas 2,7+17

Devido a ndo amplificacdo de algumas amostras durante a genotipagem, o
tamanho amostral (n=1049) foi reduzido em relacdo aos polimorfismos rs2472553,
rs1051730, rs16969968, rs2036527 e rs6474413 (n=1018; n=1024; n=1012; n=1014;

n=1006), respectivamente.

5.2 Frequéncias genotipicas e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg
A Tabela 2 mostra a frequéncia alélica e a distribuicdo genotipica de cada

polimorfismo, 0s quais estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).
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Tabela 2 - Frequéncias genotipicas e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg

CHRNAZ2 CHRNA3 CHRNAS CHRNAS5 CHRNB3
rs2472553 rs1051730 rs16969968 rs2036527 rs6474413

Distribuicdo genotipica (%0)

CC=76,2(n=776) CC=421(n=431)  GG= 43,0 (n=435) GG=39,6 (1=402)  GG= 8,3 (n=83)
CT=21,9 (n=223) CT=456 (n=467) GA= 44,9 (n=454) GA=46,0 (n=466)  GA= 42,4 (n=427)
TT=19(n=19)  TT=12,3 (n=126) AA= 12,1 (n=123) AA= 144 (n=146)  AA= 49,3 (n=496)

Alelo de menor frequéncia (%0)

Alelo T=12,8 Alelo T=35,1 Alelo A= 34,6 Alelo A= 37,4 Alelo G= 29,5
HWE

X?=0,41 X?=0,0008 X?=0,07 X?=0,34 X?= 0,44

P valor = 0,52 P valor = 0,98 P valor = 0,79 P valor = 0,56 P valor = 0,51

Alelo de menor frequéncia encontrado na presente casuistica (pacientes provenientes do Programa de Assisténcia ao

Fumante - PAF). n = nimero amostral. HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg.
HWE.

Se P < 0,05 nédo consistente com

5.3 Escores de dependéncia, escala de conforto ao tratamento e alelos de risco

A Tabela 3 mostra a frequéncia, a média e o desvio

padrdo dos escores de

FTND, Issa e PAF dos pacientes e o somatorio dos alelos de risco para DN. A figura 7

mostra a frequéncia de pacientes de acordo com o escore de Fagerstrom (escala de 0 a

10).

Tabela 3 — Escores de dependéncia, escala de conforto ao tratamento e alelos de risco

FTND >6 (%) Média e DP

69,5 6,5+24
Issa Média e DP

3,0+0,8
PAF PAF 2 PAF 3 PAF 4 PAF 5 P valor
Grupo total 12,9+12,6 16,6 +12,4 179+12,1 18,0+ 12,2
N&o sucesso 9,7+122 13,1+125 152+12,6 12,4+127 0,04
Sucesso 146+12,2 18,4+ 11,6 17,9+12,0 186 £12,3 0,001
Alelos de risco>5 (%) Média e DP

39,3 3,8+22

FTND = teste de Fagerstrém para a dependéncia a nicotina — Fagerstrom test for nicotine
dependence (escala de 0 a 10 pontos) (n=976). Escore Issa = escore de consumo situacional
Issa (escala de 0 a 4 pontos) (n=476). PAF = Escala de conforto PAF (escala de 0 a 38 pontos).
PAF 2, 3, 4 e 5 consultas realizadas ap6s prescrigdo do medicamento. (n=573; n=532; n=473;
n=372), respectivamente. PAF (2, 3, 4 e 5) vs. ndo sucesso (n=117). PAF (2, 3, 4 e 5) vs.
sucesso (n=162). Alelos de risco = Somatério dos alelos de risco para a dependéncia a nicotina

(TTAAA) (escala de 0 a 10) (n=969). DP = desvio padréo.
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Figura 7 — Gréfico da frequéncia de pacientes de acordo com o escore de Fagerstrom
(escala de 0 a 10), (n=976). FTND = teste de Fagerstrom para a dependéncia a
nicotina — Fagerstrém test for nicotine dependence.

Pacientes (%)

10

5.4 Grupos medicamentosos e resultado do tratamento antitabagismo

A Tabela 4 mostra a frequéncia de pacientes de acordo com o0 grupo

medicamentoso e desfecho do tratamento antitabagismo.

Tabela 4 - Frequéncia de pacientes de acordo com o grupo medicamentoso e desfecho do
tratamento antitabagismo

Grupo medicamentoso Pacientes (%0)
Vareniclina 21,7
Vareniclina e bupropiona 11,6
Bupropiona e/ou TRN 36,0
TRN 22,9
Nenhum 79
Desfecho de tratamento

Sucesso 45,9
Recaida 30,6
Resistente 23,5

TRN = terapia de reposi¢do nicotinica (goma e/ou adesivo).
Bupropiona e/ou TRN (bupropiona, bupropiona e goma,
bupropiona e adesivo ou bupropiona, goma e adesivo). Grupo
Sucesso = pacientes que completaram 6 meses de AC; Grupo
Recaida = pacientes que ndo completaram 6 meses de AC; Grupo
Resistente = pacientes que nunca alcangaram AC apds o inicio do
tratamento medicamentoso. n=761.
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5.5 Resultados dos pacientes quanto ao escore de FTND e alelos de risco

A tabela 5 mostra a frequéncia, a média e o intervalo de confianca (IC) dos
pacientes de acordo com o escore de FTND e alelos de risco. Ndo houve diferenca
significativa entre as medias de FTND de acordo com os grupos de gendtipos, como

também entre as categorias dos alelos de risco.

