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RESUMO

Dadas a elevada prevaléncia e os grandes prejgizmais, familiares e
pessoais que caracterizam o envolvimento patolégico jogos de azar, torna-se
necessaria a investigacao sistematica de fatoresilderabilidade e de resisténcia
que possam influir no desenvolvimento de tais aweli. Uma das principais
estratégias utilizadas para a profilaxia e tratamelessas formas de envolvimento
patolégico tem sido a investigagcdo dos componebi@sgico-genéticos do Jogo
Patolégico (JP). O presente estudo objetivou imyasta associacdo de
polimorfismos de genes candidatos do sistema segmo e JP em pares de irméaos
discordantes para este diagndstico. Participaranestiodo 140 pares de irmaos
discordantes para o diagnéstico de JP pelos ostatip Manual Diagndstico e
Estatistico da Associacdo Psiquiatrica Americar@MBV. Foram genotipados os
seguintes polimorfismos de genes que codificamtransportador da serotonina
(polimorfismo 5HTTLPR-I/s), o receptor serotoninégy subtipo 1B (5HT1B
G861C), e o receptor serotoninérgico subtipo 2Airgprfismos 5HT2A T102C e
C516T). Na andlise estatistica observou-se umarndagstribuicdo do alelo C do
polimorfismo T102C do gene 5HT2A no grupo de irméom o diagndstico de JP
(p<0,01), sugerindo uma possivel contribuicdo dedsi® na predisposicdo ao JP.
Entretanto, faz-se necesséaria a investigacdo dgsdenorfismos em amostras
independentes envolvendo o fendtipo JP para a romagao dos achados
apresentados nesse trabalho. Uma analise prelidmsrhaplotipos (102 e 516)
apresentou resultados inconclusivos. E interessaoie que ha associacido entre

esse polimorfismo e manifestacdes psiquiatricasswfue néo o JP.



ABSTRACT

The high prevalence and the great social, faméiad personal hazards that
appear along with the occurrence of pathologicablvement in gambling makes it
necessary to systematically investigate vulnengbénd resilience factors that may
influence the development of such a condition. fiethe main strategies in
prevention and treatment of these pathological Weha has been the investigation
of the biological-genetic basis of pathological dding (PG). The present study
aimed to determine any association between cardglevie polymorphisms of the
serotoninergic system and the occurrence of PGilfpars discordant for this
diagnosis. One hundred and forty (140) PG-discdrddnpairs were evaluated by
the Diagnostic and Statistical Manual from the Aicem Psychiatric Association
(DSM-1V), who had already been previously genotypedother studies. We
genotyped the polymorphisms which codified: theosmrin transporter (SHTTLPR-
I/'s polymorphism), the serotonergic receptor subtypB (5HT1B G861C
polymorphism), and the serotonergic receptor subt@p (T102C and C516T
polymorphisms). Statistical analysis revealed atgredistribution of the C allele of
the T102C polymorphism of the 5HT2A gene in the blang sib group (p<0,01),
suggesting a possible contribution of this allete the predisposition for PG.
Nevertheless, it is necessary to further investigtese polymorphisms in
independent samples involving PG phenotype foratteuate confirmation of such
findings. A preliminary analysis of the haplotyg@®2 and 516) show inconclusive
results. It is noteworthy that there are previoussoaiations between this

polymorphism and psychiatric manifestations othantPG.






1. INTRODUCAO:

O envolvimento excessivo com apostas, reconhecieled a Antiguidade,
passou a ser considerado como transtorno psiga&npartir de sua inclusdo no Manual
Diagnéstico e Estatistico dos Disturbios Mentais1®&80 (DSM-III-R APA 1980), sob a
denominacéo de Jogo Patoldgico (JP). Embora nfenka dados disponiveis no Brasil
até o momento, estima-se que seja um transtornantadreqiente. Com prevaléncias
variando entre 0,8 e 4% da populacédo geral em @estiehlizados nos EUA, Canada e
Australia (Shafferet al, 1999, Shaffer e Korn, 2002, Schofiedd al, 2004), fica
evidente a importancia desse diagnostico. Ladoderronstrou que aproximadamente
88% da populacdo canadense teve ao menos um coatatipgos de azar ao longo da
vida (Ladouceet al, 1991). Em meta-anélise do comportamento de apos®EUA e
Canada, Shaffer estimou que 86% da populacdo deksies paises podem ser
considerados como apostadores recreativos (Stedfd; 1997), evidenciando assim a
disseminacao do habito de apostar.

Além da prevaléncia, também a gravidade social EHotein interesse, em
particular no impacto que o habito de jogar temfaaslias e em filhos de jogadores, e
0s riscos, ainda ndo conhecidos, de consequénaaypoctamentais tardias em
consequéncia da exposicdo ao esfacelamento fimaregiessoal do JP (Darbyshee
al., 2001), inclusive o desemprego (Beaudoin e Co®919Esses dados ressaltam a

importancia dos problemas com jogos de azar, dexigoavidade das consequéncias



sociais dos mesmos, tais como a pulverizacdo dangs@s pessoais e familiares, o
desgaste dos relacionamentosperia de crédito que decorrem diretamente dasefeicd
clinicas deste problema (APA, 1996).

O gosto por atividades e estilos de vida em qusco tem grande importancia é
um traco frequente nos jogadores patolégicos, tregie associado a busca por
sensacdes, e caracteristicas impulsivas de peidahal conforme Zuckerman (1994) e
Blaszczynskiet al. (1997). A busca pela sensacdo imediata de geatdic € também
uma caracteristica comum em individuos impulsiv@Bafnberset al., 2003), sendo,
portanto, verificada nos casos de dependéncia qaiou comportamental, como é o
caso do JP (lbafe al, 2001).

A impulsividade tem sido mais frequentemente deéinicomo “qualquer
comportamento que visasse um objetivo especifiamcterizado por um julgamento
precario na obtencdo de gratificacdo, tal como a¥ade adicdo, sexo, comida, entre
outros” (Chamberst al, 2003).

Evenden, no entanto, questiona a validade da atemceituacdo de
impulsividade, e alerta para o fato de a impulsidiel que € descrita em diferentes
transtornos poder ter caracteristicas distintagy fgue levou a alguns conceitos
conflitantes de impulsividade, com uma tendéncéamfacar a natureza da manifestacao
comportamental, tal como “problemas com a lei”, résgdo”, “uso de drogas”,
“dificuldades escolares”, e ndo 0s processos [EEIC@IS comuns aos transtornos. Em

populacdo normal, foram aplicados questionariospelsonalidade, e os resultados



sugerem que diferentes questionarios abordam difsreaspectos da impulsividade, e
gue esses aspectos podem ter bases bioldgicasadigiEtvendert al, 1999).

Mais recentemente, estudos comparando caractasiste personalidade de
jogadores patolégicos com portadores de transtobsessivo-compulsivo concluiram
gue o0s jogadores eram menos compulsivos e tinhagodr impulsivos mais
proeminentes (Tavares, 2001; Kim e Grant, 2002)laBas caracteristicas do JP, de um
comportamento disadaptado, envolvendo perda deotentas apostas, deterioragédo
progressiva do transtorno, e persisténcia no caiapento apesar de consequéncias
negativas, a “ocorréncia de um comportamento innpulsepetitivo” (Lejoyeux et al.,
2000), este € hoje considerado uma dependénciacctamental (NORC 1999, Ibafiez
et al, 2001).

Seth comenta a participacdo ambiental necessaréa @alesencadeamento e
manutencdo do comportamento de JP, ao levantado da que em estados norte-
americanos em que ha maiores oportunidades de aapdambém ocorre maior
prevaléncia de JP, também apontando, no mesmolhtoabgara a vulnerabilidade
familiar como um fator decisivo na ocorréncia de(3Bthet al,1998). Esses dados

demonstram o carater importante da familialidadparticipagéo no JP.

1.1 COMORBIDADES PSIQUIATRICAS EM JOGO PATOLOGICO:

Em diversos transtornos psiquiatricos, tem-se tyneada vez mais evidente a

ocorréncia de manifestacbes psicopatoldgicas meneresintomas de intensidade



subclinica, que permitem a formulacdo de um segulidgnostico, paralelo, com
implicacdes diagndsticas e terapéuticas propriaan@naret al, 2007). Essa evidéncia
tem motivado um numero grande de estudos que vidatalhar as caracteristicas
psicopatolégicas e comorbidas do JP.

Kotler encontrou indices elevados de co-morbidadeeelogo Patoldgico e outras
condicOes psiquiatricas: abuso de alcool e dradgsessado e ansiedade (Kotler et al.,
2006).

