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RESUMO

O tabagismo ¢ um grave problema de Saude Publica, considerado a principal causa de
morte evitavel no mundo. A nicotina presente no cigarro estimula a liberagdo de dopamina, que
¢ o neurotransmissor chave na dependéncia tabagica devido ao seu papel nos mecanismos de
recompensa cerebral. Desta forma, genes que afetam a atividade e/ou expressao de proteinas
associadas a transmissao dopaminérgica podem exercer influéncia no comportamento do taba-
gismo. O objetivo desta tese foi investigar o efeito dos polimorfismos dos genes dos receptores
nicotinicos, CHRNAS5 1516969968 ¢ CHRNA3 rs578776, ¢ do receptor de dopamina, TaglA
rs1800497 no comportamento do tabagismo em brasileiros residentes no distrito de Campos
Eliseos, Duque de Caxias, RJ. Para alcangar os objetivos foram avaliados 449 individuos, sendo
66,4% Nunca fumantes, 12,2% Fumantes atuais e 21,4% Ex-fumantes. O trabalho realizado
possibilitou a redacao de trés artigos, que compdem esta tese. O primeiro artigo foi uma revisao
integrativa que avaliou a variabilidade genética na neurobiologia do tabagismo e seus efeitos
no comportamento tabagico. Foi observada a relevancia de polimorfismos em genes relaciona-
dos ao sistema de recompensa dopaminérgico (CYP246, CHRNs, DRDs, SLC6A3, DBH,
COMT, MAO) e a influéncia sobre as caracteristicas tabagicas, como nimero de cigarros con-
sumidos, grau de dependéncia, idade de iniciagdo e chance de cessagdo. Combinagdes entre
genotipos de diferentes polimorfismos também se destacaram, mostrando que interagdes géni-
cas podem determinar um perfil genético de predisposicao ao vicio. Os estudos subsequentes
foram do tipo transversal e avaliaram a associagao entre os polimorfismos selecionados e taba-
gismo, utilizando como testes estatisticos, regressao logistica e linear ajustadas por variaveis de
confundimento. O segundo artigo, que investigou o efeito do polimorfismo 7aglA, revelou que
o alelo variante T estava associado a idade de inicio do tabagismo mais tardia em comparagao
aCC (16,97 vs. 15,09; IC 95%: 15,75-18,19; p=0,02). O alelo T também foi associado a maior
chance de cessacdo em mulheres (OR= 3,17; 95% IC: 1,06-9,45; p=0,04). O terceiro artigo,
que avaliou o efeito dos polimorfismos CHRNAS rs16969968 ¢ CHRNA3 rs578776, mostrou
que mulheres portadoras do genétipo variante A4 do CHRNAS tinham um risco aumentado de
serem fumantes (OR: 3,09; IC 95%: 1,09-8,76; p=0,033). O genotipo variante 77 de CHRNA3
mostrou protecdo contra o tabagismo na populagdo total e no grupo feminino (OR: 0,41; IC
95%: 0,19-0,88; p=0,022). O género e a etnia sdo fatores que interferiram no efeito dos poli-
morfismos estudados sobre o tabagismo. Os dados da presente tese podem contribuir para um
melhor entendimento da influéncia genética no comportamento tabagico e para melhoria dos
tratamentos de cessagdo disponiveis.

Palavras-chave: Tabagismo; Saude Publica; Polimorfismo genético; Receptores nicotinicos;
Receptores de dopamina D2.



ABSTRACT

Smoking is a serious public health problem, considered the leading cause of preventable death
worldwide. The nicotine present in cigarettes stimulates the release of dopamine, which is the
key neurotransmitter implicated in smoking addiction, due to its role in brain reward mecha-
nisms. Thus, genes that affect the activity and/or expression of proteins associated with dopa-
minergic transmission can influence smoking behavior. The aim of this thesis was to investigate
the effect of nicotinic receptor genes CHRNAS 1516969968 and CHRNA3 rs578776 polymor-
phisms and of the dopamine receptor, TaglA rs1800497 on the smoking behavior of Brazilians
living in the Campos Eliseos district, in Duque de Caxias, RJ. To achieve the objectives, 449
individuals were evaluated, of which 66.4% were never smokers, 12.2% were current smokers
and 21.4%, former smokers. These assessments resulted in three papers which make up this
thesis. The first comprised an integrative review that evaluated smoking neurobiology genetic
variability and its effects on smoking behavior. A relevance of polymorphisms in genes associ-
ated to the dopaminergic reward system (CYP246, CHRNs, DRDs, SLC6A3, DBH, COMT,
MAO) and the influence on smoking characteristics, such as number of consumed cigarettes,
dependence degree, initiation age and cessation chance were observed. Combinations between
the genotypes of different polymorphisms were also noteworthy, indicating that gene interac-
tions can determine an addiction predisposition genetic profile. The subsequent studies com-
prised transversal type assessments and evaluated the associations between the selected poly-
morphisms and smoking, applying logistic and linear regressions adjusted by confounding var-
iables as the statistical tests. The second paper, which investigated the effect of 7ag/A4 polymor-
phism, revealed that the 7T allele variant was associated to a later age of smoking initiation
compared to CC (16.97 vs. 15.09; 95% CI: 15.75- 18.19; p = 0.02). The T allele was also asso-
ciated with a higher chance of cessation in women (OR = 3.17; 95% CI: 1.06-9.45; p = 0.04).
The third paper, which assessed the effect of the CHRNAS rs16969968 and CHRNA3 1s578776
polymorphisms, indicated that women presenting the CHRNAS5 AA variant genotype exhibit an
increased risk of being smokers (OR: 3.09; 95% CI: 1.09-8, 76; p = 0.033). The 7T CHRNA3
variant genotype indicated protection against smoking in the total population and in the female
group (OR: 0.41; 95% CI: 0.19-0.88; p = 0.022). Gender and ethnicity interfered in the effect
of the evaluated polymorphisms on smoking. The data from this thesis can contribute to a better
understanding of the genetic influence on smoking behavior and improve the available cessa-
tion treatments.

Keywords: Tobacco Use Disorder, Public Health, Polymorphism, Genetic, Nicotinic receptors,
Receptors Dopamine D2.
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1 INTRODUCAO

O tabagismo ¢ uma das maiores ameagas a Saude Publica que o mundo ja enfrentou e,
ainda na atualidade, constitui um desafio a ser enfrentado. E considerado uma doenca cronica
e estd associado ao desenvolvimento de muitos tipos de doencgas incapacitantes e fatais. No
Brasil e no mundo, o tabagismo representa um alto custo social e econdmico devido a despesas
médicas, internagdes e perda de produtividade laboral (USDHHS, 2014; PINTO et al., 2017,
WHO, 2020).

De acordo com a décima revisdao da Classificacao Estatistica Internacional de Doengas
e Problemas Relacionados a Satude (CID-10) da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), o fumo
de tabaco ¢ classificado como uma dependéncia quimica e esta inserido no grupo dos transtor-
nos mentais e de comportamento decorrentes do uso de substincias psicoativas (INCA, 2007;
ARAUIJO et al., 2012).

O cigarro industrial é a principal forma de consumo de tabaco (WHO, 2020). Dentre as
mais de 9000 substancias que fazem parte da sua composicao, a nicotina ¢ identificada como a
substancia responsavel pelos efeitos geradores da dependéncia (RODGMAN & PERFETTI,
2013; USDHHS, 2014). Na presenca da nicotina, ocorre um aumento no fluxo de dopamina no
sistema mesolimbico cerebral, ativando os circuitos que regulam as sensacdes de prazer e re-
compensa (BENOWITZ, 2010; WONNACOTT; SIDHPURA; BALFOUR, 2005).

O tabagismo ¢ influenciado pela combinagdo de fatores ambientais e genéticos, o que
parece ser determinante tanto para iniciagdo e manutencdo do habito, quanto para o sucesso de
cessacao (BATRA etal., 2003; HO; TYNDALE, 2007; KREEK; NIELSEN; LAFORGE, 2004;
MUNAFO et al., 2004). Neste sentido, o estudo da variabilidade genética envolvida na neuro-
biologia do fumo de tabaco pode ajudar a entender as diferencgas interindividuais do comporta-

mento tabagico (BIERUT; TYNDALE, 2018; SALLOUM et al., 2018).

Os genes envolvidos na rota dopaminérgica tém sido investigados devido ao papel do
neurotransmissor na dependéncia do tabaco (CLAGUE et al., 2010; MA et al., 2015a). Dentre
eles, os relacionados aos receptores nicotinicos de acetilcolina e aos receptores de dopamina
tém recebido maior atencao (CLAGUE et al., 2010; MA et al., 2015; KITA-MILCZARSKA;
SIEMINSKA; JASSEN, 2016; PEDNEAULT et al., 2014).

O mecanismo molecular da ativacdo do sistema de recompensa dopaminérgico
mesolimbico se inicia pela ligacdo da nicotina, de forma agonista, aos receptores nicotinicos de

acetilcolina (nAChRs), que promove o aumento da concentracio de dopamina e outros
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neurotransmissores, especialmente no nucleo accumbens (BENOWITZ, 2010; GOLAN, 2009;
WONNACOTT; SIDHPURA; BALFOUR, 2005). A dopamina liberada interage com seus
receptores, transmitindo o sinal pds-sinapticamente. Assim, alteragdes em genes que
modificam a fung¢do destas proteinas podem interferir na neurotransmissao dopaminérgica e sao
alvos de pesquisas sobre o comportamento adictivo ao tabaco (BATRA et al., 2003; HERMAN
etal., 2014; LEWIS; MILLER; LEA, 2007; MA et al., 2015a).

Diante da problematica e dos fatores ambientais e genéticos relacionados a
susceptibilidade ao tabagismo, justifica-se o interesse em investigar variagdes genéticas

envolvidas no sistema de recompensa cerebral dopaminérgico.

Assim, o presente trabalho ¢ composto pelos trés artigos elaborados que abordam a
variabilidade genética da neurobiologia da adic¢do a nicotina e a identificagdo de fatores de
risco genéticos associados ao comportamento tabagico em uma populacdo de brasileiros
residentes em uma area carente de saneamento basico e contaminada por emissoes industriais

onde o consumo de cigarros representa um risco adicional a saude.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO TABAGISMO

O tabagismo ¢ a principal causa de morte evitavel no mundo (WHO, 2020), responsavel
por mais de 8 milhdes de mortes por ano, e destas, 1,2 milhdes sdo de ndo fumantes expostos
ao fumo passivo (WHO; 2019; 2020). Em 2017, foi associado a 12,6% do total de mortes que
ocorreram no Brasil (PINTO et al., 2017). A epidemia do tabagismo foi iniciada e tem sido
sustentada por agressivas estratégias da industria do tabaco (DROPE, et al., 2018; SILVA, 2019;
USDHHS, 2014).

Os esforgos de diversas organizagdes cientificas e a ado¢do de medidas de combate ao
tabagismo fizeram com que a prevaléncia global do tabagismo diminuisse ao longo dos anos.
Entretanto, aproximadamente dois tercos dos paises, incluindo 98% dos paises de baixo IDH
(indice de Desenvolvimento Humano) e 93% dos paises da Africa subsaariana, ainda ndo
implementaram as melhores praticas de monitoramento da prevaléncia de uso de tabaco. O
monitoramento efetivo deve ser prioridade para os governos, pois ¢ essencial para estimar a
prevaléncia do tabagismo e avaliar o sucesso das politicas de controle do tabagismo (DROPE

et al., 2018).

Atualmente ainda permanecem grandes disparidades no uso de tabaco entre os
diferentes grupos definidos por etnias, nivel educacional e socioecondémico (USDHHS, 2014).
Sdo observadas tendéncias alarmantes no uso de tabaco entre os jovens e em paises de baixa
renda (DROPE et al, 2018). A estimativa ¢ que existam 1,1 bilhdes de fumantes e que 80%

dessas pessoas vivam em paises de renda baixa ou média (WHO, 2019).

A epidemia do tabagismo no Brasil acelerou-se a partir da década de 1970. Entre 1970
e 1986, o numero de cigarros vendidos cresceu 132%, num periodo em que a populacdo adulta
cresceu apenas 69%. A partir de entdo, iniciativas para enfrentar o problema do tabagismo foram

sendo elaboradas e implementadas (ROMERO; SILVA, 2011).

Os primeiros movimentos do controle do tabagismo no pais se iniciaram na década de
1960, a partir do debate sobre as doencas relacionadas ao tabaco. Em 1979, houve por parte das
sociedades médicas a primeira manifestagdo de carater nacional contra o tabagismo, com a carta

de Salvador, que pressionou o Ministério da Saude a criar um programa nacional para o controle
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do tabagismo (ARAUJO, 2012; MENEZES; ACHUTTI, 2000; PORTES et al., 2018). Em
meados da década de 1980, as a¢des voltadas para o “combate ao fumo” no Brasil eram ainda
pouco articuladas. Em 1986 surgiu a primeira Lei Federal de controle do tabagismo do pais, a
lei de n°® 7.488, de 11 de junho de 1986, que determinava que o Poder Executivo promovesse
uma campanha de ambito nacional, visando a alertar a populacio sobre os maleficios do uso do
cigarro, na semana que antecede o dia 29 de agosto, declarado Dia Nacional de Combate ao

Fumo (ROMERO; SILVA, 2011).

Desde 1989, o Ministério da Saude articula, através do Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA), agdes nacionais que compdem o Programa Nacional de
Controle do Tabagismo (PNCT). O objetivo ¢é reduzir a prevaléncia de fumantes e a consequente
morbimortalidade relacionada ao consumo de derivados do tabaco no Brasil. Este Programa
articula a Rede de tratamento do tabagismo no SUS, o Programa Saber Satide, as campanhas e

outras acdes educativas e a promog¢ao de ambientes livres (INCA, 2007; INCA, 2020a).

A Assembleia Mundial da Saide elaborou o primeiro Tratado Internacional de Saude
Publica, a Convengao Quadro para o Controle do Tabaco (CQCT) da OMS, em maio de 1996.
Este Tratado foi negociado de 1999 a 2003 com 192 paises e entrou em vigor em 2005 com a

adesdo de 40 paises, incluindo o Brasil (CQCT, 2003; CAVALCANTE, 2005; INCA, 2007).

A fim de responder a globalizacdo da epidemia do tabaco, o principal objetivo da

convengao ¢:

“Proteger as geragdes presentes e futuras das devastadoras
consequéncias sanitarias, sociais, ambientais e economicas geradas
pelo consumo e pela exposi¢do a fumaga do tabaco, proporcionando
uma referéncia para as medidas de controle do tabaco, a serem
implementadas pelas Partes nos niveis nacional, regional e
internacional, a fim de reduzir de maneira continua e substancial a
prevaléncia do consumo e a exposicao a fumaca do tabaco” (CQCT,

2003).