Tabela 5 — Resultados dos pacientes quanto ao escore de FTND e alelos de risco

Gendtipos Média 1C95% P valor
CHRNAZ2 rs2472553 CC (n=686) 6,43 (6,25 —6,61) 0,36
CT +TT (n=213) 6,57 (6,25 — 6,90)
CHRNAS3 rs1051730 CC (n=378) 6,32 (6,07 — 6,58) 0,40
CT + TT (n=521) 6,56 (6,36 —6,77)
CHRNAS5 rs16969968 GG (n=390) 6,36 (6,11 — 6,60) 0,45
GA + AA (n=509) 6,54 (6,33 — 6,75)
CHRNAS5 rs2036527 GG (n=357) 6,27 (6,01 - 6,53) 0,21
GA + AA (n=542) 6,59 (6,39 — 6,79)
CHRNB3 rs6474413 GG (n=74) 6,54 (5,95 -17,13) 0,82
GA + AA (n=825) 6,46 (6,29 — 6,62)
Alelos de risco >5 <5 (n=548) 6,43 (6,23 - 6,63) 0,64
>5 (n=351) 6,51 (6,26 — 6,77)

IC95%=Intervalo de confianca de 95%. Alelos de risco = Somatdrio dos alelos de risco
para a dependéncia a nicotina (TTAAA) (escala de 0 a 10).

5.5.1 Andlise de regressdo linear do escore de FTND de acordo com o0s
polimorfismos e alelos de risco

A tabela 6 mostra o escore de FTND em uma analise de regressdo linear
multivariada para todos os polimorfismos e alelos de risco. Os polimorfismos estudados
como também os somatorios dos alelos de risco ndo apresentaram associa¢do com o

escore de FTND em modelos de regresséo linear.
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Variaveis Coeficiente 8 P valor
(erro padrao)
Numero de alelos variantes para 0 CHRNA2 rs2472553 0,09 (0,2) 0,62
Idade 0,002 (0,005) 0,71
Género (homem) -0,01 (0,2) 0,95
Raca/cor autodeclarada (branca) 0,1(0,2) 0,48
Escolaridade 0,09 (0,1) 0,38
Numero de alelos variantes para 0 CHRNA3 rs1051730 0,08 (0,1) 0,54
Idade 0,002 (0,005) 0,69
Género (homem) -0,009 (0,2) 0,96
Raca/cor autodeclarada (branca) 0,1(0,2) 0,58
Escolaridade 0,09 (0,1) 0,40
Numero de alelos variantes para 0 CHRNADS rs16969968 0,08 (0,1) 0,52
Idade 0,002 (0,005) 0,71
Género (homem) 0,01 (0,2) 0,94
Raca/cor autodeclarada (branca) 0,1(0,2) 0,46
Escolaridade 0,08 (0,1) 0,49
Numero de alelos variantes para o CHRNADS rs2036527 0,2 (0,1) 0,18
Idade 0,002 (0,005) 0,72
Género (homem) -0,02 (0,2) 0,91
Raca/cor autodeclarada (branca) 0,07 (0,2) 0,74
Escolaridade 0,08 (0,1) 0,48
Numero de alelos variantes para 0 CHRNB3 rs6474413 0,02 (0,1) 0,90
Idade 0,003 (0,005) 0,60
Género (homem) -0,05 (0,2) 0,77
Raca/cor autodeclarada (branca) 0,1(0,2) 0,59
Escolaridade 0,1(0,1) 0,31
Alelos de risco TTAAA 0,05 (0,04) 0,21
Idade 0,001 (0,005) 0,82
Género (homem) -0,05 (0,2) 0,79
Raca/cor autodeclarada (branca) 0,1(0,2) 0,58
Escolaridade 0,07 (0,1) 0,52

Numeros de alelos variantes para o polimorfismo CHRNA2 rs2472553 foram 0, 1 ou 2 para 0s genotipos
CC, CT, ou TT, respectivamente. Para o polimorfismo CHRNA3 rs1051730, foram 0, 1 ou 2 para 0s
genotipos CC, CT ou TT, respectivamente. Para o polimorfismo CHRNA5 rs16969968, foram 0, 1 ou 2
para 0s genotipos GG, GA ou AA, respectivamente. Para o polimorfismo CHRNA5 rs2036527, foram 0, 1
ou 2 para 0s genotipos GG, GA ou AA, respectivamente. Para o polimorfismo CHRNB3 rs6474413, foram
0, 1 ou 2 para os genotipos GG, GA, ou AA, respectivamente. Alelos de risco = Somatério dos alelos de
risco para a dependéncia a nicotina (TTAAA) (escala de 0 a 10) (n=969). FTND = teste de Fagerstrom
para dependéncia a nicotina — Fagerstrom test for nicotine dependence (976).

5.6 Taxa de sucesso no processo de cessacdo tabégica dos pacientes de acordo com

0s gendtipos e alelos de risco

A tabela 7 mostra a taxa de sucesso na cessagdo tabagica dos pacientes de acordo

com os gendtipos para os polimorfismos CHRNA2 rs2472553, CHRNA3 rs1051730,
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CHRNADS rs16969968 e rs2036527, CHRNB3 rs6474413 e o somatorio dos alelos de
risco. Os genotipos GA e AA para os polimorfismos CHRNAS rs16969968 e rs2036527
foram associados a maior taxa de sucesso no tratamento antitabagismo no grupo das

mulheres (n=389, n=391); (P=0,03, P=0,01), respectivamente.