Mais especificamente, a co-morbidade entre JP pendi€ncia ou abuso de drogas
tem sido evidenciado por grande numero de estudoslifdrentes desenhos, todos
demonstrando robusta associacdo entre ambas (&asetl al, 1996; Ibafiezt al,
2001; Lesieuet al.,1986; Petry, 2000; Stewaat al, 2003).

A partir do Estudo Epidemioldgico Nacional em Alt@ Condicdes Associadas
(National Epidemiologic Survey on Alcohol and RetaConditions — NESARC), Petry
encontrou uma prevaléncia ao longo da vida de 0,4#%& JP, que se associou com
diversos transtornos psiquiatricos: 73,2% com alokesalcool, 60,8% com transtorno de
personalidade, 60,4% com nicotina, 49,6% com toanst do humor, 41,3% com
ansiedade e 38,1% com drogas (Petrgl., 2005). Essa associacdo consistente entre JP
e dependéncias quimicas sugere sua inclusédo digmependéncias comportamentais.

A elevada comorbidade entre ADHD e Jogo Patologizell’Osso et al, 2005;
Hollander et al, 2005) sugere que ambas condigcbes partiihem nswoani
neurofuncionais semelhantes. Dentro da organizagdografica do DSM-IV, o JP esta

incluido juntamente com outros transtornos do impulPiromania, Tricotilomania,



Compras Compulsivo-Impulsivas), alguns até desritposteriormente ao JP
(p.ex.,Transtorno  Compulsivo-Impulsivo de InterneComportamento  Sexual
Excessivo), devido a evidéncias psicopatologicaspidemiolégicas e
farmacoldgicas(Dell’Osset al,2006, Hollanderet al.2005; Toneattoet al, 2004;
Potenzeet al, 2002; Pallantet al, 2002; Kimet al, 2002; Riboldiet al, 2002).

Segundo Mann, a funcdo serotonérgica estd implinadetiologia e patogénese de
diversas condicdes psiquiatricas maiores, comoeénpbo angular o rebaixamento da
funcdo serotonérgica no comportamento suicida,atato-a candidata a ter parte na
diatese genética de um comportamento suicida qgyngdo o autor, atravessaria
diversas categorias diagnosticas (Manhal, 2003).

Lesch constata que camundongos knock-out para gimesstema serotonérgico
apresentam indices elevados de agressividade elsingade em relacdo a
camundongos selvagens, e propfe a investigac@&@onsista das vias serotonérgicas no

estudo da impulsividade humana (Lestlal, 2000).

1.2INVESTIGAGCOES NEUROBIOLOGICAS EM JOGO PATOLOGICO:

Com o desenvolvimento das diversas areas das mene@s, tem havido um grande
aumento nas investigacdes biologicas e cerebraismextelos animais, bem como
investigacdes aplicadas aos transtornos do conmpenta, desde os mais antigos, como
a esquizofrenia os transtornos afetivos, quantdeosonceituacdo e diagnostico mais

recente, como é o caso do JP.



Olds e Milner (1954), em seu trabalho pioneirontdicaram as areas cerebrais
responsaveis pelo reforco comportamental posittavés da colocacdo de eletrodos
de estimulacdo em determinadas areas do cérebrat@® 0os mesmos registraram o
desencadeamento de um comportamento de auto-estanuhtiva e intensa, que tendia
a se intensificar com o tempo, acabando por addeigdes imperiosas, em sacrificio de
outras atividades, inclusive as mais fundamentaiscessarias a sobrevivéncia, como a
alimentacdo (Olds e Milner, 1954). Esse conjunto &eas que desencadeou tal
comportamento de auto-estimulacédo foi denominadte®ia Cerebral de Recompensa,
sendo anatomicamente delimitado pela regido qudestle a area tegmentar ventral até
0 ndcleo acumbens, tubérculo olfatério, nicleoadre cortex frontal (Olds e Milner,
1954; Wise e Rompre, 1989; Koob et al., 1992; Kebhl, 2001). Esse sistema sofre
acdo regulatéria de sistemas inibitérios, em qusemtonina exerce papel capital
(Kalivaset al, 1993; Nielseret al, 1994).

Segundo Monterosso (2004), os estudos de impudgleicem animais tém focado
principalmente em paradigmas que tém em comum admelh impulsividade como
uma funcdo diretamente proporcional a velocidadeetela de valor com o tempo
(Funcdo do Desconto Temporal), mas que estes apmeselimitacbes em suas
aplicagbes a condicdo humana, onde a diade imlade/auto-controle teria papel
central (Monterosso et al., 2004).

Fiorillo propde que o padrdo de ativacdo dopamio@rfyente a participacdo em
atividades de resultado imprevisivel apresentargatiqularidades de ativacdo e

sustentacdo que favoreceriam tanto o aprendizaaiot@@a habituacdo aditiva, e sugere



esse padrdo como um dos fatores neurobioldgicosantabuiriam para o perfil aditivo
do JP, dado o carater imprevisivel dos resultadegatjos de azar (Fiorillet al, 2003).

Diversos estudos tém implicado o cortex prefrooteho uma estrutura diretamente
envolvida nas manifestacfes de impulsividade, éspsente em sua atividade inibitéria
da execucao de atos, em grande parte reguladagretanina (Chambeet al, 2003;
Fiorillo et al, 2003).

Em estudo submetendo voluntarios normais a deplegfiala de triptofano
evidenciou-se diminuicdo da concentracdo de sar@amo SNC, que por sua vez se
associou a um aumento de respostas de estilo ivp@slesinibido, bem como a uma
diminuicdo da capacidade discriminatoria na exexuagftarefas verbais (Walderhagtg
al., 2002).

Em estudo de Ressonancia Magnética Funcional (fMdinonstrou-se que
individuos agudamente depletados de triptofanosigaado tarefas de resposta motora
de “sim”-“go” ou “ndo”-“no go”) apresentavam dimiigdo de ativacdo da porcao
orbito-inferior direita do cortex prefrontal bemneo uma ativacdo em cértex temporal
superior e medial, fornecendo evidéncias sobrepelpdestas regides, cuja inervacéo €
principalmente serotonérgica, em atividades derotenmotor inibitorio (Rubieet al,
2005).

Semelhantemente, Puig implica uma disfuncdo dexd@tefrontal na etiologia de
condi¢des psiquiatricas em que a impulsividade égpressdo central, como depressao
maior e esquizofrenia (Puigt al, 2005), e investigacdes acerca de interagcbesagorti

estriatais apontam para a existéncia de um mecardendisfungéo prefrontal também



nas dependéncias, tanto quimicas (Ketbal, 2001), quanto nas comportamentais,
como é o caso do JP (Cavedatial, 2002). Ainda, Koob e LeMoal hipotetizam que
haveria um desbalanco entre sistemas promotorgsatibcacdo e sistemas que teriam
acao de “anti-recompensa’ no desencadeamento etengho de comportamentos

aditivos, onde, além de estimular as estruturagrdgficacdo, o uso de psicotropicos

também teria a funcdo de inibir essas segundaguests (Koob e LeMoal, 2008), e cada
vez mais tem-se extendido o conceito de adicdc@oportamentos excessivos que nao
apresentam, em sua clinica, uso patologico de&ubias psicoativas, como é o caso do
Jogo Patolégico (Masakt al, 2007).

Segundo Riboldi, esse funcionamento anormal dexdtbitofrontal tanto em JP
guanto em outros transtornos (p.ex., transtorn@s#dgo-compulsivo e dependéncias
guimicas) pode ser entendido como um substrato ofigwmional comum para
impulsividade, que atravessaria diversas categdiggosticas (Riboldet al, 2002).
Além disso, Potenza argumenta que uma alteracafurdz#io do cortex prefrontal,
independentemente de qualquer diagnéstico especfimderia por si s6 aumentar a
probabilidade de ocorréncia de impulsividade (Pzaen al, 2003; Stanlewt al, 2000;
Roy et al, 1988), e Chambers, ainda, propde que a impuiiedseria o resultado de
qualquer desequilibrio importante no funcionamedts estruturas promotoras e
inibitérias da motivacdo na neurocircuitaria daifjcacdo (Chamberst al, 2003).