Entre as principais medidas da Conven¢do Quadro para o Controle do Tabaco estao:
proteger a populacdo contra a exposicdo a fumaca do tabaco em ambientes fechados;

regulamentar os contetidos e emissdes dos produtos; desenvolver programas de educacao e



17

conscientizacao sobre os maleficios do tabagismo; proibir a publicidade, promogao e patrocinio
dos produtos de tabaco; implementar programas de tratamento da dependéncia da nicotina;
promover medidas de precos e impostos eficientes para redugdo do consumo e eliminar o
contrabando; restringir o acesso dos produtos para os jovens; € proteger o0 meio ambiente € a

satde do trabalhador dos riscos causados pelas atividades de produgao de tabaco (CQCT, 2003).

Para ajudar os paises a implementar a Conveng¢ao-Quadro, a OMS langou um pacote de
intervengdes para reducdo de demanda de produtos de tabaco, denominado MPOWER,
constituido por iniciais das palavras inglesas e seus respectivos significados (WHO, 2008;

ARAUJO, 2012):

* Monitor: Monitorar o uso de tabaco e politicas de prevengao;

* Protect: Proteger a populacdo contra a fumaca do tabaco;

* Offer: Oferecer ajuda para cessagdo do fumo;

» Warn: Advertir sobre os perigos do tabaco;

* Enforce: Fazer cumprir as proibi¢des sobre publicidade, promogao e patrocinio;

* Raise: Aumentar os impostos sobre o tabaco.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem uma participagdo essencial
com competéncia legal para avaliar, regulamentar e controlar os produtos de tabaco, bem como
os riscos associados a satde. Dentre essas agdes para controle do tabagismo estdo a proibi¢ao
da propaganda nos meios de comunicagao, do uso de cartazes e pdsteres nos pontos de venda e
do patrocinio de eventos culturais e esportivos; a insercdo de imagens de adverténcias nas

embalagens; regras para o registro destes produtos; aumento da tributagao (SILVA, 2019).

O Brasil foi um dos primeiros paises a regular a descri¢do, o conteudo e as emissdes dos
produtos derivados do tabaco e a adotar imagens de adverténcia nas embalagens de cigarros
(PORTES et al., 2018). E considerado uma referéncia internacional no controle do tabaco e foi
o segundo pais, depois da Turquia, a implementar integralmente todas as medidas MPOWER,

segundo o relatério da OMS langado em 2019 (WHO, 2019).

A prevaléncia de fumantes no Brasil vem diminuindo em 26 estados brasileiros e
Distrito Federal, como mostram as pesquisas realizadas pela Vigilancia de Fatores de Risco e

Protecao para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL). De 2006 a 2019, esta
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prevaléncia diminuiu de 16,2% para 9,8% em maiores de 18 anos (VIGITEL et al., 2007;
VIGITEL et al., 2020), sendo maior no sexo masculino (12,3%) do que no feminino (7,7%).
Contudo, de acordo com a pesquisa realizada em 2019, a propor¢do de adultos fumantes

aumentou 0,5% em comparagao a 2018 (VIGITEL et al., 2007; VIGITEL et al., 2018).

A pesquisa VIGITEL 2019 também mostrou que a frequéncia de fumantes tendeu a ser
maior entre os adultos na faixa etaria entre 25 ¢ 64 anos (VIGITEL et al., 2020). Além disso, o
estudo relatou que a frequéncia do habito de fumar diminuiu com o aumento da escolaridade e
foi particularmente alta entre homens e mulheres com até oito anos de escolaridade (16,8% e
11,3%, respectivamente), excedendo em cerca de duas vezes a frequéncia observada entre

individuos com 12 ou mais anos de estudo (VIGITEL et al., 2020).

No conjunto da populagdo analisada, a frequéncia de fumantes passivos no domicilio
foi de 6,8%, sendo semelhante nos dois sexos, com nivel maximo entre os mais jovens (18 a 24
anos). No local de trabalho, a frequéncia de fumantes passivos foi de 6,6%, sendo maior entre
homens (10,0%) do que nas mulheres (3,7%), € mais expressiva entre individuos com mais de
65 anos. Além disso, entre homens, a frequéncia de fumantes passivos no local de trabalho
diminuiu com o aumento da escolaridade, enquanto para as mulheres aumentou (VIGITEL et

al., 2020).

A diminuic¢do da prevaléncia do tabagismo no Brasil, mais expressiva entre os homens
do que entre as mulheres, trouxe uma nova preocupacao para a saude publica, considerando os
prejuizos a satide da mulher e o aumento das doengas tabaco-relacionadas (INCA, 2017; INCA,
2020b). Embora o consumo geral tenha diminuido nos Ultimos anos, o caminho futuro do

controle global do tabaco ainda € incerto e as projegdes futuras sao preocupantes (INCA, 2018).

2.2 DOENCAS RELACIONADAS AO TABAGISMO

O tabagismo ¢ fator causal de diversos tipos de doengas incapacitantes e fatais. O
conhecimento sobre as consequéncias para a saude tem sido expressivamente expandido ao

longo dos anos (USDHHS, 2014) (Figura 1).

De fato, o tabaco também ¢ associado a diversos tipos de canceres, que no Brasil € a

segunda causa de morte por doenga, responsavel por grande sofrimento e gastos com
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tratamentos e internagdes hospitalares. Além disso, 90% dos casos de cancer de pulmao
ocorrem em fumantes e 30% de todos os outros tipos de cancer tém sido associados ao
tabagismo (NUNES, 2010). Outras localizagdes neoplasicas relacionados ao tabagismo incluem
cabeca e pescoco, bexiga, pancreas, estbmago, figado, rins, colo uterino e leucemias (IARC,

2004; USDHHS, 2014).

Além disso, o tabagismo esta associado ao aumento do risco de desenvolvimento de
doengas cronicas, entre elas: cardiovascular, periodontal, doengas do sistema reprodutor
feminino, doencas autoimune e diabetes, doenga pulmonar obstrutiva cronica, doengas
respiratdrias como asma, tuberculose e fibrose pulmonar (INCA, 2007; WHO, 2008), além de
maior risco do desenvolvimento de sintomas graves em caso de contaminagdo pelo novo

coronavirus, causador da Covid-19 (SILVA et al., 2020).

Figura 1. Doencas e consequéncias a saude associadas ao tabagismo.
Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR CHRONIC DISEASE PREVENTION AND
HEALTH PROMOTION (US) OFFICE ON SMOKING AND HEALTH, 2014.
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A literatura acumula evidéncias de que o fumo passivo, provocado pela inalacdo
involuntaria da fumaga de cigarro no ambiente, também esta relacionado a diversos efeitos
adversos a saude (Figura 2). Além disso, ndo existe um nivel seguro de exposicao passiva a
fumaga do tabaco. O tabagismo passivo causa mais de 1,2 milhdo de mortes prematuras por
ano no mundo e aumenta o risco de patologias como doenga coronariana, cancer de pulmao e
outras doengas respiratorias. Em criangas, esta associado a doengas como no sistema

respiratorio, Sindrome da Morte Subita Infantil e doenca do ouvido médio (USDHHS, 2014).

Figura 2. Doencas e consequéncias a saude associadas ao tabagismo passivo.
Fonte: Adaptado de NATIONAL CENTER FOR CHRONIC DISEASE PREVENTION AND
HEALTH PROMOTION (US) OFFICE ON SMOKING AND HEALTH, 2014.

A cada ano no Brasil, o tabagismo ¢ responsavel pela ocorréncia de 1.103.421 eventos.
Deste total, 43% correspondem ao infarto agudo do miocardio e a outros eventos
cardiovasculares, 34% a doenga pulmonar obstrutiva cronica, 5% a acidente vascular cerebral

e 4% a novos diagnosticos de cancer por ano. Além disso, durante o ano de 2015, o tabagismo
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foi responsavel por 156.216 mortes, o que significa 428 mortes ao dia. Este valor representa
12,6% do total das mortes que ocorrem no Brasil anualmente (PINTO et al., 2017). As Figuras
3 e 4 mostram as principais doengas e causas de mortalidade atribuiveis ao tabagismo e os

numeros correspondentes de pessoas que adoecem por ano no Brasil.

Figura 3: Principais doengas e respectivos nimeros de doentes por causas atribuiveis ao
tabagismo.

Fonte: Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2017), com dados de PINTO et al., 2017.
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Figura 4: Mortes anuais atribuiveis ao tabagismo.

Fonte: INCA, 2017, com dados de PINTO et al., 2017.

2.3 CUSTOS RELACIONADOS AO TABAGISMO

Além do consumo de tabaco representar um alto gasto financeiro para as familias, as
doengas relacionadas ao tabagismo provocam incapacitacao e perda de produtividade laboral,
que podem retirar muitas pessoas do mercado de trabalho, influenciando negativamente os
nimeros da economia brasileira (INCA, 2017). Estima-se que os gastos relacionados com
tratamentos de doengas provocadas pelo tabagismo representem de 6% a 15% dos custos anuais

de tratamentos médico-hospitalares em paises de alta renda (NUNES; CASTRO, 2010).

O Brasil tem um prejuizo anual estimado em R$ 56,9 bilhdes de reais com o tabagismo,
ou 0,96% do PIB (Produto Interno Bruto) nacional. Desse total, R$ 39,4 bilhdes sdao gastos com
despesas médicas ¢ R$ 17,5 bilhdes com custos indiretos ligados a perda de produtividade,
causada por incapacitacdo de trabalhadores ou morte prematura. A arrecadagdo de impostos
com a venda de cigarros no pais ¢ de R$ 12,9 bilhdes, o que gera saldo negativo de R$ 44
bilhdes por ano (PINTO et al., 2017). A figura 5 resume os custos totais com assisténcia médica

e perda de produtividade.



23

Figura 5: Custos totais com assisténcia médica e perda de produtividade associados ao

tabagismo por ano no Brasil.

Fonte: Inca 2017, com dados de PINTO et al., 2017.

2.4 TERAPIAS DE CESSACAO DO TABAGISMO

A constatacao do papel psicoativo da nicotina, presente em todos os derivados do tabaco,
faz com que o tabagismo esteja inserido, de acordo com a Classificacao Internacional de
Doengas e Problemas Relacionados a satde (CID10), no grupo dos transtornos
neurocomportamentais decorrentes do uso de substancia psicoativa (ARAUJO et al., 2012;
INCA, 2007). O tabagismo também ¢ visto como uma doenga cronica cujo tratamento faz parte

da rotina do Sistema Unico de Saude (SUS) (INCA, 2007).

Os estudos mostram, que no Brasil, a idade média para iniciagdo do consumo de tabaco
¢ entre 15 e 16 anos, e a idade média para procura de tratamento de cessacdo ¢ de 45 anos
(NUNES, 2010). O tratamento de tabagismo no Brasil ¢ realizado de acordo com as diretrizes
do Programa Nacional de Controle do Tabagismo (PNCT), onde o Ministério da Saude atualiza
portarias referentes ao tratamento na rede SUS, visando a cessagdo e a prevencao da recaida.
Atualmente, o modelo de tratamento adotado pelo pais inclui avaliagdo clinica, abordagem
minima, basica ou intensiva, individual ou em grupo e, terapia medicamentosa (INCA, 2019;

INCA, 2020b; MENDES et al., 2016).
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Os medicamentos de primeira linha para o tratamento da dependéncia a nicotina
utilizados no Brasil sdo a terapia de reposicdo de nicotina (TRN) por meio de adesivo
transdérmico, goma de mascar e pastilha e o cloridrato de bupropiona, juntamente com a

abordagem cognitivo-comportamental (Portaria N° 761, DE 21 DE JUNHO DE 2016).

Além da reposicdo de nicotina e da administragdo de bupropiona, a vareniclina,
medicamento especificamente desenvolvido para a cessacdo do tabagismo, também ¢
considerada como tratamento farmacoldgico de primeira linha pela Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (SBPT) e tem sido usada desde 2006, quando foi aprovada pela Food
and Drug Administration (FDA), em viérios paises (ARAUJO et al., 2012; MAGALHAES et
al., 2006; REICHERT et al., 2008). Outras drogas, como nortriptilina ¢ clonidina sdo os
farmacos considerados de segunda linha no tratamento (MARQUES et al., 2001; REICHERT
et al., 2008).

Os métodos utilizados para a cessagdo do tabagismo sdo muito mais eficazes para
algumas pessoas do que para outras (ARAUJO et al, 2012). Estudos mostram que
aproximadamente 80% dos fumantes possuem o desejo de parar de fumar, mas apenas 35%
conseguem cessar o habito e 5% conseguem parar sem assisténcia (O’BRIEN, 2006). O
tratamento de cessagdo pode se tornar mais custoso, devido a eventuais recaidas (ARAUJO et
al., 2012), ja que os dados mostram que existe um elevado percentual dos fumantes que desejam

parar, e apenas uma parte tem sucesso no tratamento (KING et al., 2012; O’BRIEN, 2006).

A literatura mostra que a resposta as terapias farmacoldgicas de tratamento para
cessacdo do tabagismo pode ser influenciada por diversos polimorfismos genéticos. Os
diferentes genes sdo associados a variabilidade na resposta a tratamentos como vareniclina,
bupropina e TRN, levando em conta o sucesso de cessacdo, recaidas, tempo e sintomas de
abstinéncia (BERGEN et al., 2013; JOHNSTONE et al., 2007, MUNAFO et al., 2011;
ZDANOWICZ, MM; ADAMS, PW, 2014). Estes tipos de estudos sugerem que marcadores
genéticos podem ser uteis para a observacao clinica e para a identificacdo do melhor tipo de
tratamento (BERGEN et al., 2013; GAYA et al., 2018; KING et al., 2012), o que pode ser

bastante promissor para o desenvolvimento de uma medicina personalizada de cessacao.
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2.5 COMPOSICAO QUIMICA DO CIGARRO

Todas as formas de consumo de tabaco sdao consideradas perigosas, € nao existe nivel
de exposigdo seguro. O cigarro industrial € a forma mais comum de consumo de tabaco no
mundo. Outros produtos de tabaco incluem narguilé, charutos, cigarrilhas, cigarro de palha,

cachimbo e bidis (WHO, 2020).