Tabela 7 - Taxa de sucesso ha cessacao tabagica dos pacientes de acordo com os genotipos
e alelos de risco

CHRNAZ rs2472553

Grupos de pacientes

Taxa de sucesso (%)

CcC CT TT P valor
Grupo total (n=737) 447 47,5 46,2 0,81
Mulheres (n=395) 40,6 41,2 71,4 0,26
Homens (n=342) 49,4 54,5 16,7 0,19
CHRNA3 rs1051730
Grupos de pacientes Taxa de sucesso (%)
CcC CT TT P valor
Grupo total (n=742) 44,8 45,6 50,6 0,64
Mulheres (n=396) 36,6 43,5 51,0 0,14
Homens (n=346) 54,3 47,9 50,0 0,52
CHRNAS5 rs16969968
Grupos de pacientes Taxa de sucesso (%)
GG GA AA P valor
Grupo total (n=731) 43,0 46,6 54,3 0,18
Mulheres (n=389) 35,7 44,0 56,3 0,03
Homens (n=342) 52,0 49,1 51,5 0,87
CHRNAS rs2036527
Grupos de pacientes Taxa de sucesso (%)
GG GA AA P valor
Grupo total (n=734) 43,9 44,4 55,0 0,13
Mulheres (n=391) 34,8 41,5 56,5 0,01
Homens (n=343) 53,8 47,5 52,6 0,53
CHRNB3 rs6474413
Grupos de pacientes Taxa de sucesso (%)
GG GA AA P valor
Grupo total (n=727) 46,0 46,0 45,9 1,00
Mulheres (n=388) 41,7 44,4 39,5 0,64
Homens (n=339) 51,9 47,8 52,8 0,67
Alelos de risco
Grupos de pacientes Taxa de sucesso (%)
<5 >5 P valor
Grupo total (n=700) 43,6 48,4 0,21
Mulheres (n=373) 36,2 49,6 0,01
Homens (n=327) 53,0 47,2 0,30

Alelos de risco = Somatdrio dos alelos de risco para a dependéncia a nicotina (TTAAA)

(escala de 0 a 10)
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5.7 Analise de regressao logistica multivariada
5.7.1 Anélise de regressao logistica multivariada para os polimorfismos e alelos de
risco

A Tabela 8 mostra uma analise de regressdo logistica multivariada para o
sucesso na cessacdo tabagica do grupo de pacientes de acordo com os polimorfismos e

alelos de risco. Nao foram encontradas diferencas significativas.

Tabela 8 - Andlise de regressdo logistica multivariada para o sucesso no grupo de
pacientes de acordo com os polimorfismos e alelos de risco

Gendtipos CT ou TT para o CHRNAZ2 rs2472553 OR 1C95% P valor
Grupo total (n=737) 1,17 0,81-1,69 0,42
Genétipos CT ou TT para o CHRNA3 rs1051730

Grupo total (n=742) 1,02 0,75-1,40 0,88
Gendtipos GA ou AA para 0 CHRNADS rs16969968

Grupo total (n=731) 1,20 0,87-1,66 0,26
Gendtipos GA ou AA para 0 CHRNAS rs2036527

Grupo total (n=734) 1,09 0,79-1,50 0,60
Gendtipos GA ou AA para 0 CHRNB3 rs6474413

Grupo total (n=727) 1,00 0,57-1,75 1,00
Alelos de risco >5

Grupo total (n=700) 1,08  0,78-1,50 0,66

Regresséo logistica multivariada com as respectivas variaveis independentes: Género (homem),
idade, raga/cor autodeclarada (branca), escore de FTND e grupos medicamentosos. Nenhuma
das variaveis apresentou significancia.

5.7.2 Analise de regressao logistica multivariada para o sucesso na cessacao
tabagica de acordo com os polimorfismos CHRNAS rs16969968 e rs2036527 em
mulheres e homens

A Tabela 9 mostra uma analise de regressdo logistica multivariada para o
sucesso na cessacao tabagica de acordo com os polimorfismos no gene CHRNAS em
mulheres. Os geno6tipos GA ou AA, para 0 rs16969968 e para o rs2036527, foram
associados com maior OR para o sucesso em mulheres (OR=1,63; IC 95%=1,04-2,54;
P=0,03), (OR=1,59; IC 95%=1,02-2,48; P=0,04), respectivamente. Foi utilizado um

modelo multivariado com inclusdo das variaveis: idade, raca/cor, escore de FTND e
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grupo medicamentoso. Neste estudo, mulheres apresentaram maior frequéncia de

depressdo e ansiedade quando comparadas aos homens (69,0% vs. 31,0%, P=0,001;

63,8% vs. 36,2%, P=0,03, respectivamente). Diante destas diferencas, as variaveis

depressdo e/ou ansiedade foram testadas na regressdo logistica. Estas variaveis ndo

foram associadas ao sucesso terapéutico neste modelo. Além disso, 0s gendtipos GA e

AA para os polimorfismos rs16969968 e rs2036527 continuaram significativamente

associados.