Lesch formula a impulsividade como sendo nuclear eomportamentos

disadaptados, tais como agressividade, adicAc&lgyie aponta para a variabilidade na



expressao de genes do sistema serotonérgico cepunsivel pela ocorréncia de tracos
complexos de personalidade, como € o comportanagmnéssivo (Lescht al, 2000).
Kalechstein comparou JP que nunca haviam sido didoeea tratamento
medicamentoso, com dependentes quimicos a metairietae com controles normais,
tendo identificado um blogqueio neurocognitivo ernddrontal nos JP, que em algumas
medidas neuropsicolégicas chega a ser mais impertim que aquele registrado nos
dependedentes de metanfetamina, ou seja, foi ddtecum disfuncionamento
neurocognitivo nédo-atribuivel a substancia exégdRessalta ainda que a etiologia
desses déficits ainda ndo esta estabelecida, esgae dados sugerem que o JP poderia,
por um lado, ser um estimulo ambiental para esfardido de lobo frontal, mas que,
alternativamente, essa auséncia exdégena também e@stde indicando um forte
componente constitucional subjacente e anterioda ® desenvolvimento clinico do JP.

(Kalechsteiret al, 2007).

1.2.1 ESTUDOS GENETICO-EPIDEMIOLOGICOS EM JOGO PATO LOGICO:

Os estudos genético-epidemiologicos sdo geralmanfgimeira abordagem na
investigacdo de um possivel componente genéticondeafeccao.

Estudando-se amostras clinicas de JP, foram cadatincidéncias que variaram
entre 9% e 20% de Jogo Patolégico entre parenté8. derau de jogadores patologicos
diagnosticados (Ibafiext al; Blacket al, 2003), mostrando incidéncias de 7 a 16 vezes

a da populacao geral (Phillipe e Vallerand, 2007).
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Tanto a agregacao familiar quanto as co-morbidadesdP foram consistentemente
confirmadas por estudos de Blastkal. (2003, 2006) e Danncet al (2006), ao avaliar
parentes de 1°. Grau de JP, e constatar prevaéestatisticamente significantes de
alcoolismo, abuso de substancias, JP, depressiieelade.

Em estudo que utilizou a South Oaks Gambling Sq@8©GS), Gambino
demonstrou um risco 6 vezes maior de ocorréncidPdem dependentes de substancias
do que na populacdo geral. Nesse mesmo estudoromnasha associacdo entre JP e
ocorréncia de “possivel jogo problematico” (possiiphmbling problem - preenchimento
insuficiente de critérios para JP) em geracdo palraté os avos, estimando que o risco
devido a jogo-problema num dos avos eleva o riscoabrréncia de jogo-problema em
12 a 30 vezes a da populacéo geral (Gamdtirab, 2003).

Oei avaliou 198 familias (com um total de 546 indlixos participantes) captadas a
partir de participacdo voluntaria de estudantemgranistas de psicologia, via SOGS e
a “Escala de Cognicdo Relacionada a Apostas” (Gamiitelated Cognition Scale —
GRCS), tendo encontrado padrao de influéncia daicég parental no comportamento
de jogo detectado nos filhos, sendo indireta e@gnicdo da descendéncia também. Os
resultados fazem olhar na direcdo de um possivelamgnmo de transmissdo do
comportamento, via cognicdo, de geracao para ge(@giet al, 2004).

A limitagdo desses estudos familiares é o fato ée permitirem uma boa
discriminacdo entre o que pode ser genético e gogde ser a influéncia ambiental no
JP, discriminacdo essa que estudos entre gémeaxigdticos e dizigdticos conseguem

detalhar.
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1.2.2 ESTUDOS EM GEMEOS:

O pressuposto basico que rege os estudos em géerasle que, em condicbes
onde a influéncia ambiental é intensa, gémeos dlizigs € monozigGticos teriam
concordancia diagndstica proxima, enquanto que endigdes predominantemente
genéticas, essa concordancia seria significativeenanaior nos monozigoticos
(partilhando estes praticamente 100% dos) do que nos dizigéticos (0s quais
partilhariam em torno de 50% desk&s).

Eisenet al (1998) realizou amplo estudo com 3359 pares desigees, obtidos
pelo “Registro dos gémeos da Era do Vietnam” (\detrEra Twin Registry — VET),
nos quais investigou, via entrevista telefonicpresenca de diferentes sintomas de JP
(p.ex: tentar recuperar perdas no mesmo lugar dastapapostar quantias maiores do
gue o inicialmente desejado, etc), e sua respeftagiiéncia em ambos membros
fraternos. Usando o corte de um minimo de 25 apfasta, constatou JP em apenas
1,4% da amostra total (94 sujeitos), dificultandoétculo do indice de herdabilidade,
mas constatando uma concordancia para JP de 9,8%lipbticos contra 22,6% para
monozigoticos, evidenciando uma clara influénciaégjea neste transtorno. (Eiseh
al., 1998).

Slutske et al., em entrevista telefénica a 4497 pares de gémeo¥HID
demonstrou que fatores familiais respondiam por 66&b6 superposicdo entre o0s
diagnosticos de  Transtorno Antisocial de Persdadk (TAP) e JP, 86% da

superposicdo entre TAP e Transtorno de CondutanfEndia (TC), e 61% da
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superposicdo entre CAA e JP, e gque essa assocragimr que O acaso Sseria
parcialmente devida a um substrato genético coamitrés (Slutsket al, 2001).

Também Potenza, a partir de entrevistas a pamitgpado VET , encontrou
medidas elevadas @elds ratiopara Depressdo Maior (DM) associadas aquelas,de JP
essa associacdo se manteve significante apos &owlegvariaveis socio-demogréficas e
outras variaveis psiquiatricas (66% da variancialene 41% da variancia em DM eram
devidas a fatores genéticos, e 34% da variancidRem 59% da variancia em DM eram
devidas a fatores ambientais), e descrevendo umigipacdo de fatores genéticos na
ocorrencia da comorbidade entre JP e DM (Potenala, &005).

Scherrer avaliou 1074 pares de gémeos discordparesJP, participantes do
VET, associando trauma infantil ao desencadeanpasierior de comportamento de JP,
encontrando uma associacdo com abuso infantil,igéeglia, presenciar ou sofrer
violéncia fisica, tendo também constatado uma imn¢do significante de fatores
genéticos e familiares na associacdo entre exmo&Ecem ou mais sintomas de JP

(Scherreet al, 2007).

1.2.3 ESTUDOS GENETICO-MOLECULARES EM JOGO PATOLOGICO:

Do acima exposto, a investigacdo genética mostrasseimportante recurso de

investigacao biolégica da predisposicdo aos acheela®funcionais do JP.
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A partir dos trabalhos de Comings (1996) e PereLdstro (1997), iniciou-se a
investigacdo dos possiveis fatores genéticos deerabilidade para comportamentos
aditivos.

Comingset al (1996) encontrou, em estudo que incluiu 222 JRraati4 controles,
uma associacao entre JP e o alelo | do DRD2 TaglA.

Perez de Castret al (1997), comparando 68 JP (47 homens e 21 mulheoes)68
controles pareados para idade, género e grupooggmcontrou uma associacao entre
um alelo do DRD4 (exxon lll) que contém 7 repet&d@ a ocorréncia de JP em
mulheres.

Comings et al (1997) , usando amostra derivadacumaadescrita (Comings et al.,
1996), encontrou uma associacao positiva entreoJ&ledo | da DRD1 Ddel.

Perez de Castret al (1999), usando a mesma amostra acima descritaz(Eer
Castro et al., 1997), encontrou uma associacée erdtelo curto (s) do SHTTLPR e JP
em homens.

Comingset al (1999), encontrou, na amostra acima (Comings et1806),
associacgao entre JP e alelos de repeticdo 5-&®RD4 (exon IlI).

Ibafiezet al (1999), usando a mesma amostra que Perez de @astiro(1997),
ndo encontrou associacdo entre JP e o polimorfismmatron | do gene da tirosina
hidroxilase. Em 2000, obteve uma associacdo donpdlismo MAO-A/intron | (alelo
de 4 repeti¢cdes) e do polimorfismo MAO-B/promotdelo de 3 repeticbes) com JP em

homens (Ibafiez et al., 1999).
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Comingset al (2001) comparou 139 JP com 139 controles pareadaglacdo a
31 genes envolvidos na funcdo da dopamina, serapnoradrenalina e GABA, tendo
encontrado uma participacao desses genes em mei28s da variancia em JP.

Perez de Castret al (2002), novamente utilizando-se da mesma amosinaaa
descrita (Perez de Castro et al, 1997), enconssoceéacao entre o alelo de 3 repeticbes
da regido promotora do gene da MAO-A, com formais iguaves de JP em homens.

Da Silva Lobo et al (2007), em amostra constan€old0 pares de irmaos
discordantes para o diagndstico de JP, encontrau associacdo entre o alelo T do
polimorfismo DRD1 — 800 T/C nos JP.

Dado o carater central da impulsividade no JP,v&ddea intima relacdo entre
atividade serotonérgica e impulsividade, tem-seidesto diversos polimorfismos de
genes envolvidos na regulacdo do sistema serofooégyn sua associacdo com a
impulsividade (Coccaret al, 1998; Evanet al, 2000).