Durante a queima dos produtos de tabaco, substancias quimicas que existem
inicialmente no tabaco e novos compostos que sao formados durante a combustao sao liberados
na fumaca do cigarro. Mais de 9000 substancias ja foram identificadas no cigarro,
compreendendo uma combinacdo de gases, liquidos e particulas (RODGMAN & PERFETTI,
2013; USDHHS, 2014). Dentre estas, a nicotina ¢ identificada como a principal substancia
responsavel pelos efeitos geradores de dependéncia (ARINAMI; ISHIGURO; ONAIVI, 2000;
KARNATH, 2002).

Algumas classes de compostos presentes no cigarro sdo 6xidos de carbono e nitrogénio,
aminas, imidas, lactamas, acidos carboxilicos, lactonas, ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois,
fenois, nitrosaminas, N-heterociclicos, hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos
monociclicos e policiclicos aromaticos, nitrilos, anidridos, hidratos de carbono, éteres,
compostos nitro € metais pesados, dentre eles, chumbo, cddmio, niquel, cromo, arsénio e berilio

(IARC, 2012).

Pelo menos 250 substancias presentes no cigarro sdo conhecidas por serem prejudiciais
a saude e ao menos 69 por causar cancer (USDHHS, 2014). A tabela 1 mostra algumas das

diferentes classes quimicas destes carcindgenos.

Alguns dos compostos classificados como carcinogénicos do Grupo [
(comprovadamente carcindgeno para humanos) sd3o o benzeno, benzo[a]pireno, 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) e N'-nitrosonornicotina, 2-naftilamina, 4-
aminobifenilo, formaldeido, 1,3-butadieno, cloreto de vinila, 6xido de etileno, arsénio, berilio,
compostos de niquel, cromo VI, cddmio e polonio-210. O benzeno estd presente em cerca de
12 a 50 pg por cigarro e, juntamente com 1,3-butadieno (2040 pg/cigarro), representam os

dois principais carcinégenos presentes neste produto (IARC, 2012).
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Tabela 1: Substancias carcindgenas presentes no cigarro conforme a International Agency for

Research on Cancer (IARC).

Substiancias carcindégenas presentes no cigarro

Classe quimica

Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos e
seus andlogos

heterociclicos

N-nitrosaminas

Aminas aromaticas

Aldeidos

Fenol

Hidrocarbonetos volateis

Outros orgéanicos

Compostos inorganicos

Fonte: adaptado de IARC, 2012.

Numero de carcinégenos

15

12

12

Substincias carcinégenas

Benzo[a]pireno

4-(metilnitrosamino)-1-(3-
piridil)-1-butanona
N'-nitrosonornicotina
4-aminobifenilo

2-naftilamina
Formaldeido
Catecol

Acido caféico
Benzeno
1,3-butadieno
Oxido de etileno
Cadmio

Poldnio 210

NOTA: Existem outros carcindgenos nao apresentados na tabela.
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2.6 BASE NEUROBIOLOGICA DA ADICCAO

A nicotina ¢ identificada como a principal substancia responsavel pelos efeitos
geradores da dependéncia ao tabaco. Trata-se de um alcaloide constituido por um anel piridinico
e um pirrolidinico (Figura 6). Sua forma de introducdo no organismo ¢ quase que
exclusivamente a via inalatdria, a partir da queima do tabaco (BENOWITZ; HUKKANEN;
JACOB, 2009; LEWIS; MILLER; LEA, 2007).

Figura 6: Representacdo da estrutura molecular da nicotina.

Fonte: adaptado de ROSEMBERG; INCA, 2007.

Uma vez inalada, a nicotina alcanga os alvéolos pulmonares e ¢ absorvida rapidamente
pela corrente sanguinea. Em cerca de 10-60 segundos atravessa a barreira hematoencetfalica,
alcanca o cérebro com uma concentracao inicial de 100-500 nM, e rapidamente induz os efeitos
neurologicos. A nicotina ¢ metabolizada principalmente pelas enzimas citocromo P450A6 no
figado (CYP2A6) a cotinina, seu principal metabolito urinario. A CYP2A6 responde por
aproximadamente 80% desta metabolizagdo (BENOWITZ, 2010; HUKKANEN, 2005;
PILIGUIAN et al., 2014).

Ao alcangar o cérebro, a nicotina ativa o sistema de recompensa cerebral mesolimbico,
composto por neurdénios dopaminérgicos que partem da area tegmental ventral e chegam,
principalmente, ao nlicleo accumbens. Outras regides estdo também envolvidas, como o cortex
frontal, a amigdala e o tubérculo olfativo (CUNHA et al., 2007; LEWIS; MILLER; LEA, 2007;
NESTLER, 2005) (Figura 6). O sistema mesolimbico ¢ a principal estrutura neurobiologica

associada a adic¢do ao tabaco. Esta relacionado ao mecanismo de condicionamento ao uso da
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nicotina, como a sensagdo de prazer, recompensa, euforia, excitagdo, diminui¢do da fadiga e
relaxamento, exercendo, portanto, um papel crucial nos efeitos de reforco da droga

(FORMIGONE et al., 2017; NESTLER, 2005; ZDANOWICZ; ADAMS, 2014).

Dentre os neurotransmissores liberados pela estimulagdo dos nAChRs pela nicotina
(norepinefrina, acetilcolina, serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato e
endorfinas), o aumento de dopamina ¢ o principal mecanismo de ativagdo do sistema de
recompensa cerebral. Adicionalmente, a nicotina também induz o aumento da atividade
excitatoria glutamatérgica e, em exposicdo prolongada, a reducdo da atividade inibitoria
GABA¢érgica sobre a via mesolimbica, o que facilita ainda mais a liberacdo de dopamina

(ARAUIJO et al., 2012; BENOWITZ, 2010; ZDANOWICZ; ADAMS, 2014).

O mecanismo molecular da ativagdo do sistema de recompensa dopaminérgico
mesolimbico tem inicio pela ligacdo da nicotina aos receptores nAChRs pré-sinapticos
presentes na area tegmental ventral. Esta ligagdo promove uma mudanga conformacional nos
receptores levando a abertura dos canais catidnicos (Sodio- Na*, Potassio- K*, e célcio- Ca*"),
o que provoca despolarizacao neuronal. O fluxo intracelular dos niveis de ions, principalmente
o calcio, ¢ importante para ativagao da cascata de eventos que ird resultar na liberacdo de
neurotransmissores, principalmente da dopamina no ntcleo accumbens (BENOWITZ, 2010;
IMPROGO et al., 2010b; WONNACOTT; SIDHPURA; BALFOUR, 2005). Ap6s o disparo
neuronal, as vesiculas contendo dopamina se fundem a membrana e liberam o neurotransmissor
na fenda siniptica. A dopamina presente no espaco sindptico transmite o sinal pOs-
sinapticamente estimulando os receptores dopaminérgicos (DRDs). Existem alguns
mecanismos que removem a dopamina sinaptica e interrompem o sinal produzido pelo
neurotransmissor. A maior parte da dopamina € recaptada pelos transportadores de dopamina
(DAT) nos neur6nios pré-sinapticos, que pode entdo ser estocada em vesiculas para ser utilizada
em futuras neurotransmissoes ou pode ser degradada pelas enzimas monoaminoxidase (MAQO)
e catecol-O-metiltransferase (COMT) (BATRA et al., 2003; LEWIS; MILLER; LEA, 2007).
Além disso, existem receptores de dopamina pré-sinapticos (DRDs) que atuam como
autoreceptores, que identificam o fluxo excessivo de dopamina e inibem sua sintese (HERMAN

etal., 2014; MA et al., 2015a) (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo do mecanismo de ativag¢do do sistema de recompensa dopaminérgico
pela nicotina. nAChRs: Receptores nicotinicos de acetilcolina; DRDs: Receptores de dopamina;
DATs: Transportadores de dopamina; MAO: Monoaminoxidase; COMT: Catecol-O-

metiltransferase. Fonte: da autora.

A manuteng¢ao da dependéncia esta ligada a uma combinagdo dos seguintes fatores: 1) a
sensagao de recompensa pelo uso da droga; 2) o uso cronico de tabaco provoca uma
neuroadaptagdo do sistema de recompensa mesolimbico que leva a tolerancia, e requer maiores
doses de nicotina para alcangar a sensa¢ao de bem-estar; e 3) na auséncia da nicotina, uma série
de sintomas de abstinéncia sdo desencadeados (irritabilidade, ansiedade, estresse, desatencao,
depressao e insOnia) que provocam a necessidade de sua readministracdo para evitar os

sintomas negativos (FORMIGONE et al., 2017; ZDANOWICZ; ADAMS, 2014).

Ainda ndo foram elucidados todos os mecanismos ligados & dependéncia nicotinica.
Acredita-se que individuos que tém menor disponibilidade de dopamina possuem maior
necessidade de estimular sua liberacdo com substancias exdgenas, como a nicotina. Dessa

forma, individuos com tal caracteristica fumam em maior quantidade, tendem a iniciar o
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tabagismo mais cedo e tém maior dificuldade de abandonar o tabaco em comparagdo com
individuos que possuem maior disponibilidade de dopamina (CHATKIN, 2006; SABOL et al.,
1999; MOURA, 2016).

2.7 DETERMINANTES GENETICOS DO TABAGISMO

Pesquisas mostram que o comportamento do tabagismo ¢ complexo e multifatorial,
influenciado por fatores genéticos e ambientais (MUNAFC) et al., 2004; SULLIVAN;
KENDLER, 1999). Entre as variaveis que influenciam no risco para o tabagismo estdo: os
estimulos provenientes da publicidade, a facilidade de aquisicdo da droga pelos baixos precos
dos cigarros e aceitacao social (KIRCHENCHTEJN; CHATKIN, 2004), exemplo dos pais e de
lideres fumantes (JIN et al., 2006), e fatores sociodemograficos como idade, género, etnia e
nivel educacional (USDHHS, 2012). O uso de 4lcool e presenca de doencas psiquiatricas, como
depressdo, também podem ser relacionadas ao consumo de produtos de tabaco (CASTRO et

al., 2008; MALBERGIER; OLIVEIRA, JR, 2005; SHARMA et al., 2015).

Além das caracteristicas ambientais, estudos apontam a hereditariedade como um forte
componente para o uso do cigarro e mostram como as diferengas interindividuais podem
interferir na forma como o individuo responde aos estimulos ambientais. Estudos com gémeos
identificaram a influéncia dos fatores genéticos na dependéncia nicotinica (BERRETTINI et
al., 2008; DUCCI; GOLDMAN, 2012; HALL; MADDEN; LYNSKEY, 2002; MUNAFO et al.,
2004), onde a hereditariedade estimada ¢ de, pelo menos, 50% (HARDIE; MOSS; LYNCH,
2006; LESSOV-SCHLAGGAR et al., 2006; MAES et al., 2004; XIAN et al., 2003) ¢ as taxas
de persisténcia do tabagismo e de cessagdo sdo mais altas em gémeos monozigdticos do que em
dizigéticos (CARMELLI et al., 1992). Por exemplo, uma pesquisa desenvolvida com 2204
gémeos monozigdticos e 1793 gémeos dizigéticos vietnamitas observou que os fatores
genéticos sdo responsaveis por 50% da varidncia no risco para iniciagdo e 70% do risco da
persisténcia do ato de fumar (TRUE et al., 1997). Além disso, estudos com individuos adotivos
também contribuem para o entendimento do papel da genética para a adicgdo ao tabagismo
(HALL; MADDEN; LYNSKEY, 2002). A literatura sugere que variagdes genéticas podem
influenciar alguns aspectos do comportamento tabagico: 40-75% para a iniciagdo, 70-80% para
a persisténcia e mais de 50% para o sucesso de cessacdo (HEATH et al., 1995; MUNAFO et
al., 2004; TRUE et al., 1997).
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Os estudos realizados no sentido de investigar genes que possam estar envolvidos com
o tabagismo, se concentram principalmente naqueles que podem influenciar na resposta a
nicotina, interferindo em seu metabolismo ou nos receptores e, também, nos genes relacionados
ao fluxo de neurotransmissores no sistema de recompensa no cérebro (ARINAMI; ISHIGURO;

ONALIVI, 2000; HO; TYNDALE, 2007; MUNAFO et al., 2004).

O primeiro grupo de genes candidatos que esta relacionado a resposta nicotinica, avalia,
principalmente, os genes relacionados ao metabolismo (CYP) e os genes dos receptores de
nicotina (CHRN) (CHATKIN, 2006; GREENBAUM; LERER, 2009) (LI; MA; BEUTEN,
2004). Isto se deve ao fato de os efeitos farmacoldgicos do tabaco serem produzidos

principalmente pela nicotina (HUKKANEN, 2005; USDHHS, 2014).

O segundo grupo de genes candidatos est4 relacionado ao fluxo de dopamina. Isso se
deve principalmente ao papel do sistema mesolimbico dopaminérgico para os efeitos de
recompensa (BATRA et al., 2003; QUAAK et al., 2009). Os estudos focam em genes que
codificam os receptores (DRD/ANKK) e transportadores de dopamina (DAT), sintese (TH) e
metabolismo (DBH; COMT, MAQO), que modulam a concentragdo de dopamina na fenda
sinaptica (MA et al., 2015b).

2.8 POLIMORFISMOS NOS RECEPTORES NICOTINICOS DE ACETILCOLINA

Os genes que codificam os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) estdo sendo
amplamente estudados nos ultimos anos como candidatos para a suscetibilidade ao tabagismo
devido a relevancia biologica dos sitios de ligagdo para nicotina. Como citado anteriormente, a
nicotina se liga aos nAChRs presentes no sistema dopaminérgico e leva a uma mudanca
conformacional que abre o canal catidnico, causando influxo de ions, principalmente de Ca*".
A passagem de ions provoca despolarizacao neuronal e a liberagdo de dopamina na fenda
sinaptica (Figura 8). Este aumento da transmissdo da dopamina, que consequentemente ativa
0s mecanismos de recompensa, € crucial para o desenvolvimento da dependéncia. Sendo assim,
os efeitos da nicotina no sistema nervoso sdo dependentes destes receptores, e variagdes que
alteram a fun¢do das subunidades dos nAChRs podem influenciar na dependéncia (KITA-

MILCZARSKA; SIEMINSKA; JASSEM, 2016; PEDNEAULT et al., 2014).
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Figura 8. Representacdo da ligacdo da nicotina aos nAChRs.
A ligacdo da nicotina ao nAChR provoca uma alteracdo conformacional e abertura do canal
catidnico e, consequentemente, o influxo de ions e despolarizagdo neuronal, que por sua vez

promove a liberacdo de dopamina. Fonte: adaptado de Russo et al., 2011.