Tabela 9 - Andlise de regresséo logistica multivariada para o sucesso na cessagao tabagica
de acordo com os polimorfismos CHRNA5 rs16969968 (n=389) e rs2036527 (n=391) em

mulheres

OR 1C95% P valor
Gendtipos GA ou AA para o CHRNADS rs16969968 1,63 1,04-2,54 0,03
Idade 0,99 0,98-1,01 0,34
Raca/cor autodeclarada (branca) 1,20 0,76-1,91 0,43
Escore de FTND 0,96 0,88-1,05 0,35
Grupo medicamentoso 1,01 0,83-1,25 0,86

OR 1C95% P valor
Genétipos GA ou AA para o CHRNADS rs2036527 1,59 1,02-2,48 0,04
Idade 0,99 0,97-1,01 0,33
Raca/cor autodeclarada (branca) 1,28 0,82-2,00 0,29
Escore de FTND 0,97 0,87-1,05 0,44
Grupo medicamentoso 1,01 0,83-1,24 0,93

FTND = teste de Fagerstrom para dependéncia a nicotina — Fagerstrém test for nicotine dependence.

A Tabela 10 mostra uma andlise de regressdo logistica multivariada para o

sucesso na cessacdo tabagica de acordo com os polimorfismos no gene CHRNAS em

homens. Os genotipos GA ou AA, para 0 rs16969968 e rs2036527, ndo foram

associados com OR para o sucesso em homens (OR=0,87; IC 95%=0,55-1,37; P=0,56),

(OR=0,75; IC 95%=0,49-1,19; P=0,22), respectivamente; em um modelo multivariado.
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Tabela 10 - Andlise de regressdo logistica multivariada para o sucesso na cessacao
tabagica de acordo com os polimorfismos CHRNA5 rs16969968 (n=342) e rs2036527

(n=343) em homens

OR 1C95% P valor
Genotipos GA ou AA para o CHRNAS rs16969968 0,87 0,55-1,37 0,56
Idade 1,01 0,99-1,04 0,18
Raca/cor autodeclarada (branca) 1,09 0,66-1,79 0,73
Escore de FTND 0,94 0,85-1,03 0,21
Grupo medicamentoso 1,05 0,86-1,28 0,62

OR 1C95% P valor
Gendtipos GA ou AA para o CHRNAS rs2036527 0,75 0,49-1,19 0,22
Idade 1,01 0,90-1,01 0,21
Raca/cor autodeclarada (branca) 1,11 0,68-1,82 0,69
Escore de FTND 0,95 0,87-1,04 0,26
Grupo medicamentoso 1,06 0,88-1,29 0,53

FTND = teste de Fagerstrom para dependéncia a nicotina — Fagerstrém test for nicotine dependence.
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6 DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo foram as associacdes dos gendtipos
GA e AA dos polimorfismos CHRNAS rs16969968 e rs2036527 com o0 aumento da taxa
de sucesso no tratamento antitabagismo, em mulheres. N&o foi encontrada associagédo
dos polimorfismos CHRNA2 rs2472553, CHRNA3 rs1051730 e CHRNB3 rs6474413

com o nivel de dependéncia a nicotina e com o resultado do tratamento antitabagico.

6.1 Polimorfismos nos genes CHRNA2, CHRNA3, CHRNA5, CHRNBS3 e escore de
FTND

Diversos estudos identificaram a associacdo de polimorfismos em genes que
codificam receptores acetilcolinicos nicotinicos, subunidades alfa e beta, com FTND e
com niémero de cigarros por dia “°>*. No entanto, o presente estudo ndo encontrou
resultados significativos de associacdo dos polimorfismos estudados com FTND,
corroborando os achados de estudos anteriores, 0s quais ndo encontraram associagdo
dos polimorfismos CHRNA3 rs1051730, CHRNADS rs16969968, CHRNAS rs2036527 ou
CHRNAS rs6474413 com fendtipos relacionados ao tabagismo, incluindo DN ***°. Dash

et al ¥’

avaliaram os efeitos do polimorfismo CHRNA2 rs2472553 (troca missense, 0
qual acarreta substituicdo de treonina por isoleucina) na funcdo da subunidade o2 do
nAChR. Eles mostraram que este pode favorecer a formacéo de isoformas de receptores
de baixa sensibilidade, podendo causar 0 aumento da susceptibilidade a DN. Wang et al
*2 avaliaram polimorfismos nos genes CHRNA2 e CHRNA6 em 1.730 americanos de
descendéncia europeia e 1.892 americanos de descendéncia africana. Eles reportaram
associacdo do polimorfismo CHRNA2 rs2472553 com o FTND e com a quantidade de

fumo em europeus americanos. No entanto, quando os polimorfismos foram replicados

em amostra caso-controle do Estudo da Dependéncia: Genética e Ambiente (SAGE), o
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polimorfismo CHRNA2 rs2472553, similarmente ao presente estudo, ndo apresentou
qualquer associagdo com DN.

Os polimorfismos CHRNA3 rs1051730 e CHRNADS rs16969968, trocas de bases
sinbnimas e ndo sindnimas, respectivamente, localizados no éxon 5, foram
repetidamente associados com diversos fendtipos para DN de acordo com estudos
prévios 4 47495861 Em contrapartida e semelhante aos resultados do presente estudo,
Erlich et al 3, em um estudo com 505 individuos, avaliaram a dependéncia grave &
opioides, nicotina e outros fenotipos através de guestionarios. Cinco polimorfismos em
genes que codificam receptores nicotinicos foram testados em uma regressdo
multivariada de acordo com os fenotipos estudados. Os polimorfismos CHRNA3
rs1051730 e CHRNADS rs16969968 foram associados com o uso grave de opidides, mas
ndo com os fenotipos relacionados ao tabaco. Eles relataram que o fracasso do estudo
em replicar a associacdo bem validada dos polimorfismos CHRNA3 rs1051730 e
CHRNADS rs16969968 com fendtipos do tabagismo pode ter sido devido a um erro de
selecdo e/ou mascaramento das amostras (os opidides foram prescritos para todos 0s

individuos). Em um estudo de associagdo, Verde et al **

verificaram a associagédo de
fendtipos relacionados ao fumo, incluindo a DN, com 17 variantes genéticas que
incluiam genes codificadores de: metabolizadores de nicotina, receptores nicotinicos,
receptores de dopamina, entre outros. Este estudo de coorte que envolveu 126 fumantes
(casos) e 80 controles que nunca fumaram, também ndo encontrou associagao
significativa para o polimorfismo CHRNADS rs16969968.

