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RESUMO

Introducgéo: O transtorno do tabaco, além de ser a maior causa evitavel de doenga e
morte prematura em todo o mundo, gera como consequéncia grande impacto
econdmico devido ao potencial de anos de vida perdidos, perda de produtividade e
custos elevados com morte e saude. Além disso, sabe-se que o tabagismo é um dos
principais fatores de risco para varias doencas cronicas, como doencgas
cardiovasculares, pulmonares e varios tipos de cancer. Durante a evolugdo, a
espécie humana tornou-se capaz de metabolizar um grande numero de compostos
quimicos que podem causar danos a saude. O equilibrio entre as taxas de absorgao
e eliminagado destes compostos tem um papel importante na prevencado de danos
aoDNA. Polimorfismos nos genes que codificam enzimas que promovem
conjugagao, fundamentais na homeostasia celular, como as glutationa-S-
transferases (GSTs) e seu papel na suscetibilidade a diversas doengas tém sido
extensivamente investigados. Dentre os genes desta superfamilia mais estudados
encontram-se GSTM1 e GSTT1, os quais sdo altamente polimorficos por delegéo na
populagdo humana. Objetivo:O presente estudo teve como objetivo analisar a
possivel associagdo entrepolimorfismos dos genes das glutationa-S-
transferases(GSTs) GSTM1 e GSTT1 e otranstorno por uso de tabaco e a cessagao
do tabagismo entre fumantes e nunca fumantes da Universidade Estadual de
Londrina. Método:Foi realizado um estudo de associacido do tipo caso controle em
que foram selecionados182 portadores do transtorno por uso de tabaco,recrutados
do Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento do Tabagismo (CRATT), da
Universidade Estadual de Londrina (UEL),e 182 nunca fumantes recrutados na
mesma instituicdo. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UEL. Os participantes foram submetidos a um questionario estruturado para avaliar
as caracteristicas sécio-demograficas, clinicas, doencgas relacionadas ao uso do
tabaco, tais como doencga cardiovascular, cancer, diabetes e doengas pulmonar. Foi
avaliado o indice de massa corpérea, bem como ouso dedlcool, sedativos e histéria
familiar de transtorno por uso de tabaco. O diagndéstico de transtorno por uso de
tabaco foirealizado por entrevista clinica estruturada, na versao clinica (SCD-
1),baseada no DSM-IV. A cessagédo do tabagismo foi avaliada utilizando mondxido
de carbono exalado. A partir do sangue periférico, os DNAs genémicos de pacientes
e controles foram extraidos por Kit (Biometrix, Biopur, Curitiba, PR) e
ospolimorfismos genéticos foram avaliados através de Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) Multiplex, segundo um protocolo padrdo. Foram feitas
comparagdes utilizando analises univariadas e multivariadas.Foram utilizadas as
analises de Regresséo Logistica Binaria e Multivariada. Resultados: A analise de
regressao logistica mostrou uma associagado significativa (efeito protetor) entre o
transtorno do uso do tabaco e os polimorfismos dos genesGSTM1 e GSTT1, quando
realizado o ajuste para anos de escolaridade, idade, sexo, estado civil e etnia. Nao
houve associagao significativa entre os polimorfismos GSTT1, GSTM1 e GSTT1/M1
e altas pontuagdes no teste de Fagerstrom para Dependéncia de Nicotina, idade de
inicio do uso do tabaco, cessacdo do tabagismo apds 52 semanas ou histérico



familiar de tabagismo. Pacientes com Transtorno poruso doTabaco tinham mais
doenca cardiovascular, hipertensdo, doengas pulmonares e uma histéria familiar de
tabagismo, em comparagao aos controles. O gendtipo nulo GSTT1esteve associado
com aumento do risco de hipertensao arterial. Os resultados mostraram que o
polimorfismo do gene GSTM1 e talvez do geneGSTT1 podem conferir protegcao
contra o transtorno por do uso do tabaco. Conclusao:Ospolimorfismos analisados
nos genes das GSTs mostraram-se positivamente associados ao tabagismo(efeito
protetor),mas ndo com a tentativa de cessac¢do do tabaco. Diante disso,descreve-se
um novo paradigma que liga os efeitos periféricos dos gendtipos nulosdas GSTs
(efeitos protetores)com os efeitos centrais dos polimorfismos genéticos dos genes
responsaveis pelo circuito da recompensa relacionando-oscom os efeitos
fisiopatolégicos do Transtorno porUso do Tabaco.