Os nAChRs sao proteinas formadas por cinco subunidades pentaméricas distribuidas
em torno de um poro central. As subunidades e os receptores formados por elas possuem duas
classes, neuronal e neuromuscular (BUCZKOWSKI et al., 2015; SACCONE et al., 2009). Em
humanos, em contraste com o0s receptores neuromusculares, que sdo compostos por
subunidades a, B, y, 0, € €, os nAChRs neuronais sdo formadas apenas por subunidades a e f.
Sao observadas nove subunidades a (02—a10; mas a a8 ndo ¢ detectada em mamiferos, apenas
em aves) e trés subunidades P ($2, B3, p4) (GREENBAUM; LERER, 2009; IMPROGO et al.,
2010a, 2013; SACCONE et al., 2009; WEN et al., 2016). As subunidades se organizam em
diferentes combinagdes, resultando em varios subtipos de nAChR, que diferem na distribuigao
no corpo e nas fungdes biologicas (IMPROGO et al., 2010a; WARE; VAN DEN BREE;
MUNAFO, 2011; WEN et al., 2016). Os receptores do tipo neuronal podem ser
homopentameros, compostos apenas por subunidades o ou 3, ou heteropentdmeros, compostos
pela combinagdo de subunidades o e B (GREENBAUM; LERER, 2009; SACCONE et al.,
2009) (Figura 9).
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As subunidades sdo formadas por um dominio amino-terminal (N), quatro segmentos
transmembranas (M 1-M4), uma alga citoplasmatica de comprimento variavel entre o terceiro e
quarto dominio transmembrana, ¢ um dominio carboxi-terminal (C) (Figura 9). Os dominios
transmembrana e N-terminal sdo conservados entre as diferentes subunidades, enquanto a alca
citoplasmatica ¢ varidvel em comprimento € composi¢do dos aminoacidos. Cada uma das
subunidades ¢ codificada por um gene “Receptor nicotinico colinérgico” (CHRN) (IMPROGO
et al., 2010a; ZOLI et al., 2018).

Figura 9: Representacdo da estrutura dos nAChRs.

A) Representacgdo esquematica ilustrando o arranjo pentamérico das subunidades de nAChR.
B) Subunidade de nAChR incluindo os terminais amino (N) e carboxi (C), segmentos
transmembrana (M1-M4), e a alga intracelular. C) Subunidades individuais nAChR sdo
representadas por circulos coloridos. Os losangos amarelos representam os sitios de liga¢dao. Os
pentagonos no centro dos pentameros representam a regido do poro. Fonte: adaptado de

IMPROGO et al., 2010a.
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Recentemente, muitas pesquisas relacionadas ao comportamento do tabagismo
envolvendo estudos de genes candidatos (do inglés “candidate gene study”) e de associa¢ao
genomica ampla (do inglés “Genome-wide studies”) tém voltado a atencdo para um cluster
gendmico composto por trés membros da familia dos nAChR - a5, a3 e B4, cujos genes sdo
denominados CHRNAS5/A3/B4 (GREENBAUM; LERER, 2009; IMPROGO et al., 2010b). As
subunidades a5, a3 e B4 sdo altamente expressas no sistema nervoso periférico, assim como em
diversas regides cerebrais como talamo, cerebelo, hipocampo, nucleo interpeduncular,
amigdala e outras areas de grande importancia para o mecanismo de adic¢do a nicotina, como
habénula medial, area tegmental ventral e niicleo accumbens (IMPROGO et al., 2010b; WARE;
VAN DEN BREE; MUNAFO, 2011; ZUO et al., 2016). Klink e colaboradores (2001)
observaram em seu estudo com ratos que as subunidades a5 e a3 eram expressas em altas
proporcdes nos neurdnios dopaminérgicos: a5 era expressa em 80% dos neurdnios e, a3 em

60%. Além disso, estas subunidades tinham uma grande amplitude na area tegmental ventral.

Os genes CHRNAS5/A3/B4 sdo localizados na regido cromossomial 15q24-25. A
subunidade a3 em combinagdo com a subunidade B4 formam um receptor funcional, enquanto
a5 funciona como uma subunidade auxiliar, cuja incorpora¢cdo modifica a permeabilidade do

calcio no receptor e a sua afinidade e dessensibilizacao por agonistas (IMPROGO et al., 2010a;

ZOLl et al., 2018).

Alguns polimorfismos na regido CHRNA5/A3/B4 tém sido estudados em relagdo ao
tabagismo (Figura 10), entre eles o polimorfismo rs16969968. O rs16969968 ¢ um
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) e trata-se de uma variacdo nao sinonimia no quinto
éxon do gene CHRNAS5. A mudanga de guanina por adenina (G>A4) causa, consequentemente,
uma mudanca no aminoacido de acido aspartico (Asp) para asparagina (Asn), na posi¢ao 398
na subunidade 5 da proteina (D398N) (BUCZKOWSKI et al., 2015; SACCONE et al., 2007;
VERDE et al., 2011; WARE; VAN DEN BREE; MUNAFO, 2011; WEN et al., 2016).

Estudos in vitro mostram que esta alteracdo de aminoacidos na proteina provoca uma
mudanga funcional no receptor (BIERUT et al., 2008; TAMMIMAKI et al, 2012), onde
receptores CHRNAS com 4cido aspartico apresentam uma melhor resposta ao agonista do que
a variacdo com o aminodcido asparagina (GEORGE ET AL., 2012). Desta forma, receptores
que expressam asparagina apresentam menor resposta a nicotina, causando menor
permeabilidade de ions de calcio e seu menor nivel intracelular (KURYATOV et al., 2010;

TAMMIMKAVI et al., 2012), levando a uma diminuic¢ao da sensibilidade as propriedades de
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recompensa da nicotina (BRUNZEI et al., 2015). Estes dados sugerem que a reducdo da
capacidade de ligacdo a nicotina resulta na necessidade de aumentar a ingestdo de nicotina e,
como um efeito, o desenvolvimento da dependéncia a substancia (BRUNZEL et al., 2015;
BUCZKOWSKI etal.,2015; WARE et al., 2011). O alelo A4, cuja presenga determina a mudancga
de acido aspartico para a substituicdo asparagina, ¢ considerado o alelo de risco para o
tabagismo em comparagio ao alelo G (BUCZKOWSKI et al., 2015; BUHLER et al., 2015).
Trabalhos mostram que individuos com duas cépias do alelo 4 apresentam um risco aumentado
de quase duas vezes para dependéncia nicotinica do que individuos com outros genotipos

(AG/GG) (SACCONE et al., 2007; GREENBAUM et al., 2009).

Alguns polimorfismos no gene CHRNA3 também tém sido estudados em relagdo ao
tabagismo. Entre eles, o rs578776 que ¢ encontrado na regido 3 'UTR do gene CHRNA3, que
consiste em um SNP de substituicdo de citosina (C) por timina (7) (BUCZKOWSKI et al.,
2015; IMPROGO et al., 2010a). A maior parte dos estudos mostra que o alelo 7 do
polimorfismo rs578776 confere um efeito protetor para a dependéncia nicotinica (STEPHENS
et al., 2013). Estudos relatam que este alelo também est4 associado ao consumo de um menor
nimero de cigarros por dia (BUCZKOWSKI et al., 2015). O mecanismo molecular para a
explicagdo do efeito protetor do polimorfismo rs578776 ainda ndo foi elucidado. Alguns
estudos sugerem que a regido pode conter sequéncias regulatorias, entretanto, mais estudos sao
necessarios para avaliar a real funcdo da variante (BIERUT, 2009; CONLON; BEWICK, 2011;
CHUNG et al., 2019).

Figural0. Polimorfismos 1s578776 e rs16969968 no cluster CHRNAS5/A3/B4.

Diagrama esquematico do cluster CHRNAS5/A3/B4. As setas horizontais pretas indicam a
direcdo da transcrigdo de cada gene. Os retangulos verdes e rosas indicam, respectivamente, os
exons e as regides nao traduzidas. As linhas horizontais pretas representam os introns. Os locais

das variagdes polimoérficas rs16969968 e rs578776 estdo indicados por setas verticais. Fonte:

Adaptado de WEN et al., 2016.



36

2.9 POLIMORFISMO RELACIONADO AO RECEPTOR DE DOPAMINA

Variantes dos genes relacionados aos receptores de dopamina tém sido estudados devido
ao papel do sistema dopaminérgico na dependéncia de substancias de abuso (CLAGUE et al.,

2010; MA et al., 2015a).

Os receptores de dopamina sao proteinas acopladas a uma proteina G. Sao conhecidas
duas classes de receptores de dopamina com 5 proteinas receptoras diferentes. A classe D1
contém os receptores de dopamina do tipo D1 e D5, enquanto a classe D2 contém os receptores
do tipo D2, D3 e D4; e cada um dos cinco tipos ¢ codificado por um gene distinto. Estes
receptores sao formados por sete dominios transmembrana. A familia do receptor D1 apresenta
uma longa cauda C-terminal e uma alg¢a citoplasmatica curta entre as hélices 5 e 6
transmembrana, enquanto a familia do receptor D2 apresenta uma cauda C-terminal curta e uma
longa alga citoplasmatica entre as hélices 5 e 6 (Figura 11) (DE MEI et al., 2009; GOLAN,
2009).

Ambos os receptores D1 e D2 estao presentes no nucleo caudado e putamen (o estriado),
no nucleo accumbens, na tonsila do cerebelo, no tubérculo olfatério € no hipocampo. Os
receptores D1 também estdo presentes no cortex cerebral, enquanto os receptores D2 sdo

encontrados na substancia nigra, na area tegmental ventral e no hipocampo (GOLAN, 2009).

Os receptores de dopamina se expressam preferencialmente a nivel pds-sinaptico,
entretanto, os receptores D2 também sdo expressos nos neurdnios pré-sinapticos. Além disso,
existem duas formas alternativas da proteina D2, D2 curta (D2S) e D2 longa (D2L), decorrentes
de variantes de juncao alternativas do mesmo gene (perda do éxon 6 em D2S). A diferenca entre
as isoformas estd na terceira alga citoplasmatica, que afeta a interagdo com a proteina G, mas
ndo a ligacdo a dopamina (GOLAN, 2009; MA et al., 2015a). A isoforma D2L ¢ expressa pos-
sinapticamente, enquanto a D2S ¢ observada nos neuronios pré-sinapticos (DE MElI et al., 2009;

MA et al., 2015a).

Os receptores de dopamina também sdo classificados de acordo com seus efeitos sobre
a formagdo do AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) (ESTEVINHO et al., 2003; DE MEI
et al., 2009). Os receptores D1 sdo acoplados a uma proteina Gs (proteina G estimulatdria) que
ativa a adenilciclase levando ao aumento dos niveis intracelulares do AMPc; enquanto os
receptores D2 sdo acoplados a uma proteina Gi (proteina G inibitdria), inibem a adenilciclase e

reduzem a formacdo do AMPc. A adenil ciclase promove a formac¢do do AMPc pela hidrélise
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do (ATP), e 0o AMPc ativa a proteina quinase A (PKA), amplificando a cascata de sinalizagdo
(DE MEI et al., 2009; MOURA et al., 2011; MA et al., 2015a). Desta forma, os receptores D1
e D2 exercem efeitos intracelulares opostos. A ativacdo de D1 ¢ excitatdria, enquanto D2 ¢
inibitoria (GOLAN 2009; RON; JURD, 2005) (Figura 11). Além da via da adenilciclase, os
receptores dopaminérgicos podem também interagir com outras vias de transdugao do sinal; os
receptores do tipo D1 modulam os niveis intracelulares de calcio (Ca?") por uma grande
variedade de mecanismos, enquanto a estimulacdo dos receptores D2 aumentam a saida de
potassio (K) da célula e reduzem o influxo de cdlcio via canais dependente de voltagem

(ESTEVINHO, et al., 2003; LEPSCH, 2008; GOLAN, 2009) (Figura 12).

Figura 11. Representagdo das familias de receptores de dopamina.

A familia do receptor D1 apresenta uma longa cauda C-terminal e uma alga citoplasmatica curta
entre as hélices 5 e 6 transmembrana, enquanto a familia do receptor D2 apresenta uma cauda
C-terminal curta e uma longa alca citoplasmatica entre as hélices 5 e 6. A estimulagdo da familia
D1 ¢ excitatoria, aumentando os niveis de AMPc e de Ca*" intracelular e ativando a proteina
quinase. A estimulacdo da familia D2 ¢ inibitoria, diminuindo os niveis de AMPc e de Ca*"

intracelular e hiperpolarizando a célula. Fonte: adaptado de GOLAN, 2009.

Adicionalmente, os receptores de dopamina D2 pré-sindpticos atuam como
autoreceptores. Esses autoreceptores identificam o fluxo excessivo de dopamina na sinapse e

reduzem o tonus dopaminérgico, diminuindo a sintese de dopamina no neuronio pré-sinaptico,
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a taxa de descarga neuronal e a liberacdo do neurotransmissor. A inibicdo da sintese de
dopamina ocorre devido a diminui¢do da atividade da tirosina hidroxilase dependente do AMPc
(TH; uma enzima fundamental na sintese de catecolaminas); a inibi¢ao da descarga neuronal e
da liberagao de dopamina na sinapse deve-se a um mecanismo distinto que envolve a modulagao
dos canais de K* e de Ca?". A abertura dos canais de K" provoca a hiperpolariza¢do do neurdnio,
sendo necessaria uma maior despolariza¢do para alcancar o limiar de descarga, enquanto a
abertura dos canais de Ca?* resulta em niveis diminuidos de Ca?" intracelular. Como o Ca** ¢
importante para que a vesicula sinaptica se desloque e, também para que ocorra a fusdo das
vesiculas com a membrana plasmatica, a diminui¢do dos niveis intracelulares de Ca*" resulta

em libera¢do diminuida de dopamina (GOLAN, 2009).

Figura 12: Representacdo da cascata de sinaliza¢do da dopamina.