Quanto aos polimorfismos CHRNAS rs2036527 e CHRNB3 rs6474413, estudos

associaram os polimorfismos com DN, escore de FTND e nimero de cigarros por dia **

62, 63
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Entretanto, um estudo caso-controle realizado por Amos et a
polimorfismos de nucleotideo Unico em afro-americanos, com diversos fenotipos para o
tabagismo e o risco de desenvolvimento de céancer de pulmdo. O polimorfismo
CHRNAGS rs2036527 foi associado fortemente ao risco de cancer de pulmao, mas néo foi

% avaliaram 9

significativo para qualquer fenotipo de tabagismo. Etter et al
polimorfismos em genes que codificam as subunidades o4, a5, f2 e 3. A analise foi
realizada em 277 participantes com analise de cotinina em 141 fumantes diarios. O
CHRNB3 rs6474413 e nenhum dos outros polimorfismos, inclusive o CHRNA5
rs16969968 ndo foram associados com DN ou com qualquer outro fenotipo para o
fumo. A justificativa encontrada por ndo terem identificado associacdo com os fenotipos
estudados seria pela metodologia empregada ou pelo pequeno tamanho amostral.

A principal hipotese para os polimorfismos estudados ndo terem sido associados
com o escore de FTND, é pelo fato do intervalo na pontuacdo do FTND ser pequeno
neste grupo de pacientes, pois a maior parte dos pacientes atendidos no PAF foi

classificada como tendo moderada ou forte dependéncia. Outro importante fator € a

grande variabilidade genética na populacdo brasileira.

6.2 Escala de conforto PAF

Foram observadas diferencas significativas entre as médias da escala de conforto
PAF entre as 2?2, 3?2 42 e 52 consultas dos pacientes nos grupos nao sucesso e Sucesso.
Em ambos os grupos, a média da escala de conforto PAF aumentou gradativamente
conforme o seguimento do tratamento. Observou-se que as médias da escala PAF de
todas as consultas no grupo ndo sucesso foi inferior em relagdo as médias do grupo
sucesso; isso demonstra que O grupo nao sucesso estava mais desconfortavel no

tratamento.
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6.3 Polimorfismos no gene CHRNAGS e resultado do tratamento

Neste estudo, os geno6tipos GA e AA dos polimorfismos CHRNAS rs16969968 e
rs2036527 foram associados com 0 aumento da taxa de sucesso no tratamento
antitabagismo, em mulheres. Outros estudos identificaram resultados similares aos do
presente estudo ®* ®. Chen et al ®, em dois estudos clinicos randomizados para a
cessacdo do tabagismo, avaliaram o efeito do polimorfismo CHRNA5S rs16969968 no
desfecho de tratamento com TRN combinado (n=193) e placebo (n=135) e com
vareniclina (n=414) e placebo (n=376). Para a abstinéncia ao final do tratamento foi
observada interacdo entre a combinacdo de TRN e o polimorfismo CHRNA5
rs16969968. Eles observaram que os individuos com o genotipo AA obtiveram maior
taxa de abstinéncia no tratamento com TRN (60,1%) quando comparado com placebo
(31,9%) (OR=3,17, 1C95%=1,99-5,05). O grupo tratado com vareniclina apresentou
maior frequéncia de individuos abstinentes (53,1%) em relacdo ao grupo placebo
(21,3%) (OR=4,18, 1C95%=3,05-5,72); no entanto, este efeito ndo foi diferente entre os
gendtipos do polimorfismo CHRNAS rs16969968. Curiosamente, os efeitos genéticos
diferiram entre os grupos controles (placebo) nos dois ensaios. Os autores sugeriram
que esta diferenca entre os ensaios € provavelmente devido a heterogeneidade no
desenho do estudo. Dessa forma, eles concluiram que os resultados atuais sao
intrigantes e sugeriram cautela na investigacao dos resultados para a pratica clinica.

Sugere-se que o0 alelo A do rs16969968 pode reduzir os efeitos aversivos a
nicotina ®°. Jensen et al ® avaliaram o efeito do polimorfismo CHRNAS5 rs16969968
sobre a resposta aguda a nicotina em americanos de descendéncia africana e americanos
de descendéncia europeia. Eles seguiram a abstinéncia a nicotina durante a noite, 0s
participantes completaram o protocolo que incluia: uma dose intravenosa de solugédo

salina e duas doses crescentes de nicotina. Os desfechos avaliados foram: efeitos
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aversivos, prazerosos e estimulantes, reatividade cardiovascular, sintomas de
abstinéncia e desempenho cognitivo antes e apds a sessdo de administracao de nicotina.
Foi observado que o alelo de risco A para tabagismo pesado foi associado com taxas
mais baixas de efeitos aversivos a nicotina. O alelo A do rs16969968 também foi
associado com melhora do controle cognitivo apds a administracdo de nicotina.
Levando em consideracdo a diminuigcdo dos efeitos aversivos e a melhora do controle
cognitivo em resposta a nicotina, Jensen et al sugeriram que o alelo A pode ser
importante na tolerabilidade e na resposta aos tratamentos com TRN %.