As duas abordagens gerais mais comuns sdo os estleldigacdo e os de
associacao. Os estudos de ligacdo utilizam mareadide posicdo nos cromossomos
para investigacdo de areas que apresentam sindgad@o com o fendtipo em estudo.
Os estudos de associacao procuram identificar gefespequeno efeito, que
isoladamente ndo sdo suficientes para desenvolwkyeaca, mas podem contribuir,
juntamente com outros, para seu desencadeamergdeitipos complexos (em que os
transtornos psiquiatricos sdo exemplo paradigmiatiemn que esses genes S&o
prevalentes na populacao geral, os estudos gesédicnse utilizado principalmente dos

estudos de associagao.
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O gene do transportador de serotonina (SCL6A4) éamtem sido associado a uma
maior susceptibilidade a viragem maniaca por aotessivos (Vissegt al, 2005), e aos
transtornos alimentares, tanto em relacao a insdrgilecdo dessa regido promotora
guanto do polimorfismo VNTR da regido do intronetbora esses ultimos resultados
ndo tenham tido replicagcéo inequivoca (Lauzueical, 2003).

Gerraet al. (2004), ao comparar 101 controles normais com dédendentes de
heroina, tendo avaliado indices de agressividaglgiva, trouxe evidéncias de uma
associacao entre o polimorfismo do promotor do gesresportador de serotonina (5-
HTTPLR) e risco mais elevado para o desenvolvimet#goabuso de substancias,
particularmente em individuos impulsivos. O 5HTTLR&M sido associado com
vulnerabilidade aumentada para depressao, nesraticie autismo (Bradlegt al,
2005). Sakadceet al. (2004) também fornece indicios de associacdo eliteeencas
genotipicas do 5-HTTPLR, tendo encontrado um aumneatpontuacdo global e na sub-
escala “impulsividade por desatencdo” em portaddeegendtipo s/s, que seria menos
funcional que os demais gendtipos (I/s e I/l), single assim uma maior propensao a
impulsividade nesse genotipbee et al. (2003), encontrou a mesma associacdo em
estudo comparando dois grupos de homens corearsbsddates de medicina e
prisioneiros) onde destacou diferencas na freqéélélica 5-HTTLPR-s e 5-HTTLPR-
[, levantando a hipdtese do alelo s ser um posgimé candidato para impulsividade
naquela populacao.

Murphy et al. propde que o 5-HTTLPR-s seja considercomo marcador genético

para eficicia antidepressiva de inibidores selstdmrecaptacédo de serotonina (Murphy
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et al, 2004). Em estudo recente, Zalsman descreve unantedo 5-HTTLPR-I, com
uma troca A22G, onde a variante longa com o aleke @omporta como uma variante
curta, mantendo equivaléncia expressiva ao 5-HTFsP&aracterizando uma terceira
variacdo alélica que determinaria um efeito conifimdnos estudos anteriores (Zalsman
et al, 2006).

O gene da 5HTT apresenta outro polimorfismo furai@em do SHTTLPR, que é
um VNTR em seu segundo intron (intron 2), e cugbeascdo a comportamento suicida
tem sido estudada. Em estudo comparando suicidasteles sadios croatas e eslavos
nao encontrou diferencas estatisticamente sighifas na distribuicdo da frequéncia
alélica dos polimorfismos 5SHTTLPR nem VNTR introngdrém revelou diferencas na
analise de distribuicdo haplotipica, com um excessblaplétipo L10 entre os suicidas
(Hranilovicet al, 2003).

Jernej et al. também demonstra influéncia dos mofismos do intron 2 na
predisposicdo a comportamentos de auto-agresséidi®, em estudo que realizou ,
em que o alelo 1010 do intron-2 do 5HTT, com meatvidade transcricional
(“atividade menor”) mostra associacdo estatisticgnificativa na atividade
suicida.(Jernegt al, 2004).

Li et al. (2005) aponta para a associacdo entre um excessangmissdo do alelo
861G do gene do receptor 5HT1-B em familias deapores de ADHD. Lappalainest
al. (1998) identificou um possivel loco para predisgis a alcoolismo antisocial no
5HT1B, e Stefujlet al(2004) descreve a mediacdo pelo 5HT1B no compertiton

agressivo em camundongos, concluindo por seu enwaito no controle da
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agressividade e impulsividade humanas (Steéjlal 2004, Newet al, 2001,
Bouwknechtet al, 2001).

Os receptores de serotonina do subgrupo 2 (5HTR®) d&€lo, como um todo,
implicados como centralmente contributivos ao mistale gratificacdo (Kennet al,
2004), e associados a uma maior vulnerabilidade aaifestacdes depressivas em
condicOes desfavoraveis (Joketaal, 2007).

O gene do receptor suptipo SHT2A também tem sido@®do a um numero de
manifestacdes psicopatologicas de diversas natirgdalerancia a efeitos colaterais de
antidepressivos (Murphy et al, 2004), a perfis mdisfuncionais em pacientes
deprimidos e pds-deprimidos (Abdolmaleky et alQ®0 a esquizofrenia (Bhagwagar et
al., 2006), a tracos impulsivos e comportamentosaial em alcodlicos (Preuss al,
2001; Hillet al, 2002).

Bjork et al detectou uma pontuagdo maior no numero de errostestagem
neuropsicologica nos homozigotos CC 5HT2A, bem cama predisposicdo desses
homozigotos a transtornos do humor ou abuso de&adias, e levantando a hipotese do
alelo T102C ser um marcador para uma reducédo d@duregulatoria serotonérgica no
controle dos impulsos (Bjort al, 2002).

Também Nomureet al. sugere a participagdo do 5HT2A no desencadeanunto
comportamento impulsivo, genotipando sua regidomptora, e encontrando uma
associacao estatistica maior entre maior frequései®rros comissionados em teste
neuropsicologico nos portadores do alelo 1438A e mps potadores do alelo 1438G

(Nomuraet al, 2006). Kennedyet al, (2006) encontrou associacado entre tracos de
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extroversdo em portadores de Transtorno Bordedmd’ersonalidade e o alelo C do
T102C, e Prado-Lima (2004) encontrou associacare emtgenétipo CC e o habito
ininterrupto de fumar (Prado Line al, 2004).

Os dados acimsugerem o carater central da funcéo serotonérgigapulsividade.

No JP, caracteristicas equivalentes as dependedeiasubstancias (habituacéo,
tolerancia, progressao) apresentam-se clarameanteriterios diagnosticos e na histoéria
natural do transtorno. Estudos investigando o ottnibitorio cerebral e caracteristicas
impulsivas em outros transtornos psiquiatricos sargeque a investigacdo de genes
envolvidos em etapas criticas do funcionamento idtersa serotonérgico podera

contribuir para esclarecer a etiopatogenia do JP.
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2. OBJETIVOS:

Investigar a associacdo entre polimorfismos de gydoesistema serotonérgico e

de jogo patologico em pares de irmaos discordgraeseste diagnostico.
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3. HIPOTESES:

Ho: Distribuicdo semelhante dos alelos dos loci ingadbs entre irméos

afetados e ndo-afetados;

H1: Diferenca estatisticamente significante na disicéo dos alelos dos loci

investigados entre os dois grupos.
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4. METODO

4.1 Casuistica:

Para o presente estudo, foram selecionados 148 dar&@maos, discordantes
para o diagnostico de JP. O recrutamento foi r@@dizentre marco de 2001 a fevereiro
de 2003, a partir de sujeitos que procuraram treatéonno Ambulatério de Jogo
Patoldgico e Outros Transtornos dos Impulsos (AMdO)Departamento e Instituto de
Psiquiatria, Hospital das Clinicas da Faculdadeviédicina da Universidade de Sé&o
Paulo (IPg — HC-FMUSP). Os 140 pares de irmaosisglados fizeram parte da tese de
doutorado “Caracteristicas de Personalidade e BagmlOogico: analise comparativa de
jogadores patologicos e seus irméos”, defendida ped. Daniela Sabbatini da Silva

Lobo em 2005 (Lobo, 2005).