A dopamina liberada na fenda sindptica pode interagir com seus receptores D1, acoplados a
proteina Gs (estimulatdria), ativando a formagao do AMPc e a atividade da PKA; ou interagir
com os receptores D2, acoplados a proteina Gi, que inibe a forma¢do do AMPc. Fonte: adaptado

de RON; JURD, 2005.
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Entre os estudos que avaliam a relacdo entre os diferentes subtipos dos receptores de
dopamina, o gene DRD2, localizado no cromossomo 11, tem recebido bastante atencdo em
relagdo ao tabagismo (BIDWELL et al., 2015; MA et al., 2015¢c; OHMOTO et al., 2014). Alguns
polimorfismos nesse gene tém sido identificados. O mais estudado ¢ um polimorfismo
funcional do tipo SNP denominado 7agl4 (rs1800497), que consiste em uma mudanca de
citosina para timina (C>7) (BIDWELL et al., 2015; MA et al., 2015¢; OHMOTO et al., 2014).
Este polimorfismo foi inicialmente considerado oriundo de uma mutagao silenciosa, localizada
10 Kilobases (Kb) dowstream do gene DRDZ2. Porém, foi descoberto recentemente que, na
verdade, o SNP localiza-se no éxon 8 do gene ANKK (Repeat and kinase domain containing
1), situado na regido forward vizinha do DRD2 (NEVILLE; JOHNSTONE; WALTON, 2004)
(Figura 13). Este polimorfismo determina a substituicdo de glutamato por lisina (Glu713Lys)
dentro da 11° repeticdo de anquirina, que embora seja pouco provavel que afete a integridade
estrutural da proteina, pode afetar sua especificidade de ligacdo ao substrato (MOTA et al.,

2012; NEVILLE; JOHNSTONE; WALTON, 2004).

Estudos in silico (ou seja, desenvolvidos por meio de simulacdo computacional)
revelaram uma forte relagdo entre os genes ANKKI e DRD2. O ANKK] ¢ adjacente ao gene
DRD? e estes genes compartilham blocos de haplétipos e seus promotores t€ém elementos cis
em comum para a regulacao da transcricao. Além disso, o polimorfismo 7aglA (rs1800497) esta
em desequilibrio de ligacdo com variantes polimorficos do DRD?2 que regulam a expressao de
isoformas de D2 longas e curtas, e modulam a distribui¢do D2R cerebral (KOENEKE et al.,
2020; MA et al., 2015¢).

Figura 13: Localizacdo de SNPs nos genes ANKK1 e DRD?.
Fonte: adaptado de MA et al., 2015. Exons ou 3” e 5”-UTR para DRD?2 sao representados

pelas barras pretas, exons para ANKK1 por finas barras pretas e os introns para

ANKK1/DRD2 pela linha cinza horizontal.
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Estudos mostram que o alelo variante 7" do polimorfismo 7aqlA (ou alelo A7) esta
relacionado com a altera¢dao da funcdo de D2 pela reducdo da densidade do receptor e de sua
afinidade de ligagdo. Esta variacao influencia, portanto, nas concentragdes de dopamina
sinaptica (MA et al., 2015a; NEVILLE; JOHNSTONE; WALTON, 2004; THOMPSON et al.,
1997).

O mecanismo molecular pelo qual 7agl4 exerce efeito sobre o comportamento do
tabagismo ainda ndo ¢ elucidado, mas considerando que este polimorfismo interfere no sistema
dopaminérgico, ha necessidade de maiores estudos para compreensao de seus efeitos no cérebro
(MA et al., 2015a). A hipotese mais difundida é de que pessoas portadoras do alelo 7, ou seja,
com um numero reduzido de sitios de ligagdo para dopamina no cérebro, teriam um déficit no
sistema de recompensa € assim experimentariam uma menor recompensa quando expostos a
agentes dopaminérgicos. Estas pessoas precisariam usar maiores quantidades de nicotina para
aumentar a concentragdo de dopamina sindptica, tornando-se, assim, mais rapidamente
tolerante a substancia e tendo um maior risco de dependéncia de nicotina (CLAGUE et al.,

2010; MA et al., 2015a; ZLOMUZICA et al., 2018).

Entretanto, poucos estudos consideraram o efeito inibitorio do receptor D2 e seu papel
como autoreceptor, que limita a taxa de sintese e liberagao da dopamina. Como o alelo variante
T esta relacionado a fun¢do reduzida do receptor, portadores do alelo 7' teriam uma menor
inibicdo da sintese e liberagdo do neurotransmissor. Consequentemente, teriam maiores
concentragdes de dopamina sindptica, em comparagdo aos portadores do alelo selvagem. Desta
forma, individuos portadores do alelo 7" do 7aqlA teriam menor necessidade da repeticdo da
estimulagdo dopaminérgica do que individuos que ndo apresentam a variacao polimorfica e
seriam, portanto, menos susceptiveis a adic¢ao a nicotina (BIDWELL, et al., 2015; MOURA,
2016).

TaqlA rs1800497 tem sido associado a diversas desordens de comportamentos, como
impulsividade, transtornos por uso de alcool e por outras drogas de abuso, obesidade, e

transtorno de déficit de atencao com hiperatividade (TDAH) (WHITE et al., 2008).

Algumas caracteristicas do comportamento tabagico tém sido analisadas, em diversos
grupos étnicos, dentre elas a idade de iniciacdo, o grau de dependéncia e o nimero de cigarros
consumidos, os periodos de abstinéncia e as tentativas de cessacao do habito de fumar (BATRA

et al., 2000; CLAGUE et al., 2010; DE RUYCK et al., 2010; GORDIEV et al., 2013; HUANG
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et al., 2015; JOHNSTONE et al., 2004; RADWAN et al., 2007). Entretanto, a relagdo entre
TaqlA rs1800497 e o tabagismo ¢ controversa e os estudos mostram a influéncia étnica nesta
relagdo (OHMOTO et al., 2013). Por exemplo, estudos com Caucasianos observaram que o
alelo T estava associado ao aumento do risco de se tornar fumante (COMINGS et al., 1997;
MORTON et al., 2006; NOBLE et al., 1994; OHMOTO et al., 2013), enquanto pesquisas com
Japoneses, Poloneses e Russos mostraram um maior risco para o genétipo CC (GORDIEV et
al., 2013; HAMAJIMA et al., 2002; OHMOTO et al., 2013; SIEMINSKA et al., 2009;
YOSHIDA et al., 2001). Na populagdo brasileira, que tem um perfil genético heterogéneo
devido a grande miscigenacdo étnica (LINS et al., 2009), os trabalhos ainda sdo escassos

(MOURA, 2016; TOMAZ et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

Uma vez que a dopamina desempenha um significante papel na rota da dependéncia
tabagica, polimorfismos em genes relacionados com o neurotransmissor devem ser investigados
na busca das bases moleculares associadas a suscetibilidade ao tabagismo. Dentre eles,
variagdes em genes relacionados aos receptores de nicotina e de dopamina sdo considerados
alvos moleculares potenciais no estudo do comportamento da adic¢ao, tais como polimorfismos
CHRNAS5, CHRNAS e TaqlA.

O tabagismo ¢ um comportamento complexo determinado por fatores ambientais e
genéticos. Neste sentido, as pesquisas envolvendo a variabilidade genética tém avancado para
a compreensao dos mecanismos de adic¢ao, e podem ajudar a entender por que algumas pessoas
desenvolvem o vicio e outras ndo, além do entendimento em relacao a diferenca individual no

grau de dependéncia e no sucesso de cessagao.

Assim, um melhor entendimento dos mecanismos genéticos que conferem risco e
protecdo ao tabagismo poderia levar a estratégias mais efetivas de prevencao e controle e, ainda,
contribuir para proposi¢ao de intervengdes para cessagdo mais eficazes. Além disso, contribui
para a diminui¢cdo do niimero de fumantes pelo mundo e, consequentemente, das doengas e

custos relacionados.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito dos polimorfismos CHRNAS rs16969968, CHRNA3 1s578776 e

TaglA rs1800497 no comportamento do tabagismo em uma amostra populacional brasileira.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma revisdo integrativa envolvendo estudos que abordam os principais genes rela-

cionados a via de recompensa cerebral dopaminérgica e seus efeitos no comportamento ta-

bagico;

e Descrever as caracteristicas do comportamento tabagico e sociodemograficas de uma amos-
tra populacional de Campos Eliseos, Duque de Caxias, RJ;

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos CHRNAS rs16969968
e CHRNA3 15578776 e TaqlA rs1800497 na populagao do estudo;

e Investigar uma possivel associagdo entre os polimorfismos CHRNAS5 1s16969968 e
CHRNA3 1s578776 e TaqlA rs1800497 e o status tabagico na populacao do estudo;

e Investigar uma possivel relagdo entre os polimorfismos estudados com caracteristicas do

comportamento tabagico, como a idade de iniciagdo, quantidade de cigarros consumidos, o

grau de dependéncia e cessacdo na populagdo de estudo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO E POPULACAO DO ESTUDO

O presente estudo ¢ do tipo observacional com o delineamento transversal e faz parte
de um projeto maior, intitulado “Estudo da vulnerabilidade de moradores da area sob influéncia
do Polo Industrial na regido de Campos Eliseos, Baixada Fluminense, a contaminantes
quimicos ambientais”. Fizeram parte do estudo individuos maiores de 18 anos, de ambos os
sexos, e foram excluidos os individuos incapazes de responder ao questiondrio ou dos quais nao
se conseguiu uma quantidade de material biologico suficiente para as analises laboratoriais. Em
uma amostra de conveniéncia, a populacdo do estudo foi composta por 449 moradores de
Campos Eliseos, Duque de Caxias, Rio de Janeiro. Foram realizadas visitas agendadas a
Campos Eliseos, entre 2016 ¢ 2019, para aplicacdo de questionario em forma de entrevista e
coleta de sangue dos participantes da pesquisa, mediante ao esclarecimento e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Campos Eliseos acomoda o maior complexo industrial da América Latina, com
empresas do tipo petroquimicas, transformadoras e termoelétricas, dentre elas, a Refinaria de
Duque de Caxias (REDUC), a segunda maior petroquimica do pais. A populagdo de Campos
Eliseos ¢ altamente vulneravel pela soma das exposi¢des a diversos componentes quimicos
provenientes das fabricas, e pela falta de abastecimento de dgua e assisténcia a satide da regiao
(BARATA-SILVA, 2017; CAMAZ, 2015). O tabagismo seria mais um fator de forte
contribuicdo para a vulnerabilidade desta populacdo pelos reconhecidos agravos a saude

associados a exposi¢ao ao cigarro.

5.2 COLETA DE DADOS

5.2.1 Questionario

Foi aplicado um questiondrio do tipo semiestruturado, construido pela equipe de
pesquisa. A coleta de dados foi realizada sob forma de entrevista individual, por um dos
membros da equipe de pesquisa, para obtencdo de informagdes pertinentes ao estudo. As
perguntas tiveram o objetivo de coletar informagdes referentes a caracteristicas da populacdo e

do tabagismo (Apéndice):
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5.2.1.1 Status tabagico

Mediante as respostas obtidas pelo questionario, os individuos foram classificados
quanto ao status tabagico em trés categorias: Nunca fumante (individuos que nunca fumaram
ou fumaram menos de 100 cigarros durante toda a vida); Ex-fumante (individuos que ja
fumaram pelo menos 100 cigarros durante toda a vida, mas pararam de fumar ha pelo menos 1
ano); Fumante atual (individuos que ja fumaram 100 ou mais cigarros durante a vida e fumam
atualmente ou pararam de fumar ha menos de 1 ano) (HEY; PERERA, 2005; JIN et al., 2006;
IBGE, 2009).

5.2.1.2 Teste de dependéncia nicotinica de Fagerstrom (FTDN)

Os individuos classificados como fumantes atuais responderam ao Teste de dependéncia
nicotinica de Fagerstrom (FTDN) adaptado para o portugués, que foi incorporado ao
questionario construido para esta pesquisa. O Teste de Fagerstrom avalia o grau de dependéncia

a nicotina e trata-se de um questiondrio constituido por seis perguntas com alternativas para

resposta. (FAGERSTROM, SCHNEIDER, 1989; CARMO & PUEYO, 2002).

5.2.2 Amostras sanguineas

Na mesma ocasido das entrevistas, foram coletadas em tubos com anticoagulante EDTA,
amostras de SmL de sangue de cada participante do estudo. As amostras foram levadas para o
setor de Toxicogenética do Centro de Estudos da Satde do Trabalhador e Ecologia Humana
(CESTEH)/ENSP/FIOCRUZ e para a Policlinica Newton Alves Cardozo, para realizacdo,

respectivamente, de genotipagem e hemograma.

5.3 DETERMINACAO DOS POLIMORFISMOS

A determinagdo dos trés polimorfismos foi realizada por genotipagem, a partir de uma
solugdo de DNA genomico obtida a partir de 500 pL de sangue total de cada participante do
estudo. A extragdo das amostras de DNA seguiu o protocolo metodoldgico desenvolvido no
setor de Toxicogenomica do Laboratério Toxicologia do CESTEH, baseado na técnica de

Salting-Out (SAMBROOK, 2001). Apos a extragdo, o DNA obtido foi quantificado por


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fagerstrom+KO&cauthor_id=2668531
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schneider+NG&cauthor_id=2668531
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espectrofotometria, no equipamento NanoDrop® 2000 (ThermoFisher Scientific).

Os polimorfismos CHRNAS, CHRNA3 e TaqlA foram genotipados pela técnica de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) em Tempo Real, por meio do sistema de discriminagao
alélica TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Thermofisher Scientific). Os
ensaios de oligonucleotideos iniciadores e sondas especificos para cada SNP (TagMan Assay ™)
foram adquiridos da empresa Applied Biosystems, Thermofisher Scientific (ensaios: CHRNAS
rs16969968: C 26000428 20; CHRNA3 r1s578776: C 721253 10; Taql4d 1s1800497,
C 7486676 10). A tabela 2 apresenta as caracteristicas € o conjunto de sondas utilizadas para
a analise de cada um dos polimorfismos estudados. O preparo das placas contendo o meio
reacional de cada amostra foi realizado em ambiente estéril, em cabine de fluxo laminar.
Controles positivos e negativos foram usados em cada placa, respectivamente, a fim de verificar
a especificidade e possiveis contaminagdes. Além disso, para verificar a eficiéncia da
genotipagem, 10% das amostras foram aleatoriamente selecionadas e submetidas a

genotipagem novamente.

Tabela 2. Sondas utilizadas para o ensaio de genotipagem dos polimorfismos em estudo.

Ensaio
Polimorfismo Gene Regisio Variacio Sonda
TaqMan

TAGAAACACAT
TGGAAGCTGCG
rs16969968 CHRNAS Exon 5 G>A C 26000428 20  CTC[A/GJATTCT
ATTCGCTACATT

ACAAGACA

TGAATAACTAG
GCATGATTTCTC
rs578776 CHRNA3 3’UTR! C>T C 721253 10 AT[A/G]GTATAA
TTTAGAAGTATG
CAAGAGA

CACAGCCATCCT
CAAAGTGCTGG
rs1800497 DRD2/ANKKI ~ Exon 8 c>T C_7486676 10  TC[A/GJAGGCAG
GCGCCCAGCTG
GACGTCCA

! 3’UTR = Regido 3’ ndo traduzida.