Palavras-chaves: Transtorno por Uso de tabaco. Polimorfismo genético.
Glutationa-S-Transferase. GSTM1. GSTT1. Cessag¢ao do
tabagismo.
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ABSTRACT

Introduction: Tobacco use disorder is the most important preventable cause of
disease and premature death worldwide. Tobacco use disordertherefore generates a
significant economic impact due to the potential years of life lost, lost productivity and
high costs of death and healthcare. Furthermore, it is known that smoking is a major
risk factor for several chronic diseases such as cardiovascular and pulmonary
diseases and cancers. During evolution, the human species has become able to
metabolize a large number of chemical compounds that can cause damage to health.
The balance between the rates of absorption and elimination of these compounds
play an important role in preventing DNA damage. Polymorphisms ingenes that
encode enzymes, which promote conjugation,are fundamental to cellular
homeostasis. One of those, i.e. theglutathione-S-transferases (GSTs),play a role in
the susceptibility to various diseases and have been extensively investigated. Among
the most investigated genes of this superfamily are GSTM1 and GSTT1, which are
highly polymorphic by deletion in the human population. Objective: This study aimed
to analyze the possible association between polymorphisms in the genes of GSTM1
and GSTT1 and tobacco use disorder and smoking cessation among current tobacco
users and never-smokers atLondrina State University. Method: A case-control study
was done and comprised 182 outpatient tobacco users recruited from the Centre of
Treatment for Smoking Cessation and 182 never-smokers recruited from the same
institution. The study was approved by the ethical research committee at UEL.
Diagnosis of tobacco use disorder was assessed through structured clinical interview,
based on DSM-IV, clinical version SCD-1. Smoking cessation was evaluated by
using exhaled carbon monoxide. A structured questionnaire was used for socio-
demographic and clinical data, such as medical history of tobacco-related diseases
(obstructive pulmonary disease, stroke, coronary heart disease, cancer, hypertension
and diabetes). We also measured body mass index (BMI), as well as alcohol and
sedative use, and family history of tobacco use disorder. Genetic polymorphisms was
evaluated by polymerase chain reaction, Multiplex, according to a standard protocol.
Data were analyzed using univariate and multivariate statistical analyses. Using
logistic regression analysis wecalculated the Odds Ratios (ORs) and 95%
Confidence Intervals (95% CI). Results: Logistic regression analysis showed a
significant association between tobacco use disorder and the GSTM1 and the
GSTT1nullgenotypes, while adjusting for years of education, age, gender, marital
status and ethnicity. There was no significant association between GSTT1, GSTM1
and GSTT1/M1 genotypes and high scores on the Fagerstrom Test for Nicotine
Dependence scale, age at onset of tobacco use, smoking cessation (by week 52) or
a family history of smoking. Patients with tobacco use disorder had cardiovascular
disease, hypertension, lung disease and a family history of smoking, as compared to
control subjects. TheGSTT1null genotype increased risk to hypertension. The results
show that the GSTM1 and maybe the GSTT1 null genotypes may confer protection
against tobacco use disorder. Conclusion: The results show that the GSTM1 and
maybe the GSTT1 null genotypes may confer protection against tobacco use



disorder. We describe a new paradigm that links the peripheral effects of null
(protective) and wild GST genotypes with the central effects of reward gene variants
with tobacco use disorder and the pathophysiological effects of tobacco use disorder
on medical disorders.

Keywords: Tobacco UseDisorder. Genetic polymorphism. Glutathione-S-
transferase. GSTM1. GSTT1. Smoking cessation.
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1 INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial de Saude, em sua décima versao da classificagao
internacional das doencas, classifica como F.17 os Transtornos mentais e de
comportamento decorrentes do uso de tabaco (1). Em sua ultima versdo, o DSM-5 (Manual
Diagnostico e Estatistico dos Transtornos Mentais- 5% edigdo) classifica como transtorno por
uso de tabaco, um padrdo problematico de uso que piora significativamente o
funcionamento do individuo. Esse transtorno pode levar a abstinéncia que é caracterizada
pelo surgimento, apos 24 horas da cessagdo ou redugcdo do uso de uma determinada
quantidade de nicotina, de pelo menos quatro dos seguintes sinais e sintomas: 1)
irritabilidade, raiva ou frustragao, 2) ansiedade, 3) dificuldade de concentragao, 4) aumento
do apetite, 5) inquietacao, 6) humor deprimido e 7) insénia (2).