4.1.1 Avaliacao Clinica:

As entrevistas diagnosticas nos pares de irmaasfoealizadas por psiquiatras
(David Wilson, Daniela Lobo, Silvia Martins, Ana Kkka Galetti e Hermano Tavares). O
diagnostico de JP foi realizado atraves de enteewitinica utilizando os critérios
diagnosticos do DSM-IV. Foram incluidos na amogtaaes constituidos por um JP
(DSM-IV >0) e seu respectivo irmao nao-JP (DSM-IV = 0). Paravestigacdo de
outros transtornos psiquiatricos foi utilizada uenérevista psiquiatrica semi-estruturada

traduzida para o portugués: Schedules for Clinfkesdessment in Neuropsychiatry —
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SCAN (Andradeet al, 1998; Winget al, 1990). A classificacdo diagnéstica foi obtida
através de um programa especificamente desenhaal@ @aalise computadorizada das
entrevistas obtidas pelo SCAN denominado CATEGOn@Met al., 1990). Optou-se
pela utilizacdo da classificacdo diagnostica da-D0DOs resultados da avaliacao clinica
fizerem parte da tese de doutorado “CaracteristeaBersoalidade e Jogo Patoldgico:
analise comparativa de jogadores patolégicos e seudos”, defendida pela Dra.

Daniela Sabbatini da Silva Lobo em 2005 (Lobo, 2005

4.1.2 Critérios de Inclusdo e Exclusao:

Além dos critérios diagnostico supra citados, edeieu-se que os jogadores
patolégicos e respectivos irmédos incluidos possmissno minimo, cinco anos de
educacéao formal e concordassem em completar ogatotdo estudo.

Foram excluidos sujeitos com histéria de qualquaisoelio psicético ou
transtorno afetivo bipolar, bem como sujeitos catologias clinicas (ndo psiquiatricas)
instdveis ou demandando internacdo, doencas ngiga$d(p. ex. acidente vascular
cerebral, histéria de traumatismo craniano, doeegaarkinson) e retardo mental.

Nos casos em que o jogador possuia mais de um goepreenchia os critérios
de inclusdo, a selecdo daquele que seria avaliadteiga de acordo com o0s seguintes
critérios:

« 1%0opcao: irméo de mesmo sexo e idade mais proxinjagaalor;

« 2%opcao: irmao de mesmo sexo e com diferenca de idadté cinco anos;
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« 3%o0pcéao: irmdo de sexo oposto e com diferenca dkeida até cinco anos;
« 4%o0pcao: irmdo de mesmo sexo ou de sexo oposto iferartta de idade maior
gue cinco anos.

Durante o periodo em que os sujeitos foram av@siaol candidato fazia parte da
equipe do ambulatorio (AMJO) e participou ativareent entrevista e selecdo da
amostra.

Todos o0s sujeitos assinaram termo de consentinagd® terem sido informados
sobre os objetivos e procedimentos do estudo, ooefos requisitos estabelecidos pela
Declaracéo de Helsinki. O estudo foi aprovado g@mité de Etica em Pesquisa da

Universidade de Sao Paulo.

4.2 Extracdo de DNA:

A extracdo de DNA foi realizada através do métodd'salting out” (Miller et
al., 1988). As amostras de DNA foram identificadas cstema de codigo de barras e
armazenadas em freezer 2&) mantendo a confidencialidade dos dados e dimiou
as chances de erros de identificacéo.

Para a realizacdo das genotipagens neste estusio édrtidas aliquotas do DNA
previamente armazenado. No entanto, o candidagbeectreinamento na técnica de
extracdo de DNA em outras amostras de sangue,nperies a outros projetos de

pesquisa em curso a época.
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4.3 Escolha de Polimorfismos para a Analise de HEjtipos:

A partir da revisdo da literatura, foram escolhid®sgenes do sistema
serotonérgico para a andlise de haplétipos: o gere codifica o transportador de
serotonina (SLC6A4), o gene que codifica o recegoserotonina subtipo 2A (HTR2A)
e 0 gene que codifica o receptor de serotoninagubB (HTR1B).

As figuras 1, 2 e 3 apresentam a configuracdo lipmla dos genes

selecionados, a partir dos dados do projeto HapMapw.hapmap.orp para

caucasianos. O calculo de desequilibrio de lig&cB) foi obtido através do programa
Haploview verséo 4.0 (Barrett al, 2005). O gene SLC6A4 possui Sigle nucleotide
polymorphismgSNPs), o gene HTR2A possui 169 SNPs e o gene HTRREBuUI seis
SNPs genotipados pelo HapMap.

Em seguidajtag SNPs foram selecionados através do programa Haplpv
utilizando um marcador para dois a trés SN&gessive tagging com £ > 0.8 e
freqUéncia minima para o alelo menos comum (MAF).01. As figuras 3, 4 e 5
apresentam a configuracdo haplotipica dos genesapélecao ddag SNPs. Para que
fosse realizada uma analise de haplétipos que ssebrioda a extensdo dos genes
selecionados, seria necessario genotipatatdSNPs no SLC6A4, 4@ag SNPs no
HTR2A e doistag SNPs no HTR1B. No entanto, foi possivel genotgaenas SNPs

cujos primers estavam disponiveis no laboratorio.
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Figura 1: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) no gene HTR2A, de acordo com

os dados para populacao caucasiana do projeto Hapddwww.hapmap.org).
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Figura 2: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) no gene SLC6A4, de acordo com

os dados para populacao caucasiana do projeto Hapdwww.hapmap.org).
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Figura 3: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) no gene HTR1B, de acordo com

os dados para populagéo caucasiana do projeto HapMdwww.hapmap.org).
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Figura 4: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) selecionadostagged SNPs) no

gene HTR2A de acordo com os dados para populagédoucasiana projeto HapMap

(www.hapmap.org).
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Figura 5: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) no gene SLC6A4 selecionados

(tagged SNPs) de acordo com os dados para populagdo caucasiada projeto

HapMap (www.hapmap.org).
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Figura 6: Single nucleotide polymorphisms (SNPs) no gene HTR1B selecionados
(tagged SNPs) de acordo com os dados para populacdo caucasiada projeto

HapMap (www.hapmap.org).
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4.4 GENOTIPAGEM:

Foram selecionados polimorfismos em genes do sisteemotonérgico com
demonstrada atividade funcional ou previamente c@3d0os as dependéncias de
substancias, jogo patolégico ou a outros transtodeocontrole dos impulsos. Todas as
genotipagens foram realizadas pelo candidato, brquabeu treinamento e supervisdo
da equipe técnica do Laboratério de Genética do -2BM (Laboratério de
Psicofarmacologia), IPq- HC-FMUSP.

A amplificacdo dos fragmentos polimérficos dos geestudados foi obtida por
técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR).d@da um dos polimorfismos
estudados foram seguidos os protocolos especitleo®CR descritos a seguir. Os
tamahos dos fragmentos foram estimados atravésrdparacdo com um marcador de
tamanho de DNA (Ladder 100bp — Gibco). Amostras gamotipos ambiguos foram
regenotipadas. Posteriormente, 10% da amostra dl@cienada aleatoriamente e
regenotipada para controle de qualidade. A leitlza gendtipos foi feita sem que

houvesse conhecimento sobre o diagnostico dosasijei

4.4.1 Gene do Transportador de Serotonina SHTTLPRILCG6A4):

Localiza-se no cromossomo 17ql11.1-gq12, sendo ¢oiokti por 31kb, e

contendo 14 exons (Lesch et al., 1996). Foi geadtpo polimorfismo localizado na

regido promotora do gene, constituido por uma ¢@édelecdo de 44 bp — S5SHTTLPR
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(Heils et al, 1996; Lesch et al., 1996). Este potiismo esta localizado a cerca de 1kb
“upstream do inicio do sitio de transcri¢ao.

Foi seguido o protocolo de PCR conforme descrigd@aok et al. (Cookt al,
1997), utilizando 5@,g de DNA gendmico, tampéo de PCR Gibco (2ul), PGRaecer
Invitrogen (2,0 pl), primer forward 5-TGA ATG CC&CA CCT AAC CC-3', primer
reverse R1 5 — TTC TGG TGC CAC CTA GAC GC-3' (ubde cada), dATP, dTTP,
dGTP e dCTP (200 uM de cada), MgCI2 (1,5mM, 1,5@lJaq polimerase Ampli-Taq
(1 V). O ciclo de PCR consistiu em uma fase deatesacdo a 95°C por 3 minutos, uma
fase de amplificacdo de 40 ciclos a 95°C por 3Qrs#gs, 61°C por 30 segundos, 71°C
por 1 minuto, e uma fase de extensao a 72°C poriditos. Em seguida, os produtos de
PCR foram incubados a 37°C por 12 horas com a enklspl (0,5ul). Os fragmentos
assim produzidos foram denominados:

* Alelo L (longo): 454bp
* Alelo S (curto): 406 bp
Os produtos de PCR foram separados por eletroferasgel de agarose a 2,5%,

(100V, 1,5 hora).