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__26000428_20?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C____721253_10?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___7486676_10?CID=&ICID=&subtype=
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Os ensaios foram otimizados e para cada rea¢dao de PCR foi utilizado 4 pL. de TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Thermofisher Scientific), 0,25 pL de cada
ensaio especifico de oligonucleotideos iniciadores e sondas (TagMan® SNP Genotyping Assay,
Applied Biosystems, Thermofisher Scientific; concentragao 40x); 20ng de DNA; e agua para
um volume final de 8 uL. O equipamento termociclador modelo 7500 Real-Time System 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermofisher Scientific), foi utilizado para a
realizagdo da PCR, nas seguintes condi¢des de temperatura: uma desnaturacao inicial de 95°C

por 10 minutos, seguida por e de 40 ciclos de 95°C por 10 segundos e 60°C por 1 minuto.

A figura 14 mostra o grafico de discriminacdo alélica do polimorfismo CHRNAS
116969968, onde cada amostra é representada por um ponto. O software faz o agrupamento
das amostras em correspondéncia com a fluorescéncia emitida pelas sondas alelo-especificas
VIC (eixo X) e FAM (eixo Y). De acordo com a posi¢cdo no grafico, ¢ possivel realizar a

distin¢do entre os trés gendtipos possiveis.

Figura 14. Grafico de discriminacdo alélica do polimorfismo CHRNAS5 rs16969968 por PCR
em tempo real.

Em azul, no eixo X: genotipo homozigoto 44; em vermelho: gendtipo heterozigoto AG; em
verde, no eixo Y: gendtipo homozigoto GG. Os controles negativos sdo representados pelo

quadrado em preto. Fonte: da autora.
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Ao analisar cada amostra individualmente, por meio do padrao de fluorescéncia emitido

durante a reagdo, ¢ possivel fazer a confirmacdo da determinacgdo genotipica (Figura 15).

Figura 15. Curvas de emissdo de fluorescéncia do polimorfismo CHRNAS 1s16969968.

No caso exemplificado, CHRNAS rs16969968, VIC corresponde ao alelo variante 4, ¢ FAM ao
alelo selvagem G, conforme designado pelo fabricante. Quando hé a presenca de uma tnica
curva acima da ROX, seja VIC ou FAM, o gendtipo ¢ homozigoto (fig.A: homozigoto variante
AA; fig.B: homozigoto selvagem GG). Quando se observa a presenca das duas curvas VIC e

FAM, o genotipo ¢ heterozigoto (fig. C: heterozigoto GA). Fonte: da autora.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico SPSS®
(Statistical Package for Social Sciences Inc., Chicago, IL, USA) versiao 20. O nivel de
significancia adotado foi de 95%. Para testar a normalidade das variaveis foi utilizado o teste
de Kolmogorov-Smirnov. As varidveis continuas foram apresentadas como média e desvio-
padrdo (DP), enquanto as categoricas foram apresentadas por frequéncias. O Teste de Man-
Witney, Kruskal-Wallis e o Teste Qui-quadrado (2) foram usados para avaliar diferencas nas

médias e frequéncias. O equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi avaliado pelo teste y2.

O risco para o tabagismo foi avaliado pela comparagcdao entre os grupos “Nunca
fumantes” e “Fumantes atuais + Ex-fumantes”. A idade de iniciagdo do habito tabagico e a
cessacdo foram avaliadas entre os Fumantes atuais e Ex-fumantes. O grau de dependéncia,
definido pelo Teste de dependéncia nicotinica de Fagerstrom (FTND), e o numero de cigarros

consumidos por dia (CPD) foram analisados entre os Fumantes atuais.
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O teste de Regressao logistica foi utilizado para avaliar a possivel associacdo entre cada
polimorfismo, a cessagdo e o risco para o tabagismo, considerando o sfatus tabagico como
variavel dependente e ajustado por varidveis de confundimento. As associagdes entre os
polimorfismos e a idade de inicio, o nimero de cigarros consumidos por dia (CPD) e o grau de
dependéncia nicotinica segundo Fagerstrom (FTND) foram estimadas pela comparagdo de
médias, com ajuste para possiveis fatores de confundimento, utilizando o modelo de Regressao
linear. Para a construgdo do modelo final foi considerada a importancia bioldgica de cada
variavel e o grau de significancia estatistica na analise univariada, considerando um p-valor de
entrada no modelo de 0,20 e um p-valor de saida do modelo de 0,05 para controlar os possiveis

fatores de confundimento.

5.5 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de ética em pesquisa da Escola Nacional de Saude

Publica Sérgio Arouca (ENSP) (CAAE 40514415.0.0000.5240).

A aplicacdo do questiondrio e a coleta de sangue s6 foram realizadas apos o
esclarecimento da pesquisa e da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), individualmente, pelos participantes. Todos os participantes receberam uma copia do
TCLE e foram informados de que a sua identidade ndo seria revelada em qualquer publicagdo
resultante deste estudo. Os resultados das analises laboratoriais foram entregues em maos
exclusivamente a cada participante do estudo e os individuos com alteragdes nos hemogramas

foram encaminhados para atendimento médico no ambulatério do CESTEH.
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6 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

6.1 PRIMEIRO ARTIGO DA TESE

Genetic variability in the neurobiology of nicotine dependence: effects on smoking

behavior (submetido a revista cientifica para publicagdao, em junho de 2020)

Neste artigo foi realizada uma revisdo integrativa com o objetivo de avaliar a variabilidade
genética na neurobiologia do tabagismo e seus efeitos no comportamento do tabagico. No total,
foram selecionados cento ¢ dezessete estudos, a partir dos quais foi possivel avaliar a
neurobiologia do fumo através dos mecanismos moleculares de desenvolvimento da adicgao,

baseado no carater psicoativo da nicotina.
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Genetic variability in the neurobiology of nicotine dependence: effects on smoking

behavior

A variabilidade genética da neurobiologia da dependéncia nicotinica: reflexos no

comportamento tabagico

Short title: Genetic variations in the neurobiology of smoking behavior

Caroline de Lima Mota', Cristiane Barata-Silva2, Simone Mitri" Josino Costa Moreira!,

! Departamento de Toxicogenética, Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia
Humana, Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil
2 Departamento de Quimica, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide, Fundagio

Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil. E-mail: carolinelima bio@yahoo.com.br

ABSTRACT

Introduction: Smoking dependence is a chronic disease and a public health problem. The
neurobiology of nicotine addiction can explain smoking behavior. This system has genetic
variability that has been associated with vulnerability to dependence. Genetic variability in the
neurobiology of smoking can help to understand why individuals exposed to drugs may or may
not become addicted. This study aims to address genetic variability in the neurobiology of
smoking addiction. Methods: This work involved a search of the main scientific research on
genetic variability in the neurobiology of smoking and its effects on smoking behavior. One
hundred and seventeen studies were selected, most of which highlighted polymorphisms in the
genes of nicotinic receptors, dopamine receptors and nicotine metabolism. Results: The
majority of studies have focused on genes related to the activation of the dopaminergic reward
system by nicotine. Combinations between different polymorphisms was also highlighted,
showing that interactions can determine a genetic profile of predisposition to smoking
addiction. Additionally, gender and ethnicity were identified as relevant factors. Conclusion:
Knowledge of the genetic bases involved in the individual response to smoking can enable a
better understanding of inter-individual differences in smoking behavior and contribute to
improving the treatment of addiction.

Keywords: Smoking; Genetic polymorphisms; Nicotinic dependence; Smoking behavior;

Neurobiological genetic variability.
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Resumo

Introducio: A dependéncia nicotinica ¢ uma doenga cronica e um problema de saude publica.
O comportamento tabagico pode ser explicado pela neurobiologia da adicg¢ao, cujas variagdes
genéticas tém sido associadas a dependéncia. Esta variabilidade ajuda a compreender por que
individuos expostos a drogas podem ou nao se tornar adictos. Este estudo tem como objetivo
abordar a variabilidade genética na neurobiologia da adic¢do ao tabagismo. Método: Foi feita
uma pesquisa nas principais bases de dados cientificos sobre a variabilidade genética na
neurobiologia do tabagismo e seus efeitos no comportamento do tabagismo. Cento e dezessete
estudos foram selecionados, em sua maioria destacando polimorfismos nos genes de receptores
nicotinicos, receptores de dopamina e de metabolismo da nicotina. Resultados: A maioria dos
estudos concentrou-se em genes relacionados a ativacdo do sistema de recompensa
dopaminérgico pela nicotina. Determinadas combinacdes entre genétipos de diferentes
polimorfismos também se destacaram, mostrando que interagdes génicas podem determinar um
perfil genético de predisposicdo ao vicio de fumar. Além disso, género e etnia foram
identificados como fatores relevantes. Conclusdo: O conhecimento das bases genéticas
envolvidas na resposta individual ao tabagismo pode permitir uma melhor compreensao das
diferengas interindividuais no comportamento tabagico e contribuir para melhoria dos
tratamentos disponiveis para a dependéncia.

Palavras-chave: Tabagismo; Susceptibilidade genética; Dependéncia nicotinica;

Comportamento tabagico; Variabildade genética neurobioldgica.

INTRODUCTION

Tobacco smoking is a public health problem internationally recognized as a chemical
dependency, with industrial cigarettes being considered the most important form of
consumption'. According to the Tobacco Atlas, 5.7 trillion cigarettes were consumed
worldwide in 20162 The industrial cigarette is composed of more than 9 thousand substances,
among which nicotine, a psychoactive substance, is responsible for the addictive effects®. The
verification of this psychoactive role means smoking is classified, according to the Review of
the International Classification of Diseases and Related Health Problems (1CD10), in the group

of mental and behavioral disorders related to the use of psychoactive substances®.
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Tobacco smoke is the main cause of preventable mortality and morbidity in the world
and accounts for the deaths of 8 million people per year. Of these, 1.2 million are non-smokers
exposed to secondhand smoke’. For instance, in 2017, smoking was associated with 12.6% of
the total deaths in Brazil®. In Brazil, smoking among men has been decreasing, while among
women it has remained stable. This data indicates a new public health concern regarding the
damage to women's health and an increase in tobacco-related diseases’. Although overall
consumption has declined in recent years, the future path of global tobacco control is still
uncertain and future projections are worrying®. It is estimated that by the end of 2020, more
than 10 million people will die from cardiovascular disease, chronic obstructive pulmonary
disease and lung cancer caused by tobacco use. Half of these deaths will occur during the
productive years, with an individual loss of 10 to 20 years of life. In 2030, 80% of consumption-

related deaths will occur in developing countries’.

Despite knowledge of these adverse health effects, smoking addiction explains why
about 70% of smokers want to quit smoking, but have not succeeded. Of these, about a third
are successful for just one day and less than 10% are abstinent for twelve months'®, with
cessation treatment being successful in only 35% of cases!!. Smoking behavior is complex and
multifactorial, determined by a combination of biological, psychological and environmental
factors!2. Heredity is a strong component of tobacco use and its influence on dependence is at
least 50%'*!%. Genetic variations can influence up to 80% of characteristics of smoking

behavior, such as initiation, persistence in smoking and successful cessation'.

Genetic variability in the neurobiology variability of smoking, as well as of other
addictions, can help to understand why individuals exposed to drugs may or may not become
addicted. In addition, knowledge of the genetic bases involved in the individual response to
smoking can contribute to improving the treatment of addiction'¢. In this sense, this study aims
to address genetic variability in the neurobiology of smoking addiction with a focus on

polymorphic genes related to the nicotinic response and the dopaminergic reward pathway.

METHODOLOGY

This work involved a search of the main scientific research on genetic variability in the
neurobiology of smoking and its effects on smoking behavior. Bibliographic searches were
carried out between 2017 and 2020 in the PubMed, Scielo and Medline databases. The

following terms were used: genetic susceptibility, polymorphic genes, smoking and nicotine



54

addiction. Articles in Portuguese and English published between 2000 and 2020 were selected
and qualified, according to their abstracts, as possible candidates to provide technical-scientific
bases for this paper. At the end of the search, duplicate references and unavailable full studies
were excluded. Each abstract was analyzed and classified separately by two researchers as being
outside or within the scope. Inthe end, 117 articles were selected and used as a theoretical basis
for the preparation of this work. Flowchart 1 presents the stages of the identification, selection

and inclusion of scientific articles.

-
Total records identified through databases (n=1233)
5 \
®
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g Total records after duplicates removed (n=604)
=
\. y,
\
Records excluded in Articles that did not address
the evaluation of concepts; presentation only of
titles and abstracts synthesis; different from the
(n=349) subject of this study.
=
S
= S /
2
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Complete articles eligible for review (n=255)
\. J
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Complete articles Articles that did not address
excluded ineligible concepts; presentation in another
(n=138) language; inconsistent data.
5 .
2]
=
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Papers included (n=117) J

Flowchart 1 Identification, selection and inclusion of scientific articles.
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RESULTS AND DISCUSSION

Neurobiology of tobacco dependence

The neurobiology of smoking explains the molecular mechanism of the development of
addiction based on the psychoactive character of nicotine. Inhaled nicotine is absorbed in the
lungs from cigarette smoke and reaches the brain in 10 to 60 seconds, where it binds to nicotinic
acetylcholine receptors (nAChR) in the mesolimbic system, producing the addictive effects of

strengthening the smoking habit through activation of the dopaminergic reward system!”!8,

In the presence of nicotine, the flow of dopamine increases in the mesolimbic system,
activating brain circuits to regulate feelings of pleasure and reward. The mesolimbic
dopaminergic system is the main neurobiological structure associated with addiction to
smoking and plays a crucial role in reinforcement!®. This system is mainly composed of the
ventral tegmental area and the accumbens nucleus. These regions are related to the mechanisms
of addiction to nicotine, such as craving, memory, emotions related to use, tolerance and
dysphoria due to abstinence!®?’. In addition to dopaminergic hyperactivity, serotonin is released
in the acute phase of nicotine consumption. Additionally, prolonged exposure desensitizes the
gamma-aminobutyric acid system (GABAergic), an inhibitor of brain systems, which reinforces

the behavior of compulsive use of nicotine!”!8.