Este é um transtorno que além de ser a maior causa evitavel de doencga e
morte prematura em todo o mundo, gera como consequéncia grande impacto econémico
devido ao potencial de anos de vida perdidos, perda de produtividade e custos elevados
com mortes e cuidados de saude (3, 4). Sabe-se que o tabagismo é um dos principais
fatores de risco para varias doengas crénicas, como a doenga cardiovascular, a doenga
pulmonar obstrutiva crénica e o cancer (5). Ja as comorbidades psiquiatricas mais comuns
sao os transtornos por uso de alcool e outras substancias. As consequéncias médicas do
consumo de tabaco, muitas vezes comegam quando os usuarios estao na faixa dos 40 anos
e, geralmente, tornam-se progressivamente mais debilitantes ao longo do tempo (2).

O mecanismo de dependéncia do transtorno por uso do tabaco esta
associado com a ativacdo da via de recompensa cerebral, o sistema dopaminérgico
mesolimbico, originado da area tegumentar ventral do mesencéfalo, com projecbes para o
nucleo accumbens e o cortex pré-frontal (6). A nicotina aumenta a atividade dos neurénios
na area tegumentar ventral através da ativacdo dos receptores colinérgicos nicotinicos
(nAChR) e facilita assim a liberagdo de dopamina nesse sistema (7).

A ativacdo da via dopaminérgica é responsavel pelo efeito reforcador
positivo, que inclui relaxamento, redugao do estresse, aumento do estado de vigilia, melhora
da funcao cognitiva, modulagdo do humor e perda de peso. O efeito reforgador negativo
refere-se aos sintomas de retirada da nicotina, que inclui nervosismo, irritabilidade,
ansiedade, concentragao e fungao cognitiva prejudicada, além do ganho de peso (7).

Estudos genéticos sugerem que o transtorno do uso do tabaco &€ um
comportamento complexo que inclui um grande numero de estagios da dependéncia, como
a vulnerabilidade a iniciacio, uso continuado, propensao a tornar-se dependente, cessacao
e recaida. A maioria dos estudos sobre o habito de fumar se concentrou em genes das vias

de recompensa e do metabolismo da nicotina, com um grau de herdabilidade de cerca de
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50% (8-11).

Os genes mais estudados na rota dopaminérgica envolvida com o sistema
de recompensa cerebral sdo os que regulam o fluxo de dopamina no sistema nervoso
central. Entre eles, os genes que codificam os cinco receptores diferentes de dopamina
(DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 e DRD5). Desses, o gene DRD2 é o mais investigado. Existem
evidéncias de que os individuos com redugdo dos receptores D, no estriadosdo mais
propensos a encontrar reforco e prazer em uso de substancias psicoativas(12).Por exemplo
o polimorfismo do gene DRD2 TaqlA, localizado no cromossomo 11g21-22, esta associado
com déficit na regulacao da dopamina através da reducao desses receptores no estriatum e
tem sido associado com a iniciagdo do tabagismo,maior grau de dependéncia e maior
dificuldade na cessacao do tabaco. O polimorfismos do gene DRD4tem sido associado com
o inicio do habito de fumar, além de uma maior predisposicdo ao tabagismo em
afrodescendentes, mas ndo em caucasianos.Porém a associagdo dos polimorfismos dos
genes DRD1, DRD3e DRD5 com o habito de fumar tem sido controversa na literatura (13,
14).

Outro gene que tem sido estudado é o do transportador de
dopamina(SCL6A3),relacionado com a producdo da proteina DAT1,uma proteina
transmenbrana de canais Na/Cl-dependentes, muito importante na regulagdo da
transmissao dopaminérgica. Os individuos que apresentaram o polimorfismo SLC6AC9, com
uma repeticdo de 10 alelos cujo o impacto funcional ainda ndo estd muito bem
compreendido, tiveram maior facilidade na cessagido do tabagismo (14). Existe também,
uma possivel associagao entre os alelos polimodrficos que codificam uma alta atividade
enzimatica da COMT (Catecol O-Metiltransferases), enzima relacionada com o metabolismo
da dopamina. Individuos com o genétipos polimorficosMET/MET, associado com baixa
atividade enzimatica,eram menos propensos ao transtorno por uso de tabaco, porém esses
resultados nao foram replicados (14).