4.4.2 Gene do Receptor de Serotonina Subtipo 1B (IRLB):

O gene que codifica o receptor 5HT1B encontra-se anOMOSSOMO

6g13Mochizuki et al.,1992), consistindo de apenas lnex@o contendo nenhuma

sequencia intrénica , com um quadro de leitura @& @ninoacidos com sete regides
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hidrofébicas, tipicas dos receptores acopladosaniga (Demchyshyret al, 1992).
Foi genotipado o polimorfismo contituido por uméostituicdo de guanina por

citosina no nucleotideo 861, denominado 5HT1B G8@Hppalaineret al, 1995).

Na realizacdo do PCR foram utilizadosn§0de DNA gendmico, tampdo de PCR
Gibco, primer forward 5HT1B-A: 5 — GAA ACA GAC GC CAA CAG GAC - 3,
primer reverse 5SHT1B-B: 5 —CCA GAA ACC GCG AAA GRAGAT- 3’ (1,5uM) ,
MgCI2, dATP, dTTP, dGTP e dCTP (200 uM de cada)] Palimerase Ampli-Taq
(1V). A fase de desnaturagao ocorreu a 95°C pomatas, seguida de amplificacédo
durante 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 57°C3fosegundos, 72°C por 30
segundos, e uma extensdo de 72°C por 7 minutgstadatos de PCR foram digeridos
com as enzimas Hinll e BSA durante 12 horas a 3#8Ctealizada eletroforese em gel

de agarose 2,5% (100V, 1 hora) e visualizamosgsrges alelos:

» Alelo longo: 548 bp

* Alelo curto: 406 + 142 bp

4.4.3 Gene do Receptor de Serotonina, subtipo 2ATR2A):

O gene que codifica o receptor 5SHT2A encontra-seramossomo 13q14-g21,
consistindo de mais de 20 kb, e consistindo de & 2 intronspossuindo um
comprimento de 20 kb (Chen et al., 1992). Foramotjeados o0s seguintes

polimorfismos:
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. HTR2A (T102C): Localizado no exon 1, € constituido por uma subgéib de
timina por citosina no nucleotideo 102 do gene (&raet al., 1993). O protocolo de
PCR (Warreret al, 1993) utilizou 1501g de DNA gendmico, tampéao de PCR Gibco,
primer forward 5 — GAC ACC AGG CTC TAC AGT AAT GAG 3, primer reverse
5- CGA CTG TCC AGT TAA ATG CAT CAGA- 3’ (1,5 pl deada), MgGl dATP,
dTTP, dGTP e dCTP (200 uM de cada), Taq Polimefaspli-Tag (1 U). A etapa de
desnaturacéo realizada a 95°C durante 3 minutgsjdsede amplificacdo durante 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 61°C por 30 segua@SC por 30 segundos, com uma
extensdo de 72°C por 7 minutos. Foi realizada tigesom a enzima de restricdo Mspl
por 12 horas a 37°C. Os produtos foram visualizagds eletroforese em gel de agarose
a 2,5% (100V, 1,5 hora). Os alelos visualizados séo

* Alelo 102T: 342bp

+ Alelo 102C: 216 + 126 bp

HTR2A (C516T): Localizado no exon 2, resulta de uma substituighoitbsina
por timina no nucleotideo 516 do gene (Arratzl, 1995). O protocolo de PCR foi
realizado com 10@®g de DNA gendmico, tampao de PCR Gibco, primer &wdis'—
GGA TAG GGA TCC ATG TGC TC-3', primer reverse 5-T&GGT GGA TGG GAT
TCT G -3’ (1,5 pl de cada), Mg&IdATP, dTTP, dGTP e dCTP (200 uM de cada), Taq
Polimerase Ampli-Tag (1U). A etapa de desnaturagiizada a 95°C durante 3

minutos, seguida de amplificacdo durante 40 cid®®4°C por 30 segundos, 61°C por
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30 segundos, 72°C por 30 segundos, com uma extelesd@°C por 7 minutos. Foi
realizada digestdo com a enzima de restricdo Sge®6l2 horas a 37°C. Os produtos
foram visualizados apds eletroforese em gel deoagaa 2,5% (100V, 1,5 hora). Os
alelos visualizados séo:

» Alelo T516: 195 bp

» Alelo C516: 106 + 87 bp

4.5 ANALISE ESTATISTICA

4.5.1 Dados Socio-Demograficos:

Os dados socio-demogréaficos obtidos nesta amostramf analisados
previamente pela Dra. Daniela Lobo (da Silva Lobalg 2007; Lobo, 2005). Os pares
de irmdos foram comparados quanto a idade, setxmc8b econdmica, escolaridade,
etnia, estado civil, nimero de filhos, opcédo sexusituacao profissional. O SCAN foi
utilizado para avaliagdo de comorbidades psiqu&grpresentes nos ultimos 2 anos.

As comparacfes para as variaveis continuas cornbdisfio normal foram feitas
através do teste t de Student pareado e para eweiarcontinuas sem distribuicdo
normal foi utilizado o teste de Wilcoxon para amastipareadas. O teg{2 de Pearson
foi utilizado para variaveis categoriais com dimticdo normal e o teste exato de Fisher
para variaveis categoriais sem distribuicdo norialistribuicdo normal das variaveis

foi verificada através dos testes de KolmogorovirSow e Shapiro-Wilk.
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4.5.2Polimorfismos do Sistema Serotonérgico:

O célculo de poder da amostra foi realizado atral@gprograma QUANTO
versdo 1.1 (Goudriaaet al, 2004). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verido

através do programa PEDSTATI8tp://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/PedJtats/

Tanto a andlise univariada dos polimorfismos quanamalise de associacdo de
haplétipo foi realizada no programa UNPHASED vers60.10 (Dudbridge, 2003;
Dudbridge, 2006). Para o teste de associacao s &eendtipos, o programa utiliza o
teste de’ modificado por Dudbridge (2006) e compara o efdiéaada alelo / genétipo
em relacdo ao alelo/ gendétipo de referéncia (Dddperiet al., 2006). Caso o alelo/
gendtipo de referéncia esteja associado a vardeméndente, o programa permite que
outra referéncia seja especificada .

O teste de associacdo de haplotipos verifica arafita de cada um dos
haplétipos comparada ao agrupamento dos haplatgsbantes. A hipétese de nulidade
para a obtencdo do valor ddds rationo teste de associacdo de haplotipos € de que
nenhum dos marcadores testados contribui para @rdongdo risco de ocorréncia da
variavel dependente (Dudbridge et al., 2006).

A andlise estatistica que envolve os dados deigaméblecular foi realizada em
colaboracdo com a Dra. Daniela Lobo, do CenterAfidliction and Mental Health na

Universidade de Toronto, Canada.
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5. RESULTADOS
5.1 Dados Sécio-Demograficos:

Os 140 pares de irmaos apresentam a seguintebdisfio em relacdo ao sexo:
37 jogador masculino/ irmdo masculino, 33 jogad@sculino/ irméo feminino, 37
jogador feminino/ irméo feminino, 33 jogador femmiod irm&o masculino. Com relacéo
a etnia, 78% dos individuos foram classificados @dmancos, 19% como pardos e 2%
como negros e 1% como amarelos, conforme desenitestudo anterior (Lobo, 2005).

A tabela 1(1a e 1b) apresenta os resultados dapatacbes de dados socio-
demogréficos entre os dois grupos, aqui reproduzita autrorizacdo da autora (Lobo,

2005).
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Tabela la: Dados sdcio-demogréaficos de jogadores tpkgicos comparados ao

irméo nao-jogador — variaveis quantitativas.

Irméos Nao-Jogadores (n=140

Caracteristicas Média £ DP | Mediana p (dep) p(indep)
Idade (anos)
Jogadores Patol6gicos (n=140) 40,55 + 8,85 | 41 0,485 0,769
Irm&os Nao-Jogadores (n=140) 40,22 + 9,82 | 40
Anos de Educacao Formal
Jogadores Patolégicos (n=140) 12,71 + 3,50 | 13 0,103 0,312
Irméos Nao-Jogadores (n=140) 13,16 £ 3,90 | 13
Indicador de Classe
Econdmica(1,5 - 15) 532+257 |5 0,084 0,09%
Jogadores Patologicos (n=140
6,18 +3,66 |5,33
Irméos Nao-Jogadores (=140
Numero de Filhos
Jogadores Patolégicos (n=140) 1,45+ 1,27 |1,5 0,286 0,434
1,39+153 |1

p (dep): nivel descritivo do teste t de Studenéado
p® (dep): nivel descritivo do teste de Wilcoxon pameostras pareadas

p (indep): nivel descritivo do teste t de Studerragamostras independentes

p® (indep): nivel descritivo do teste de Mann_Whitney
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Tabela 1b: Dados sécio-demogréaficos de jogadores tpkdgicos comparados ao

irméo nao-jogador — variaveis quantitativas.