The mechanism of activation of the dopaminergic reward system by nicotine occurs by
binding nicotine to the nicotinic receptors of presynaptic neurons (nAChRs), thereby opening
cationic channels and, consequently, causing neuronal depolarization. Under these
circumstances, dopamine and other neurotransmitters are released in the synaptic cleft and bind
to dopamine receptors (DRDs) in post-synaptic neurons, transmitting the signal between
neurons. Dopamine is released from the synaptic neurons and some of it is captured by
dopamine transporters (DAT) in the presynaptic neurons. After reuptake, dopamine can then be
repackaged into vesicles for use in future neurotransmissions or can be degraded by monoamine

oxidase (MAO) and catechol-O-methyltransferase (COMT)!® (Figure 2).
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Figure 2 Activation of the dopaminergic reward system by nicotine (nAChRs: Nicotinic
acetylcholine receptors; DRDs: Dopamine receptors; DATs: Dopamine transporters; MAO:
Monoamine oxidase; COMT: Catechol-O-methyltransferase).

The genes involved in the neurobiology of smoking behavior have been investigated as
candidates for individual susceptibility to smoking. Among these, special attention has been
paid to those related to the nicotinic response and to the neurotransmitter dopamine, considered

the key in substance addiction and abuse'*2!.

The first group of genes addressed in this study is directly related to the nicotinic
response and is represented by the CYP246 metabolism gene (Cytochrome P4502A6) and by
the genes encoding the nicotinic acetylcholine receptors, CHRN'%?2. The second group includes
the genes involved in the dopaminergic pathway, which are capable of interfering with the

concentration of dopamine in the synaptic cleft. These are the dopaminergic receptor genes
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DRDZ2/ANKK1 and DRD4, the carrier gene of dopamine transporters (SLC6A43) and the genes
of metabolism Dopamine B-hydroxylase (DBH), Catechol O-methyl transferase (COMT) and
Monoamine oxidase (MA40)'"!°. Table 1 presents the main characteristics of the genes studied

in this work.

GENE VARIABILITY RELATED TO NICOTINIC RESPONSE

Polymorphism of CYP2A6

Approximately 80% of nicotine is converted into cotinine by the action of the enzyme
expressed by the Cytochrome P4502A6 gene (CYP2A46). Thus, variations in this gene may alter
the enzymatic activity, interfering with the concentration of nicotine that reaches the target
sites??. Apparently, CYP2A6 functional polymorphisms, in addition to affecting smoking

behavior, are also associated with an increased risk of lung cancer?.

An association between CYP246 genotypes and nicotine dependence has been reported
using the Fagerstrom Test for Nicotine Dependence (FTND) to verify the degree of nicotine
dependence. Carriers of the wild allele CYP246*1, called normal metabolizers, are the most
susceptible to tobacco dependence due to needing to consume a greater number of cigarettes to
maintain satisfactory levels of nicotine in the blood?**. Other polymorphic variants of the
CYP2A6 gene, such as the CYP246*9 and CYP2A46*12, have smaller enzymatic activity and
the CYP2A46*2 and CYP2A46*4 variants are associated with a total loss of activity. So, depending
on the gene variant carried, an individual is categorized as a normal, intermediate or slow

metabolizer, with 100%, less than 75% or less than 50% enzymatic efficiency, respectively?>**,

Wassenaar et al. observed higher quantity of cigarettes consumed per day by individuals

possessing normal metabolizer genes in comparison with those having slow metabolizers®.

Although other studies have not reported the same association?® or even divergent results>’*%,

several works have shown a direct association between CYP2A46 genotype of lower enzyme
activity and the lower risk of becoming a smoker, less nicotine dependence, fewer cigarettes

consumed and greater success in cessation?*2>29-31,
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CHRN gene polymorphisms

The binding of nicotine to nicotinic acetylcholine receptors (nAChR) increases the
concentration of dopamine and other neurotransmitters, promoting the activation of reward
mechanisms, which is crucial for smoking behavior. Some variations found in the clusters of
genes encoding nAChR in dopaminergic neurons are involved in the development of
addiction®?. Special attention has been given to polymorphisms in the CHRNA4/CHRNB2,
CHRNB3/CHRNAG6 and CHRNAS5/CHRNA3/CHRNB4 gene clusters®>34,

In 2007, an analysis of 3713 Single Nucleotides Polymorphisms (SNP) polymorphisms
was published, highlighting the association of SNPs CHRNA3 (rs578776 C>T,; rs1051730 C>T)
and CHRNAS (rs16969968 G>A) with smoking**. Based on this, several other studies have
reported the association of gene variants of nicotinic acetylcholine receptors with nicotinic

dependence in different groups, though very few have focused on the Brazilian population>-°,

Several authors have found associations between the variant alleles of rs578776,
rs1051730 and rs16969968 with characteristics of smoking behavior, such as risk for smoking,
quantity of cigarettes consumed and degree of dependence®-*%372, These SNPs have also
been associated with smoking cessation, but with inconsistent results. In general, studies have
shown significant association of the T allele of rs1051730 and A allele of rs16969968 with a
lower probability of cessation and, inversely, between T allele of rs57877rs and greater chance
of cessation*-*, But there are contradictory findings®**%4743, Genetic variations in CHRNB2
and CHRNA4 also seem to interfere with individuals’ responses to drug treatments for smoking
cessation. An example is the lower incidence of abstinence symptoms related to polymorphisms
in CHRNB2 and CHRNA4 in individuals using the drug varenicline, which acts on neuronal
nicotinic cholinergic receptors by stimulating the release of dopamine**~°. A recent study
highlights the contribution of CHRNA4 (rs1044396 C> T) polymorphism in the choice of the
best drug for anti-smoking treatment. According to this study, the effectiveness of varenicline

is higher for patients with a CT or TT genotype than for those with CC'.

Swan et al. showed an association of variant A of the CHRNBZ2 polymorphism (rs2072661
G> A) with nausea, an important adverse effect when discontinuing the use of varenicline®.
Additional studies have reinforced the association of the variant T allele of rs1044396 (CHRNA4)
and the wild G allele of rs2072661 (CHRNB?2) with a greater possibility of quitting, lower risk of

becoming a smoker, less dependence and lower cotinine levels?#-30:32-56,
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GENE VARIABILITY OF THE DOPAMINERGIC PATHWAY

Polymorphisms of the DRD2 and DRD4 genes

Some functional variations have been found in the genes encoding dopamine receptors
(DRDs) related to smoking. However, the most studied, for their association with smoking, are
the polymorphs DRD?2 rs1800497 and DRD4-VNTR [57,58]. Historically referred to as DRD?2
TaglA, the polymorph TaqlA (rs1800497 C> T) is a variation of the ANKKI gene (Ankyrin
Repeat And Kinase Domain Containing 1), where the presence of the A1 (T) allele is related to
lower expression of the DRD2 dopamine receptor, which may interfere with the synaptic
concentrations of the neurotransmitter. So, individuals with the A1 allele of this gene have a
higher risk of being a smoker™, starting smoking at a lower age, have a higher degree of
dependence, smoke more cigarettes, have shorter periods of abstinence and make fewer
attempts to quit smoking>®%*®! However, no association has been found in other studies®>.
Additionally, the A2 (C) allele may represent a risk in relation to the characteristics of smoking

behavior’®%4,

The SNP can also interfere with the response to pharmacological therapies for cessation.
David ef al. found that the drug bupropion was effective only in smokers with the A2/A2 (CC)
genotype®®. Swan et al. also observed that A2/A2 women were less likely to stop treatment with
bupropion; however, the same associations were not observed in men®. An identical effect was
also observed in the females for Nicotine Replacement Therapy (NTR)®’. Other studies have
reported an association between the A2 allele and a higher chance of abstinence and success in

cessation®>%%% However, this is not a unanimous result®.

A polymorphism of variable numerical repetition (VNTR) in the gene encoding the D4
receptor, DRD4, has also been investigated as a candidate for susceptibility to smoking
addiction. Most studies have grouped the alleles into “long” (7 or more repetitions) or “short”
(6 or less)’’. Long alleles have been associated with lower expression of the gene in comparison
with the short alleles’”’. The long allele of this polymorphism has been associated with an
increased risk for smoking, greater cigarette consumption, a greater risk of initiation and a
greater degree of dependence®”’>7*. The relationship between smoking cessation and these
groups has also been studied by several authors, but with divergent results. Leventhal et al.

found that European individuals with the long allele group treated with bupropion have a greater
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chance of abstinence compared with a placebo group’®. However, this result was not confirmed
in other studies”. The influence of polymorphism was also studied for Nicotine Replacement
Therapy (NTR) in individuals with European ancestors; this study showed that those possessing
long alleles had a reduced probability of cessation’?. Other studies have not confirmed the
association of DRD4 VNTR and smoking behavior’®"’. These differences in findings reinforce

the complexity of nicotine addiction and the need for future studies.

Polymorphism of the SLC6A43 gene

The dopamine transporter (DAT), which is encoded by the SLC6A3 gene, mediates the
active reuptake of dopamine from the synapse. Polymorphism of the SLC6A43 gene is linked to
dopamine transport in the synaptic cleft. It is formed by the repetition of a 40 base pair sequence,
which can interfere with the expression of the SLC643 gene that encodes the dopamine
transport protein (D28). Alleles containing 10 and 9 repeats are the most frequent. The 10-
repeats allele is associated with a higher rate of gene transcription and, therefore, with higher
levels of the carrier protein’®. Studies have shown that individuals with 9-repeats allele are less
likely to start smoking before the age of 16, have a shorter smoking time, longer periods of
abstinence and are more likely to quit smoking’®%3. However, controversial results®* and a lack

of significant association® demonstrate the need for further studies on this subject.

A meta-analysis study showed that, although the genetic variations of SLC6A43 are
related to dopamine regulation, there is a lack of evidence on their influence on smoking
cessation, given the multifactorial nature of smoking’®. However, this study reinforced the
importance of gene interaction in susceptibility to smoking and showed that the interaction
between the DRD?2 Taq 1A and SLC6A43 genes prolongs abstinence time and influences smoking
cessation with the use of bupropion®’. The results showed the role of gene-gene interaction in
the probability of relapse: smokers possessing the A2 allele of DRD2 TaglA and SLC6A43-9 had
significantly higher rates of abstinence at the end of treatment and a longer latency period for

relapse®’.
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Polymorphisms of the DBH gene

The DBH gene encodes the enzyme of the same name, which converts dopamine to
norepinephrine; this means that lower levels of transcription or activity may result in higher
concentrations of dopamine’?. Several studies have reported functional polymorphisms in this
gene related to smoking behavior®®, The literature shows an association between 177905 (A>
G) polymorphism and nicotine dependence®**”:%%. Johnstone et al. reported an association
between individuals with the GG genotype, in interaction with the A2/A2 genotype of the DRD?2
TaqlA polymorphism, and greater persistence of smoking, as well as less effectiveness of

cessation due to transdermal nicotine replacement®*

. However, McKinney et al. observed that
homozygous smokers of the G allele smoked fewer cigarettes than smokers with the A allele®”.
Some studies found no significant association between this SNP and smoking®**°. For instance,
according to some authors, the SNP rs3025343 (G> A) is associated with smoking behavior,
especially the G allele, which is related to smoking cessation”>®!, but this is still controversial

because other studies haven’t confirmed this association®?.

Polymorphism of the COMT gene

Some functional polymorphisms of the COMT gene involved in dopamine degradation
linked to smoking have already been identified”. The rs4680 G>A variation (Val158/108Met)
resulted in less enzyme activity. Therefore, the Val allele carries showed low level of
neurotransmitter dopamine and increased COMT activity in comparison with the Met allele’**.

Several studies have shown an association between the Val allele and characteristics of
smoking dependence, such as the risk of smoking initiation, a greater degree of dependence and
persistence’®®’. Enoch et al., analyzing a sample of 342 individuals, observed this association
in female smokers®. A similar result was found by Nedic et al. in a study with 657 Caucasian
men®. Additionally, an association between the Met/Met genotype and greater success in
cessation has been reported!®. A survey by Colilla et al., with a sample of 290 women, reported
the success of NRT in smokers of Caucasian ethnicity with the homozygous genotype Met/Met
in comparison with those with the Val/Val genotype!®!'. Another study of 749 Caucasians found
that the Met/Met genotype is associated with higher abstinence rates'*?. However, some authors

have reported different results’%-103-105,
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Polymorphisms of the M40A and MAOB genes

Relevant variations for smoking in both monoamine oxidase genes, MAOA and MAOB,
have been reported, since both are involved in the degradation of some neurotransmitters, such
as dopamine!®®!%7. As for the variability of the MAOA gene, research has focused on
polymorphisms that affect smoking. One repetition polymorphism, the MAOA VNTR of the
promoter region of the gene, which consists of 2 to 5 repetitions of a sequence of 30 base pairs,
has been shown to be related to smoking. Two alleles containing 3 and 4-repeats are most

88,89,97,108-111

common . The 4-repeats allele has been associated with a greater number of

cigarettes consumed, compared to the 3-repeats allele, in Caucasian men with alcohol and

tobacco dependence!!!. Similarly, the 4-repeats allele has been associated with higher FTND

108

scores and a higher degree of dependence in women °. However, the data are not conclusive,

since these findings have not been confirmed by other studies®7-!1°.

Other polymorphism in the MAOA gene, called EcoRV 1s1137070 1460C> T, is capable
of altering the transcriptional activity of this gene®*!'?. In this case, the presence of T variant

1

reduces the risk of smoking, especially in Caucasians'!’® and in women®®. However, some

studies have found otherwise’”-'%.

Regarding variations in the MAOB gene, the A allele of the MAOB rs1799836

polymorphism (A> G) is associated with a lower risk of heavy smoking in men'!'

. However,
this association is contradicted by other studies®”!'*. Interactions between this SNP with other
polymorphisms seem to interfere with the risk of smoking!®!13, The association of the A allele
with smoking risk was found only in association with the B12 genotype of a polymorphism
known as the TagIB of the DRD2 gene!'®. Other studies have shown that Japanese men with a
combination of the MAOB rs1799836 G allele and the 3-repeats genotype of the VNTR MAOA

started smoking later than those with other genotypic combinations'®.
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Table 1 Neurobiological genetic polymorphisms associated with smoking behavior.