Sabe-se que a nicotina aumenta a secrecido de serotonina além de
modular a via dopaminérgica e, portanto, a via serotonérgica comecgou a ser relacionada
com a via de recompensa cerebral. O transportador de serotonina (5-HTT) esta envolvido na
recaptacdo de serotonina nas sinapses no cérebro econsequentemente modula a duragao e
magnitude da neurotransmissdo na fenda sinaptica. O gene 5-HTT, localizada no
cromossomo 17g11.2, possui um polimorfismo na sua regido promotora, chamada 5-
HTTLPR (Serotonin Transporter Linked Polymorphic Region), podendo ser uma inser¢ao ou
delecdo, que confere um alelo curto (s) ou longo (I)(15).Assim observou-se que o
polimorfismo do SERT (Gene Transportador de Serotonina) por delegdo do alelo S (5-
HTTLPR)esteve associado com a iniciagdo do tabagismo em adolescentes provavelmente

devido aos altos tragos de neuroticismo que estes individuos possuiam(13, 14).
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Ainda sobre as vias de recompensa, sabe-se que o receptor y-opidide é o
sitio primario de acao das B-endorfinas ao promoverem os efeitos de recompensa através
de modulagdo da via dopaminérgica. Sabe-se que a nicotina estimula esses receptores
opidides endégenos no cérebro e pode modular indiretamente a via de recompensa cerebral
e o polimorfismo A118G do gene do receptor y-opidide (OPRM1) esteveassociado com a
dependéncia de nicotina (13).

Ja em relagdo ao metabolismo da nicotina, outro gene muito citado € o
polimorfismo do gene CYP2A6 que faz a regulacao hepatica da enzima transformadora de
nicotina em cotinina.Assim, individuos que metabolizam mais lentamente a nicotina s&o
menos propensos a iniciar o habito de fumar, pois tendem a experimentar mais efeitos
adversos com o uso do tabaco (14). Foram realizados também, varios estudos com o
polimorfismo do gene CYP2D6 que esta associado com metabolizacdo rapida da nicotina.
Foi visto que fumantes com esse polimorfismo fumavam em maior quantidade (14). Outros
estudos tém demonstrado associagao entre as variantes de subunidade do gene receptor de
nicotina colinérgico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4, localizado no cromossomo 15924-25.1,
com o aumento do risco de dependéncia da nicotina e de cancer de pulmao em populagcdes

de ascendéncia Europeia e Africana (16).

1.1 SISTEMA DE METABOLIZACAO DE XENOBIOTICOS: GENES GSTM1 E GSTT1

Durante a evolucgédo, a espécie humana se tornou capaz de metabolizar um
grande numero de compostos quimicos que se acumulam nas células e podem causar
danos para a saude. O metabolismo é o principal mecanismo para manter a homeostasia
durante a exposigdo dos organismos aos xenobidticos. O equilibrio entre as taxas de
absorcao e eliminacdo dos mesmos tem um papel importante na prevengao dos danos no
DNA (Acido Desoxirribonucleico) (17).

Dentro deste contexto, variagbes no metabolismo individual tém sido
relacionadas a variantes alélicas (polimorfismos genéticos) em genes que codificam
enzimas envolvidas na ativacao e detoxificacdo de carcindgenos quimicos, as quais, muitas
vezes, estdo correlacionadas a suscetibilidade a determinados tipos tumorais e a outras
patologias (17, 18). Dentre estes carcinégenos quimicos, encontra-se o benzo(a)pireno, um
potente carcinégeno presente na fumacga do cigarro, que é transformado em benzopireno
diol epoxido (BPED), um composto altamente reativo, capaz de formar ligagcdes covalentes
com o DNA podendo causar mutagoes (19).

Para evitar o excesso de produtos potencialmente carcinogénicos nas

células, o organismo desenvolveu diversas vias de eliminacdo de compostos xenobidticos.
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Apesar do grande numero de enzimas necessdrias para reconhecer e metabolizar esses
compostos, a biotransformacéao foi didaticamente dividida em duas etapas. A fase | consiste
na metabolizagdo de compostos estranhos ao organismo. Ja na fase Il da biotransformacao,
as enzimas conjugam compostos hidrofilicos, como o acetil ou a glutationa, tornando-os
mais hidrossoluveis e permitindo que sejam facilmente eliminados do organismo (20).