Muitos estudos identificaram a associacdo de polimorfismos no gene CHRNA5-

A3-B4 com cessacdo do fumo em resposta as terapias de cessagdo tabagica *® °¢%°. Em

uma meta-analise, Bergen et al "

mostraram que o alelo de menor frequéncia do
rs1051730, o qual esta em forte desequilibrio de ligacdo com o rs16969968
(concernente com o alelo A), foi associado com maiores taxas de abstinéncia com TRN
(OR=2,54, 1C95%= 1,29-4,99) e menores taxas de abstinéncia no tratamento com
placebo (OR=0,31, 1C95%= 0,12-0,80). Os autores sugeriram que a prescri¢cdo de TRN
pode melhorar o desempenho cognitivo nos fumantes em abstinéncia, mantendo o
funcionamento normal do cérebro apds parar de fumar, e este efeito pode ser mais forte
para individuos portadores do alelo de risco do rs1051730. No entanto, 0S mecanismos

| % em um estudo clinico,

de respostas diferenciais ndo estdo elucidados. King et a
mostraram a associacédo de alelos de risco no locus chrl5g25 com menor incidéncia de
nausea. Eles sugeriram que este fato pode ser explicado pela tolerancia, pois individuos
com maior DN tém maior consumo diario de nicotina, mais tolerantes e,

consequentemente, possuem menor probabilidade de experimentarem nausea em

resposta a um agonista parcial nicotinico como a vareniclina.
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Ja para o polimorfismo ndo-sinbnimo CHRNAS5 rs16969968, que acarreta
substituicdo de acido aspartico por asparagina, estudos funcionais in vitro mostraram
que o rs16969968 codifica receptores NAChR com funcéo reduzida "* 2. Kuryatov et al
2" em experimento com incorporacdo do alelo de risco em ovécitos de Xenopus
expressando nAChRs, observaram o aumento da dessensibilizacdo dos receptores
NAChRs (a4p2),a5 em menor periodo de tempo, além de observarem menor influxo de
calcio, quando comparado aos receptores contendo o alelo protetor. No entanto, este
efeito ndo foi observado nos nAChRs (a334),a5 ou (a3p2),a5.

Alguns estudos associaram o0 alelo de risco A dos polimorfismos CHRNAS
rs16969968 e rs2036527 com: menor probabilidade de cessacdo do fumo, menor tempo
de abstinéncia ou n&o foram associados com desfecho de tratamento > ">,

A hipotese para o polimorfismo CHRNAS rs16969968 ter sido associado com
maiores taxas de sucesso no tratamento antitabagismo, em mulheres, pode ser embasada
em achados de estudos prévios. Conforme mostrado nos experimentos in vitro de Bierut
et al " e Kuryatov et al " os individuos portadores do alelo A podem expressar
determinados subtipos de NAChR, compostos pela subunidade a5, com funcéo reduzida.

Bergen et al °

mostraram que o alelo de menor frequéncia do rs1051730, o qual estad em
forte desequilibrio de ligacdo com o rs16969968, foi associado com maiores taxas de
abstinéncia com TRN. Bergen et al salientaram que fumantes com reducao da funcéo da
subunidade a5 e associados com aumento da DN podem ter maior dificuldade para
parar de fumar. No entanto, sugeriram que a prescricdo de TRN pode melhorar o
desempenho cognitivo nos fumantes em abstinéncia, mantendo o funcionamento normal
do cérebro apds parar de fumar, e este efeito pode ser mais forte para individuos

portadores do alelo de risco do rs1051730. Semelhantemente, Chen et al ®* observaram

que os individuos com o gendtipo AA para 0 rs16969968 obtiveram maior taxa de
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abstinéncia no tratamento com TRN. No estudo de Jensen et al %, o alelo A foi
associado com taxas mais baixas de efeitos aversivos a nicotina e também com melhora
do controle cognitivo. Jensen et al sugeriram que o alelo A pode ser importante na
tolerabilidade e na resposta aos tratamentos com TRN. Acrescentaram que,
notavelmente, a subunidade a5 tem funcéo essencial em mediar os efeitos aversivos a
nicotina. Interessantemente, King et al °® mostraram a associacéo de alelos de risco no
locus chrl5g25 com menor incidéncia de nausea. Os autores sugeriram que este fato
pode ser explicado pela tolerancia, pois individuos com maior DN tém maior consumo
diario de nicotina, sdo mais tolerantes e, consequentemente, possuem menor
probabilidade de experimentarem nausea em resposta a um agonista parcial nicotinico,
como a vareniclina. Portanto, a reducdo da funcdo da subunidade a5, a maior
tolerabilidade a TRN e a vareniclina e a melhora do controle cognitivo, podem ser
possiveis explicacBes para a associacdo do rs16969968 com o sucesso neste estudo.
Ainda, o rs16969968 pode estar em consideravel desequilibrio de ligacdo com outros
polimorfismos funcionais, que poderiam ser envolvidos no processo de cessacao
tabagica e/ou nos mecanismos de resposta & TRN.