Polymorphism Gene function Effects on smoking behavior References
Lower risk of becoming a 2%2529-3!1
smoker, lower degree of

Nicotine nicotine dependence, fewer
CYP246 o ' .
metabolization quantity of cigarettes
consumed, and greater success
in cessation
Higher risk of becoming a 333%37.3%
S smoker, greater quantity of 414
Nicotinic '
CHRNAS ) cigarettes consumed, greater
acetylcholine o
rs16969968 degree of nicotine dependence,
receptor )
lower chance of smoking
cessation
Higher risk of becoming a 2333840,
smoker, greater quantity of %4516
Nicotinic cigarettes consumed, -earlier
CHRNA3 . . . .o, . . .
Acetylcholine smoking initiation, higher
rs1051730 o
receptor cotinine levels, greater degree
of nicotine dependence, lower
chance of smoking cessation
Lower risk of becoming a 374146117
smoker, fewer quantity of
Nicotinic cigarettes consumed, later
CHRNA3 ‘ . o
acetylcholine smoking initiation, lower
rs578776 o
receptor degree of nicotine dependence,
greater chance of smoking
cessation
S Higher chance of smoking 24%5152
Nicotinic ] )
CHRNA4 ' cessation, lower risk of %
acetylcholine ‘
rs1044396 becoming a smoker, lower
receptor

degree of nicotine dependence,
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lower cotinine levels

Nicotinic Lower chance of smoking %%
CHRNB?2 ‘ ‘
acetylcholine A cessation, greater degree of
rs2072661 o
receptor nicotine dependence
Lower chance of smoking 3% 606165
cessation, higher risk of ©
becoming a smoker, higher
risk of regular use of tobacco,
earlier smoking initiation,
DRD2/ ) —
Dopamine greater degree of nicotine
ANKK1 Al (T) .
receptor dependence, greater quantity
rs1800497 )
of cigarettes consumed, shorter
periods of abstinence, fewer
attempts to quit smoking, less
effectiveness in TRN and
bupropion
Lower risk of smoking, fewer 77274
‘ cigarettes consumption, lower
Dopamine Short '
DRD4 VNTR degree of dependence, higher
receptor allele ) )
chance of smoking cessation
using TRN
Later ~smoking initiation, %
) shorter period of smoking,
Dopamine ) )
SLC6A43 VNTR 9-repeat longer periods of abstinence,
reuptake )
greater chance of smoking
cessation
Dopamine Greater  persistence ~ of %%
DBH . . . . .
metabolizing G smoking, less effectiveness in
rs77905
enzymes TRN
Dopamine 20,91
DBH Lower chance of smoking
metabolizing A
rs3025343 cessation
enzymes
comMT Dopamine Met (A) Decreased risk of being a 8893949
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rs4680 metabolizing smoker,  later ~ smoking °7-100-102
enzymes initiation, lower degree of
nicotine dependence, more
effectiveness in TRN
Dopamine Greater quantity of cigarettes '8 11!
MAOA VNTR  metabolizing 4-repeat consumed, greater degree of
enzymes nicotine dependence
Dopamine . . 88, 113
MAOA o decreased risk of being a
metabolizing T
rs1137070 smoker
enzymes
Dopamine Decreased risk of being a 10811
MAOB o .
metabolizing G smoker, later smoking
rs1799836 o
enzymes 1nitiation
CONCLUSION

There are many genes involved in the neurobiology of smoking. Several are

polymorphic and, admittedly, some of these variations can affect smoking behavior.

The majority of studies have focused on genes related to the activation of the
dopaminergic reward system by nicotine present in cigarettes as candidates for susceptibility to
addiction. Due to their association with a higher risk of smoking, the polymorphisms found in
the genes CYP246, CHRNA3, CHRNAS5, CHRNA4, CHRNB2, DRD2, DRD4, SLC6A3, DBH,
COMT, MAOA and MAOB were addressed. Among these, the SNPs CYP2A46 *1, CHRNA3
rs578776, CHRNAS rs16969968, CHRNA4 rs1044396, CHRNB2 rs2072661 and DRD2 Taql A
seem to most influence the development of addiction and the worsening of specific
characteristics of smoking behavior, such as the number of cigarettes consumed, the age of

initiation, the efficiency of drug therapy and cessation.

The relevance of genotypic combinations between different polymorphisms reinforces
that interactions between genes can determine a genetic profile of predisposition to addiction.
In addition, the sex and ethnicity of the studied populations proved to be important factors in

the investigations, especially in the context of a diverse and mixed population. The effects of
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genetic variability on smoking have received great attention. Advances in the field of
pharmacogenetics have enabled a greater understanding of individuality in responses to drug
therapies, both in terms of efficacy and adverse effects. Knowledge of the genetic variability of
the neurobiology of smoking can help elucidate the issues inherent to smoking addiction and
contribute to the development of more personalized and effective forms of treatment. However,
the great variability of obtained results shows that this task is not simple. Apparently, it involves
several factors. Therefore, more research is needed on this topic, especially considering
population differences, the interference of environmental factors and interactions between

different polymorphisms.
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6.2 SEGUNDO ARTIGO DA TESE

O efeito do polimorfismo 7aglA (rs1800497) no comportamento do tabagismo em um grupo
populacional Brasileiro (aceito em 2020, pela Revista Eletronica Acervo Saude, no prelo)

Este estudo analisou a associagdo entre um polimorfismo relacionado aos receptores de
dopamina, conhecido como TaglA, e o comportamento tabagico em 449 individuos brasileiros
de ambos os sexos, residentes de Campos Eliseos, Duque de Caxias, RJ. As analises foram
realizadas e ajustadas de acordo com as caracteristicas sociodemografica da populacdo do

estudo.



80



81



82



83



84



85



86



87



88



89



90



91

6.3 TERCEIRO ARTIGO DA TESE

CHRNAS5/CHRNA3 polymorphisms and tobacco smoking risk in a Brazilian
population sample (publicado em 2020, na revista GSC Biological and Pharmaceutical

Science)

Este estudo avaliou o efeito dos polimorfismos CHRNAS 1516969968 ¢ CHRNA3
rs578776 no comportamento do tabagismo em uma amostra da populacdo brasileira (Campos

Eliseos, Duque de Caxias, RJ) composta por 449 individuos de ambos os sexos.
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GSC Biological and Pharmaceutical Sciences, 2020, 12(02), 143-152

Table 3 presents the linear regression analysis for age of smoking initiation according to the CHRNA3 rs578776 and
CHRNAS5 1516969968 polymorphisms in the overall study population and in women subjects. The 7T genotype for
CHRNA3 rs578776 was associated with later initiation in comparison to the CC genotype (mean= 18.71; 95% CI: 14.92-
22.51; p= 0.04), and overall population (mean= 17.58; 95% CI: 0.19-0.88; p= 0.05). Individuals homozygous for the T
allele began smoking about two and three years later than allele € homozygous subjects in the overall study population
and in women subjects, respectively (Figure 1). No significant difference was noted for men. Regarding FTND and CPD,
the linear regression analysis results indicated no association with CHRNA3 polymorphisms. For the CHRNAS
(rs16969968) SNP, a lower mean age of initiation for the AA genotype compared to GG and AG genotypes was observed,
albeit non-statistically significant, as displayed in Table 3. Likewise, FTND score and CPD were not associated to SNPs
(data not shown).
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Figure 1 Age of smoking initiation among genotypes for CHRNA3 rs578776.

Mean age of smoking initiation is presented at a 95% confidence interval (CI), using €C as reference in the regression
analysis. *p value was 0.05.

4. Discussion

Possible associations between CHRNA5 rs16969968 and CHRNA3 rs578776 SNPs and the risk of smoking and smoking
behavior in a Brazilian population were evaluated, since these SNPs have been linked to interindividual variability
concerning nicotine responses. CHRNA5 rs16969968 and CHRNAS3 rs578776, have been investigated as candidates of
genetic factors for risk of smoking susceptibility and protection, respectively.

The distribution of variant SNP alleles varies according to population ethnicity. For CHRNA5 rs16969968, the
frequencies of allele A are higher in Europeans/Caucasians, at approximately 42%, and lower in Asians and Africans
descendants, ranging from 0 to 3% (12,27,28,29). The inverse is noted for CHRNA3 rs578776. The presence of allele T
is lower in Caucasians (24%), and higher in African descendants (80%) and Asians (65%) [29]. The Brazilian population
is known to be highly mixed, due to the presence of diverse ethnicities in its establishment [30]. In the present study,
most of the participants reported themselves as black, medium brown, indigenous or Asians (74%). Herein, variant
allele frequencies were 24% and 45% for CHRNA5 rs16969968 and CHRNA3 rs578776, respectively. This distribution
appears to be intermediary compared to other populations, and similar to previous studies performed on Brazilian
populations [22,23].
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do conhecimento sobre os efeitos adversos para a saude, o nimero de fumantes
pelo mundo ainda ¢ grande. Devido ao impacto social e econdmico gerado pelo consumo de
cigarros, existe um grande interesse sobre os mecanismos que envolvem o comportamento
adictivo. Assim, estudos que busquem o entendimento das bases moleculares da adiccio e seu
potencial para uso como ferramenta de combate ao fumo, sao alvos de perspectivas futuras para
prevencdo e tratamento de cessacao do tabagismo. Neste sentido, esta tese foi desenvolvida
com o intuito de contribuir para o conhecimento sobre os fatores genéticos associados ao

comportamento do tabagismo.

Este trabalho corrobora com a literatura, mostrando que os principais genes relacionados
a susceptibilidade ao tabagismo sdo aqueles envolvidos no sistema de recompensa
dopaminérgico cerebral. Além disso, as combinacdes entre genétipos de diferentes
polimorfismos se destacaram, refor¢ando que interacdes génicas sdo capazes de determinar um
perfil genético de susceptibilidade e manutengao da dependéncia. A ampla pesquisa realizada,
com base em artigos cientificos, mostra que variagdes genéticas relacionadas a neurobiologia

do tabagismo influenciam nas diferengas interindividuais do comportamento tabagico.

Tendo em vista o carater multifatorial do tabagismo, esta tese descreveu algumas
caracteristicas sociodemograficas da populacdo do estudo. Como ja era esperado para uma
populagdo brasileira do Rio de Janeiro, a maior parte dos participantes do estudo se auto
declarou nao branca. Além disso, neste estudo foi confirmada a relagdo entre o consumo de
alcool e o habito tabagico, uma vez que a maior parte dos Fumantes atuais consumiam bebida

alcoolica, enquanto o consumo entre os Nunca fumantes e Ex-fumantes foi menor.

Devido ao carater psicoativo da nicotina e seu efeito sobre o sistema de recompensa
cerebral dopaminérgico, os polimorfismos CHRNAS 1s16969968 ¢ CHRNA3 1s578776 e TaqlA

rs1800497 foram investigados neste trabalho.

Em relagdo polimorfismo 7agl4 rs1800497, foi observado que a presenca de um alelo
variante estava associada com a idade de inicio do tabagismo mais tardia. O alelo variante
também foi associado a uma maior chance de cessacdo, porém este resultado foi observado
apenas nas mulheres. A prevaléncia deste polimorfismo ¢ bastante varidvel em diferentes

populagdes e seu efeito parece variar de acordo com as etnias. Os dados encontrados sugerem
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que o polimorfismo TaqlA rs1800497 estd associado a um efeito protetor para idade de iniciagao
do tabagismo e maior probabilidade de cessagdo em mulheres na amostra da populagdo

brasileira estudada.

Os polimorfismos CHRNAS5 1s16969968 ¢ CHRNA3 1s578776 mostraram efeitos
opostos no estudo. Enquanto o genotipo variante do CHRNAS estava associado ao risco para o
tabagismo, para CHRNA3 estava associado a protecdo. O gendtipo variante do CHRNA3
também foi associado a idade de iniciagdo do fumo de tabaco na populagdo total, e
particularmente quando analisamos as mulheres. No estudo, apenas uma copia dos alelos
variante de cada polimorfismo ndo foi capaz de determinar risco ou protecdo para o tabagismo.
O efeito da variagcdo polimorfica foi observado apenas quando em duas copias do gene,

concordando com estudos prévios.

Corroborando com a literatura existente, os artigos desenvolvidos a partir desta tese
mostraram que o género ¢ a etnia sdo fatores que interferem no efeito dos polimorfismos sobre
a susceptibilidade ao tabagismo. Estas caracteristicas devem ser consideradas nos estudos que
abordam a influéncia tanto de fatores ambientais, como genéticos. E importante ressaltar que
na populacdo brasileira, que tem um perfil miscigenado e heterogéneo, os estudos ainda sdo
escassos. O presente trabalho contribui com a literatura cientifica sobre o efeito dos
polimorfismos CHRNAS5 1516969968 e CHRNA3 1s578776 e TaqlA rs1800497 no

comportamento do tabagismo em brasileiros.

A populagdo que compdem esta tese foi formada por amostragem de conveniéncia,
devido ao acesso restrito a comunidade, o que representa uma limitagdo do estudo. Outra
questao foi o nimero de individuos participantes, que se tornou reduzido apos a estratificagao
para realizagdo de algumas analises. Desta forma, sdo necessarios estudos com amostras
maiores a fim de confirmar os resultados encontrados neste trabalho. Por outro lado, esta tese
apresentou contribui¢cdes significativas, principalmente pela inclusdo de uma populagao

miscigenada e pouco estudada.

Por fim, considerando o cigarro como uma fonte de exposicao a diversas substancias
quimicas, este trabalho contribui para identifica¢do do perfil de vulnerabilidade que a populagao
que compoOs o estudo esta exposta, visto que se trata de uma regido que sofre grande impacto
devido as fabricas a que circundam. O hébito de fumar expde o fumante a diversas substancias,

inclusive o benzeno, que ¢ um contaminante ambiental local provenientes das fabricas. Por esta
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razdo o tabagismo pode aumentar ainda mais o desenvolvimento de patologias, ndo apenas
pelos riscos a ele relacionados, mas ao sinergismo entre os componentes do tabaco e os

contaminantes ambientais.

Como perspectivas futuras, além dos artigos ja gerados, encontram-se em andamento a
analise de indicadores bioldgicos de exposicdo ao benzeno, a fim de verificar o impacto do
cigarro na exposi¢cao ambiental que esta populacao estd submetida. Sera considerada também a
influéncia genética para vulnerabilidade a exposi¢ao ao benzeno, pela analise de variagcdes em
genes relacionados a metabolizacao desta substancia. Apos a conclusdo destas analises, serao

elaborados artigos para publicagdo em revistas cientificas.

Os resultados apresentados nesta tese sdo de grande importancia para o conhecimento
das bases genéticas envolvidas no tabagismo e permitem uma melhor compreensdo das
diferengas interindividuais no comportamento tabagico na populacao brasileira. A identifica¢do
de variagdes genéticas relacionadas a dependéncia tabagica pode levar ao desenvolvimento de
terapias de cessagdo que sejam mais eficazes e custos-efetivas. Este estudo pode contribuir para
abordagens futuras em que o fator genético possa ser utilizado como mais um elemento a ser
considerado na avaliagdo do paciente, para a defini¢gdo de um protocolo individualizado ¢ com

maior chance de sucesso de cessagao.
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