Caracteristicas Jogadores Patolégicos Irméos Nao-Jogadores | p
(n=140) (n=140)

Etnia

Branco 109 109 1,000

N&o-Brancd 31 31

Estado Civil

Casadd 81 92 0,176

Solteiro® 59 48

Opcéo Sexual

Homossexual 7 5

Heterossexual 130 134 0,550

Bissexual 3 1

Situagao Profissional

Empregadd 108 129 0,0005

Desempregado 32 11

#Inclui pardos, negros e amarelos.

®Inclui legalmente casados e em concubinato.

¢ Inclui solteiros, vilvos, separados e divorciados.
4 Inclui auténomos, donas de casa e aposentados.

p: nivel descritivo do teste qui-quadrado de Peatst nivel descritivo do teste exato de Fisher




40

5.2 Comorbidades Psiquiatricas:

A tabela 2 (2a e 2b) apresenta os resultadosergésr as comorbidades
psiquiatricas, comparando-se 0 grupo de jogadoa¢siqgicos com 0s irmaos nao-
jogadores. As tabelas tém como variavel respostaiavel jogo (jogador/ irmdo nao-
jogador). As tabelas aqui apresentadas foram rapidals com autorizagdo da autora

(Lobo, 2005).
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Tabela 2a: Comparacdo de comorbidades psiquiatricas jogadores e irmaos nao-

jogadores.
Comorbidades Jogadores Irmaos N&o Total p
Psiquiatricas Patologicos Jogadores n (%)

n (%) n (%)

Transtornos Bipolares
sim 8 (100,0) 0 (0,0) 8(2,9)
N&o 132 (48,5) 140 (51,5) 272 (97,1) | 0,0070
Transtorno Depressivo
sim 94 (78,3) 26 (21,7) 120 (42,9)
N&o 46 (28,8) 114 (71,3) 160 (57,1) | <0,0001
Transtorno do Panico
sim 8 (80,0) 2 (20,0) 10 (3,6)
N&o 132 (48,9) 138 (51,1) 270 (96,4) | 0,0533
Fobia social e especifica
sim 46 (56,1) 36 (43,9) 82 (29,3)
Nao 94 (47,5) 104 (52,5) 198 (70,7) | 0,1891
Transtornos Fébico-
Ansioso$
sim 51 (58,6) 36 (41,4) 87 (31,2)
N&o 88 (45,8) 104 (54,2) 192 (68,8) | 0,0478
Transtorno Obsessivo-
Compulsivo
sim 9(52,9) 8(47,1) 17 (6,1)
N&o 131 (49,8) 132 (50,2) 263 (93,9) | 0,8024
Transtornos de
Ajustamento e Reagéo
Aguda ao Estresse 4 (13,3) 26 (86,7) 30 (10,7)
sim 136 (54,4) 114 (45,6) 250 (89,3) | <0,0001
N&o
Dependéncia de
Estimulantes
sim 5 (100,0) 0 5 (1,8) 0,0603
N&o 135 (49,1) 140 (50,9) 275 (98,2)

p: teste qui-quadrado de Pearsoft tgste exato de Fisher
! Inclui: fobias social e especificas.
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jogadores.

Comorbidades Psiquiatricas| Jogadores Patolégicos | Irmaos Nao-Jogadores | Total p
n (%) n (%) n (%)

Uso de Nicotina ao Longo da

Vida 119 (65,0) 64 (35,0) 183 (65,4)

sim 21 (21,6) 76 (78,4) 97 (36,4) <0,0001

N&o

Uso de Nicotina Atualmente

sim 107 (75,9) 34 (24,1) 141 (50,4)

N&o 33 (23,7) 106 (76,3) 139 (49,6) <0,0001

Dependéncia de Nicotina ag

Longo da Vida

sim 112 (66,7) 56 (33,3) 168 (60,0) <0,0001

N&o 28 (25,0) 84 (75,0) 112 (40,0)

Dependéncia de Nicotina

Atualmente

sim 104 (76,5) 32 (23,5) 136 (48,6) <0,0001

N&o 36 (25,0) 108 (75,0) 144 (51,4)

Dependéncia de Alcool

sim 18 (85,7) 3(14,3) 21 (7,5)

N&o 122 (47,1) 137 (52,9) 259 (92,5) 0,0007

Dependéncia de Opidides

sim 0 0 0 _

N&o 140 (50,0) 140 (50,0) 280 (100,0)

Dependéncia de Cannabis

sim

N&o 1 (25,0) 3(75,0) 4(1,4) 0,6223
139 (50,4) 137 (49,6) 276 (98,6)

Dependéncia de Sedativos e

Hipnoticos

sim 1 (50,0) 1 (50,0) 2(0,7) 1,0000

N&o 139 (50,0) 139 (50,0) 278 (99,3)

Dependéncia de Cocaina

sim 2 (50,0) 2 (50,0) 4 (1,4)

N&o 138 (50,0) 138 (50,0) 276 (98,6) 1,0000

Dependéncia de Estimulantes

sim

N&o 5 (100,0) 0 5 (1,8) 0,0603
135 (49,1) 140 (50,9) 275 (98,2)

p: teste qui-quadrado de Pearson /| % p teste exato de Fisher
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5.3 Polimorfismos do Sistema Serotonérgico:

Utilizando o modelo aditivo, a amostra possui deaBD% de poder de deteccao
de associacdo alélica tendo como parametto8:05, p bicaudalpdds ratio 2.0 e
frequiéncia do alelo menos comum (MAminor allele frequengyde 0.20 a 0.40. A
MAF foi determinada através das frequéncias esperpdra caucasianos descritas no

National Center for Biotechnology Informatiohti://www.ncbi.nlm.nih.goy/ ou nas

publicacbes em que o polimorfismo foi descrito. Bremplo, a freqiéncia esperada
para o HTR2A alelo 102C é de 45% (Erdmatral, 1996) e para o HTTLPR alelo S é
de 43% (Lesclet al, 1996).

O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi vedfio em JP e nos irméaos
separadamente. Todos os polimorfismos analisadasaes em equilibrio em ambos
grupos.

As tabelas 3-6 apresentam os resultados dos tdstesssociacdo para 0S
polimorfismos investigados. A tabela 7 apresenta@essltados para o teste de associacao

para o haplétipo HTR2A (T102C) (C516T), obtido commétodo $liding window™.
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Tabela 3. Teste de associacdo alélica e genotipgeaa o polimorfismo S5HTTLPR
em 140 pares de irmdos discordantes para o diagnitst de jogo patoldgico,

UNPHASED 3.0.10.

Alelos JP INJ OR (95% IC) |y p

N (%) n (%)
L (longo) | 111 (53) 109 (55) 0.8 (0.6 — 1.2) 0.04 0.83
S (curto) | 97 (47) 90 (45) 1.1 (0.4 - 3)
L/L 28 (27) 27 (28) 0.8 (0.2 - 3) 0.01 0.91
L/S 55 (53) 55 (54) 0.8 (0.2 - 3) 0.13 0.72
SIS 21 (20) 17 (18) 1.2(05-2.7)| 0.20 0.65
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Tabela 4. Teste de associacdo alélica e genotipmara o polimorfismo HTR1B
G861C em 140 pares de irméos discordantes para aagndstico de jogo patolégico,

UNPHASED 3.0.10.

Alelos JP INJ OR (95% IC) | 42 p

N (%) n (%)
G 194 (70) 197(72) 0.9 (0.6 — 1.3)0.35 0.55
C 82 (30) 76 (28) 1.2 (0.4 -3.7)
GIG 72 (52) 73 (53) 1.1(0.2-5.3) 0.47 0.49
CIG 50 (36) 47 (35) 1.1(0.2-53) 0.28 0.59
CiC 16 (12) 16 (12) 1(05-22)| 0.02 0.88
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Tabela 5. Teste de associacdo alélica e genotipara o polimorfismo HTR2A
T102C em 140 pares de irméos discordantes para cadnostico de jogo patolégico,

UNPHASED 3.0.10.