Foi observada maior frequéncia de depressdao e/ou ansiedade no grupo das
mulheres, 0 que de acordo com alguns estudos poderia diminuir as taxas de sucesso no
tratamento antitabagico '°%%. Zawertailo et al °, realizaram um estudo com 13.000
fumantes e verificaram que, individuos com depressdo recorrente foram
significativamente menos propensos a parar de fumar em comparacdo com aqueles sem
histérico de depressao. Goodwin et al ®, encontraram que os aumentos nos ataques de
panico e o transtorno de ansiedade social foram mais propensos em mulheres fumantes

1
I 8

do que em homens fumantes. Stepankova et al **, em um estudo com 1.730 fumantes,

289 tinham historico de depressdo. A taxa de abstinéncia do fumo em 1 ano foi de
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32,5% para os fumantes com histdrico de depressao e 38,7% para agqueles sem histéria
(P = 0,048). No presente estudo, as variaveis depressdo e/ou ansiedade nao foram
associadas ao resultado do tratamento e os polimorfismos rs16969968 e rs2036527

continuaram significativamente associados, em um modelo multivariado.

6.4 Polimorfismos nos genes CHRNA2, CHRNA3, CHRNB3 e desfecho do
tratamento

No presente estudo, ndo foram encontradas associacdes dos polimorfismos
CHRNAZ2 rs2472553, CHRNAS3 rs1051730 e CHRNB3 rs6474413 com desfecho de

tratamento. Os resultados deste estudo corroboram os achados de estudos prévios.

|84 |58

Ruyck et al ™ e Sarginson et al > ndo encontraram associa¢des para 0 rs1051730 com

desfecho de tratamento. No entanto, Munafo et al %

identificaram associacao do alelo T
com a diminuicdo da probabilidade de cessacdo do fumo. Bergen et al "associaram o
alelo T com maiores taxas de abstinéncia com TRN e menores taxas de abstinéncia no

tratamento com placebo.

6.5 Limitac6es do estudo

H& algumas limitacBes neste estudo. Primeira, a maior parte dos pacientes
atendidos no PAF foi classificada como dependente moderado ou altamente dependente,
0 que pode ter prejudicado a analise de associacdo entre 0s genotipos e o escore FTND.
Segundo, foram utilizados modelos multivariados com as variaveis disponiveis, nos
quais nédo foi possivel adicionar outros fatores ambientais que poderiam ser importantes,

tais como a funcionalidade dos receptores e motivacéo em parar de fumar.
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7 CONCLUSOES

N&o foram encontradas associac¢des significativas dos polimorfismos estudados

com o nivel de dependéncia a nicotina.

Os polimorfismos rs16969968 e rs2036527 no gene CHRNAS foram associados
com maior taxa de sucesso no tratamento antitabagismo no grupo das mulheres. Estes
resultados podem contribuir com avancos na terapéutica baseada em medicina

personalizada.
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ANEXO - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
L NOIME: Lottt et b b e Rt et bR Re bbb s eh b e re e e nre s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ........ - [......
ENDEREGCO .....ccccoeiirreiirnine
BAIRRO: .....

DATA NASCIMENTO.: .../ .....[..

SN oIl ole (NI

APTO: oo

BAIRRO: CIDADE: w.cooooeoeeeeeeeeeeeeeeseeeses e s oeessseenesesee
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ )

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Avaliagio do efeito de polimorfismos genéticos com a dependéncia a nicotina
PESQUISADOR :Dr. Alexandre da Costa Pereira
CARGO/FUNCAO: Médico Assitente, Médico Pesquisador — InCor —- HCFMUSP
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 97329
UNIDADE DO HCFMUSP: Incor - Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular.
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR m]

4.DURACAO DA PESQUISA : 2 anos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Registro das explicacdes do pesquisador ao paciente ou seu representante legal sobre a pesquisa, consignando:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa. Este projeto tem como objetivos principais, para
os individuos fumantes submetidos ao tratamento antitabagismo, associar o efeito das alteragdes no DNA (polimorfismos) com a
dependéncia a nicotina, e também avaliar a interagdo desses polimorfismos com o resultado do tratamento antitabagico. Neste
projeto vamos estudar o seu material genético (0 DNA). O objetivo do estudo é saber por que algumas pessoas apresentam uma
maior dificuldade em parar de fumar do que outras, e se realmente os fatores genéticos podem influenciar em um maior ou menor
nivel de dependéncia a nicotina.Para isto precisaremos de uma amostra de sangue (mesma quantidade de exames laboratoriais de
rotina), assim como seu consentimento para que dados de seu prontudrio médico sejam consultados. Os desconfortos mais comuns
que podem ocorrer com sua participacéo neste estudo sdo os mesmos de uma coleta de sangue no brago, por exemplo, leve dor no
local da pungdo e eventualmente leve dor ou hematoma local. Este sangue sera encaminhado ao Laboratério de Genética e
Cardiologia Molecular do Instituto do Coracdo onde serd armazenado somente para a pesquisa. Sua participacdo é totalmente
voluntaria. Ainda, vocé podera solicitar o seu desligamento deste projeto a qualquer momento bastando para tal entrar em contato
com o Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular (telefone (11) 2661-5995). Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso
aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador é o Dr. Alexandre
da Costa Pereira, que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44, Instituto do Coracéo, Bloco 2, andar
10, Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular, telefone (11) 2661-5995. Se vocé tiver alguma consideragéo ou ddvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br. Podera também solicitar a

destruigdo das amostras de DNA que estardo armazenadas no mesmo laboratorio.
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As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de
nenhum paciente. Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também
ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participagdo. Nao ha beneficio direto para o participante. Porém, nossos resultados

poderdo encontrar relacéo entre as alteragdes estudadas no material genético (DNA) e condigdes de terapéutica antitabagismo.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Estas informagdes poderdo auxiliar, posteriormente, na elaboracdo de programas eficazes para o uso da informacéo
genética individual em usuarios de medicamentos antitabagismo.
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo
“Avaliacdo do efeito de polimorfismos genéticos com a dependéncia a nicotina”.