Assim, as substancias presentes no tabaco, como a maioria dos
xenobioticos, sdo metabolizadas por um complexo enzimatico composto por enzimas
ativadoras (fase 1) e detoxificadoras (fase IlI). As enzimas da fase | sao codificadas
principalmente pela familia de genes do citocromo P-450 (CYPs), enquanto que as enzimas
da fase Il incluem as (GSTs) Glutationa-S-transferases e as N-acetil-transferases (NATS)
(21).

Dentre as enzimas da fase Il, as GSTs desempenham um papel
fundamental no metabolismo celular, bem como na modificagcdo de compostos eletrofilicos
reativos, tanto pela conjugagcdo com moléculas endoégenas, como as glutationas, como por
ligacdo nao covalente com varios agentes xenobidticos presentes, por exemplo, na fumaca
do cigarro e na dieta alimentar, impedindo a ligacado destes com o DNA (22).

Estima-se que existam pelo menos 20 GSTs na espécie humana, além
disso, sabe-se que as GSTs estao presentes em plantas, ratos, insetos e mamiferos, sendo
conservadas evolutivamente(23, 24). Existem duas grandes superfamilias das GSTs, as
soluveis, relacionadas com a metabolizacdo de xenobidticos e as microssomais,
relacionadas com a metabolizacdo do acido araquidénico(25). A superfamilia soluvel é
composta por proteinas diméricas soluveis e multifuncionais, que podem se conjugar a
moléculas eletrofilicas tornando-as menos tdxicas (26). Sua maior concentracao é
observada no figado, contudo, é encontrada também em outros 6rgaos, como pulmdes e
intestino delgado. As enzimas microssomais sao formadas por proteinas triméricas e ficam
localizadas na membrana de células de varios érgaos como o figado, coragdo e pulmao
(25).

As GSTs humanas sollveis foram agrupadas em sete grandes classes
Alfa, Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta e Omega. As proteinas de cada classe sdo nomeadas com
a letra inicial dos nomes de cada classe (24).Esta classificacdo leva em consideracao a
especificidade do substrato enzimatico além de outras caracteristicas enzimaticas como a
afinidade quimica, estrutura, sequéncia de aminoacidos e o comportamento cinético de
determinada enzima (27).

Dentro da familia das GSTs existem genes que sdo polimérficos na
populacdo humana, como aquele que codifica para a enzima GSTP1, a qual esta envolvida
no metabolismo de compostos halogenados, moléculas de baixo peso molecular e epoxidos

reativos de algunsPAHs(Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos)(28).Board et al.,
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1990(29)descreveram trés diferentes alelos para este gene, de modo que os alelos variantes
GSTP1*B e GSTP1*C levam a trocas de aminoacidos com consequente alteracdo da
atividade catalitica substrato-especifica e estabilidade térmica das respectivas proteinas(30).

Outros dois genes desta mesma familia, GSTT1 e GSTM1, os quais
também codificam enzimas de fase Il e sdo polimorficos na populagcdo humana, tém sido
bastante estudados no contexto da carcinogénese e em relagéo a outras doengas humanas
complexas, e foram os temas escolhidos para serem abordados neste estudo.

A enzima GSTM1 tem fungado de detoxificagdo de compostos eletrofilicos,
hidrocarbonetos, compostos aromaticos policiclicos e outros mutagénicos. Estudos mostram
que cerca de 42,1% da populagéo brasileira possui a delegéo para esse gene, sendo que
essa mutacdo pode estar associada ao aumento do risco de cancer, devido a maior
suscetibilidade a substancias cancerigenas, podendo também estar relacionada a menor
resposta ao tratamento medicamentoso, por afetar a eficacia de certas drogas (31, 32).

Geralmente os genes da classe Mu sdo compostos por 8 exons (com
excegao de 9 exons da GSTM3) e possuem um comprimento variando de 6 a 16 kb (24). O
gene GSTM1, localizado no cromossomo 1, é polimérfico por delecdo na populagdo
humana, possuindo dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B), que diferem por uma
Unica base na sequéncia do DNA e possuem a mesma eficacia de detoxificacdo, e um alelo
com atividade nula por dele¢cdo completa do gene (GSTM1*0)(33).