Alelos JP INJ OR (95% IC) | 2 p

N (%) n (%)
C 90 (64) 77 (55) 5.6 0.01
T 50 (36) 58 (42) 0.6 (0.2 — 1.6)
c/C 59 (42) 49(35) 0 4.9 0.02
CIT 62 (44) 64 (46) 0 1.3 0.26
T 19 (14) 27 (19) 0.5(0.1-2.9) 2.1 0.15




47

Tabela 6. Teste de associacdo alélica e genotipjmara o polimorfismo HTR2A
C516T em 140 pares de irmaos discordantes para cadndstico de jogo patolégico,

UNPHASED 3.0.10.*

Alelos JP INJ OR (95% IC) |y p

N (%) n (%)
C 200 (97) 200 (99) 0.5 (0.1 -2)| 0.08 0.77
T 6 (3) 3(1) 2.0 (0.5-8)
CIC 98 (95) 97 (95) 0.8(0.2-3)| 0.67 0.41
CIT 4 (4) 5 (5) 0.8(0.2-3)| 1.53 0.22
TIT - — - - -

* Somente gendétipos com freqiiéreif sdo incluidos na andlise.
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Tabela 7. Teste de associacdo de haplotipos, métothhiding windows’, para os
polimorfismos HTR2A (C516T) e (T102C) em 140 parede irmédos discordantes

para o diagnostico de jogo patolégico, UNPHASED 310.*

Hapl6tipo JP INJ OR (95% IC) | X? p
(C516T)_(T102C) | N (%) n (%)

516C_102C 90 (64) 77 (55) 1.4 (0.8 — 2.2)4.65 0.03
516C_102T 50 (36) 58 (42) 0.6 (0.2 - 1.6

* Somente os hapl6tipos mais provaveis sio anafisado
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6. DISCUSSAO:

O presente trabalho investigou os loci 5HTT, HTRIBTR2AT102C e
5HT2AC516T em 140 pares de irmaos discordantes pariagndstico de Jogo
Patoldgico. Trata-se de uma das maiores amositaadas em genética molecular para

esse fenotipo, além de constituir-se num estudeepio em meio brasileiro.

E importante que se tenha estudos genéticos cilmsuno Brasil utilizando
pares de irmaos, por vezes em preferéncia a pd@mitgeral, porque tais estudos tendem
a reduzir de maneira importante o efeito de efitatfo étnica que decorre da ampla
miscigenacgao de povos que caracteriza nossa pépukague, frequentemente, falseiam

associacgoes.

6.1 Caracteristicas Socio-Demograficas

Os grupos apresentaram grande semelhanca nastedateas socio-

demogréficas, mostrando-se, como um todo, bastant@géneos nestas caracteristicas.

Uma vez que a caracteristica de impulsividade padar em sua medida com o
progredir da idade (Pfohl et al.,1999; Deakin et 2004), a amostra ja havia sido
selecionada levando-se em conta uma diferencaade whaxima de 5 anos entre os JP e

seus irmaos.
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Do ponto-de-vista da escolaridade, ndo houvesatifgr significativa entre ambos
grupos, embora tenha havido uma maior frequéncidedemprego em JP do que em
seus irméos. Esse fato sugere que esse desempjagiesido pelo JP, pois uma das
caracteristicas do mesmo é priorizar o habito destap em relagdo a qualquer outra
atividade, inclusive a laboral (Beaudoin e Cox, 9)9Tonforme discutido em estudo

anterior (Lobo, 2005).

6.2 Comorbidade Psiquiatrica

A analise univariada evidencia as altas taxas dedadade psiquiatrica em JP,
estando de acordo com resultados de estudos aege(@rockford e EI-Guebaly, 1998;
Petry, 2000. Raylu e Oei, 2002; Martins, 2003; Maret al., 2004; Dannon et al., 2006;
Mason e Arnold, 2007; Kruedelbach et al.,2006; 8ehet al., 2007). Diversos estudos
abordam a associacdo entre diversos transtorngsidisicos ou sua intensificacdo
sintomatica e o JP, sugerindo que ambos compartilbemesma vulnerabilidade
genética (Desai, 2008; Slutske et al., 2000; Steataal., 2003; Petry, 2005; Pietrzak

RH et al., 2007).

O estudo realizado por Lobo (2005) revela que aomaai(n=94) dos JP
apresentou diagnostico de transtorno depressiveggiéncia significativamente maior
de tentativas de suicidio em comparacdo aos irntdo)borando achados de estudos

anteriores (Crockford e el-Guebaly, 1998; Black eybt, 1988; Raylu e Oei, 2002,
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Tavares et al., 2003; Martins et al., 2004; Stwdtidr et al.,, 2007), e ressaltando a

importancia do diagnostico e tratamento desta cbitiade.

Em contrapartida, a freqiiéncia de transtornos ulgtaanento e reacdo aguda ao
estresse entre os irmaos foi significativamenteomam comparacdo aos JP. Lobo
(2005) tambem sugere que os irmaos poderiam tpostss emocionais e reacdes com

melhor potencial adapatativo do que os JP.

A associacao entre dependéncia de nicotina e Jsétarfoi verificada em outros
estudos, sendo discutido que as altas taxas derm@ade sejam decorrentes de uma
vulnerabilidade comum ou do estimulo ao uso detini@amos ambientes de jogo (Trout

et al., 1998; Trotter et al., 2002; Potenza et28l04; Mason e Arnold, 2007).

6.3 Investigacdo da Associacdo entre Jogo Patoldgie Genes Envolvidos na

Atividade Serotonérgica Cerebral

Estudos anteriores investigaram a associacdo ebbtgo Patologico e
polimorfismos de genes associados a neurotransm$ssou a enzimas que O0s

metabolizam. No entanto, a maioria dos estudosapta limitacdes importantes.

As amostras utilizadas nestes estudos sdo pequerzamdo com que haja

limitagbes importantes na interpretagcdo dos redodta O tamanho das amostras
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utilizadas em estudos de genética molecular témusid fator limitante, pois o poder de
deteccdo de associacdo e ligacdo diminui propabiente ao numero de

polimorfismos investigados.

Ha um grande volume de estudos na literaturaegiarh associacdes entre genes
candidatos e fenétipos comportamentais ou transsgeeiquiatricos, sendo que a grande
maioria dos resultados ndo é replicada. Além dablpmas associados a mdltiplas
testagens, tamanho de amostra e estratificacadgoignal, € bastante provavel que os
polimorfismos associados a fenotipos complexos omdgm isoladamente por uma
pequena parcela da variancia destes tracos. O gmpiee metodologia de haploétipos
pode utilizar os resultados de estudos de associ@@ verificar se um conjunto de
polimorfismos em um mesmo gene ou em genes em ulBbdaq de ligacdo pode estar
associado a um determinado fenotipo, aumentandm assvariancia atribuida aos

fatores genéticos.

O desenho de estudo aqui utilizado apresenta algwantagens em relacdo aos
estudos de caso-controle. A interferéncia provoqamtaestratificacdo populacional &
grandemente atenuada através do pareamento comnolesnfamiliares, conforme

discutido acima.
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6.3.1 Associacdo Entre o Receptor de Serotonina siplo 2A e Jogo Patoldgico:

Este estudo encontrou uma associacao positiva erglelo C do polimorfismo
HTR2A T102C com o Jogo Patoldgico com um p=0.01b€Ta 5), porém ao levar-se
em conta a O.R. de 2.0 nota-se que, apesar déicagte, o efeito deste polimorfismo &

pequeno.

Prado-Limaet al (2004) encontrou uma associagcao entre o polismdi
HTR2A T102C e dependéncia a nicotina. Podemos isugae este polimorfismo
contribua para a vulnerabilidade em outras depean@gnanto comportamentais quanto

a substancias.

Os achados de associacdo mais consistentes ligahl08C 5HTR2A a
manifestacdes de linha esquizofrénica. Em nossm@st ocorréncia de manifestagcbes
psicoticas de qualquer natureza implicaram na e#olWo estudo, assegurando a nao-

ocorréncia de esquizofrenia em nossa amostra.

Além disso os receptores de serotonina do subqufadT2) tém sido, como um
todo, implicados como sendo centralmente contibstiao sistema de gratificagédo
(Kenna et al, 2004), e associados a uma maior vulnerabilidademaaifestacbes
depressivas em condi¢bes desfavoraveis (Joéelal,2007), porém nenhum outro
estudo investigou diretamente a associagdo enpelimorfismo e Jogo Patoldgico,

configurando-se o dado deste estudo num achadaoalrig
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O presente estudo restringiu-se a realizagdo detigagens possiveis a partir de
reagentes disponiveis no Laboratério a época, ed@ospossivel realizar plenamente a

Andlise de Haplatipos.
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7. CONCLUSOES:

O presente achado de uma associacdo entre o pidimorHTR2A
T102C e JP, embora consistente, apresenta umad®.R0, mostrando

um efeito pequeno deste polimorfismo no JP.

O achado deste estudo pede o aprofundamento dedsasdos, e novos
estudos mais detalhados (inclusive de haplotippsya a melhor

exploracéao do dado atual.
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