Eu discuti com o Dr. Alexandre da Costa Pereira sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,

sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data [

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.
(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para

a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data R
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APENDICE 1 - Teste de Fagerstrom para a dependéncia a nicotina (versdo em
Portugués)

l. Quanto tempo apds acordar vocé fuma seu primeiro cigarro?

(1) Dentro de 5 minutos 3
(2) Entre 6-30 minutos 2
(3} Entre 31-60 minutos 1
(4) Apods 60 minutos 0

(3) Mio fuma
2. Vocé acha dificil ndo fumar em lugares proibidos, como igrejas, dnibus, etc.?
(1} Sim 1
(0} Nio 0
3. Qual cigarro do dia traz mais satisfagio?
(1) O primeiro da manha
(2} Outros
(3) MNenhum
4. Quantos cigarros vocé fuma por dia?
(1} Menos de 10
(2} Della20
(3) De2la3l
(4) Mais de 31
{3} WNWio fuma
5. Vocé fuma mais freqiientemente pela manha?
(1) Sim
(0} Nio 0
6. Vocé fuma mesmo doente?
(1) Sim
(0} Nio 0

Lad Pod s =N

Conclusio sobre o grau de dependéncia:
(0 - 2 pontos = muito baixo

3 = 4 pontos = baixo

5 pontos = médio

6 -7 pontos = elevado

& -10 pontos = muito elevado

Fonte: Pietrobon RC, Barbisan JN, Manfroi WC, Utilizacdo do teste de dependéncia a nicotina de
Fagerstrom como um instrumento de medida do grau de dependéncia. Versdo em Portugués. Rev HCPA
2007;27(3):31-6.



APENDICE 2 - Escore de consumo situacional Issa

1. Necessita fumar para melhorar atencéo, concentracio ¢ produgio? Sim Néo
2. Necessita fumar quando esta ansioso(a),tenso(a) ou preocupadol(a)? Sim Nao
3. Necessita fumar quando esta triste ou aborrecido(a)? Sim Nao
4. Necessita fumar quando esta tomando bebida alcoalica, Sim Néo

apos refeicio ou quando esta em ambientes festivos?

Resultados: cada resposta “sim” equivale 2 1 ponto. Até 1 ponto: baixa dependéncia; 2-3 pontos: moderada dependéncia;
e 4 pontos: alta dependéncia.

Fonte: Issa, J S. Um novo escore para dependéncia a nicotina e uma nova escala de conforto do paciente durante
o0 tratamento do tabagismo. J Bras Pneumol 38(6): 761-5.



APENDICE 3 - Escala de conforto PAF

1. Qual a frequéncia da fissura? Pontuacio
Nenhuma 3
Nem todos os dias 2

Algumas vezes ao dia 1

Muitas vezes no dia 1]

2. Atualmente a intensidade de irmitabilidade e raiva comparada a quando fumava é Pontuacio
Menor que quando fumava 1
Nio mudou ou ndo tenho 3
Levemente maior 2

Moderadamente maior 1

Muito maior 0

3. Atualmente a intensidade da ansiedade e tensdo comparada a quando fumava é Pontuacio
Menor que quando fumava 4
Nio mudou ou nio tenho 3
Levemente maior 2

Moderadamente maior 1

Muito maior 0

4. Atualmente a intensidade da impaciéncia e inquietacio comparada a quando fumava é Pontuacio
Menor que quando fumava 4
Nio mudou ou nio tenho 3
Levemente maior 2

Moderadamente maior 1

Muito maior 0

5. Atualmente a presenca de humor depressivo comparado a quando fumava é Pontuacio
Menor que quando fumava 4
Nio mudou ou nio tenho 3
Levemente maior 2

Moderadamente maior 1

Muito maior 0
6. Atualmente a intensidade da dificuldade de concentracio comparada a quando fumava e Pontuacio
Menor que quando fumava 1

Nio mudou ou ndo tenho
Levemente maior

Moderadamente maior

= = bk

Muito maior



7. Atualmente a intensidade da alteragdo do apetite em comparacio a quando fumava é Pontuagio
Inalterado 3
Aumento leve 2

Aumento moderado 1

Aumento intenso 0
Inapetente 0
8. Atualmente a intensidade da insénia comparada a quando fumava é Pontuacio
Menor que quando fumava 1
Nio mudou ou ndo tenho 3
Levemente maior 2
Moderadamente maior 1
Muito maior 0
9. Atualmente a intensidade da sonoléncia diurma comparada a quando fumava é Pontuagio
Menor que quando fumava 4
Nio mudou ou nio tenho 3
Levemente maior 2
Moderadamente maior 1
Muito maior 0
10. Atualmente a intensidade da dor de cabeca comparada a quando fumava é Pontuacio
Menor que quando fumava 4
Nio mudou ou nio tenho 3
Levemente maior 2
Moderadamente maior 1
Muito maior 0

Fonte: Issa, J S. Um novo escore para dependéncia a nicotina e uma nova escala de conforto do paciente durante
o tratamento do tabagismo. J Bras Pneumol 38(6): 761-5.