O gene GSTTL, localiza-se no cromossomo 22g11.23 e possui um
comprimento de 8.1 kb, sendo tambémpolimdrfico por dele¢cao completa ou parcial do gene,
com consequente auséncia da respectiva enzima(24, 27).A GSTT1 esta relacionada com
reacoes de ativacado e detoxificacdo de produtos quimicos industriais, e € encontrada nos
eritrocitos, nas células bronquiolares e em baixos niveis no figado. O gene que codifica essa
enzima apresenta genétipo nulo por delecdo em 25,4% da populagao brasileira, podendo,
desta forma, colaborar com a suscetibilidade individual ao cancer (31, 34).

A delecdo em homozigose do gene GSTM1 é observada em 20 a 70% nas
diferentes populagdes mundiais, enquanto que para o gene GSTT1 esta variagdo é de 11 a
38% (35, 36).

De um modo geral, variantes alélicas polimérficas em genes que codificam
enzimas envolvidas com processos metabdlicos podem alterar a expressao ou a fungao
enzimatica, levando a um aumento ou a uma diminuicdo na ativacdo e detoxificacdo de
carcinégenos. Tais enzimas possuem um importante papel na metabolizagdo de um grande
numero de compostos, como os encontrados na dieta e na fumaga do cigarro, atuando,
consequentemente, na manutencédo da integridade gendémica(37). Sabe-se também que,
muitos compostos requerem ativagdo metabdlica antes de se ligarem ao DNA, é provavel

que variagoes individuais no metabolismo influenciem na formacao de aductos no material
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genético, com importantes implicagbes fisioldgicas, como em processos de formagao de
tumores (38).

Uma vez que a carcinogénese, bem como outras doengas de carater
multifatorial (incluindo o transtorno do tabaco)sao influenciadas por varios genes, uma unica
variante polimorfica possui, individualmente, um efeito pequeno, justificando a realizagao da
analise de variantes simultaneamente(39). O impacto de um unico polimorfismo genético
pode ser pequeno ou inexistente, mas a analise de interagdes entre variantes genéticas
pode evidenciar uma suscetibilidade maior ou menor a um determinado caraterComo
exemplo destas interagdes, tem sidosugerido uma maior suscetibilidade para individuos que
possuem simultaneamente os genes GSTM1/GSTT1 nulos(40).

Assim, devido ao fato destas enzimas atuarem no metabolismo dos
compostos que compde o cigarro, o estudo das variantes genéticas descritas nos
respectivos genes é de grande interesse na busca por marcadores associados ao transtorno

por uso de tabaco, bem como na dificuldade em abandonar o vicio.

1.2. GENES GSTM1E GSTT1 E TRANSTORNO POR USO DE TABACO

Sabe-se que a fumaca do cigarro contém milhares de compostos que
aumentam o estresse oxidativo nas células. As GSTs realizam uma variedade de fungbes
nas células tais como a remocao das espécies reativas de oxigénio (EROs), regeneragao
das proteinas S-tiolatadas e protegem contra a peroxidacdo lipidica, ambos sendo
consequéncias do estresse oxidativo (41, 42). Além disso, previnem a ligacdo de compostos
quimicos prejudiciais (xenobidticos) a moléculas como DNA e RNA, reduzindo assim
mutagdes no genoma das células (21, 43).

A relacédo do gendétipo nulo GSTM1/GSTT1 combinado e o transtorno por
uso do tabaco tem sido apontado como fator de risco para uma grande variedade de
doengas, incluindo a susceptibilidade para a doenga arterial coronariana (36, 43-51),
doengas pulmonares (52), doenga cerebrovascular (53, 54), diabetes tipo 2 (46, 55) e o
cancer(Pulmao, bexiga, mama e coloretal)(56, 57). Outros estudos, no entanto, mostraram
que nao ha associagao entre os gendtipos nulos dos genes GSTM1/GSTT1 e risco de
doenga cardiaca isquémica (58) ou mesmo a outrostumores malignos (carcinoma de
cavidade oral e melanoma)(59-61).

As doengas relacionadas com o tabaco, tais como a doenga
cardiovascular, doenga pulmonar obstrutiva crénica e diabetes estdo associados com
transtorno depressivo por compartilharem as vias da inflamagao e do estresse oxidativo (62,

63). Dentro deste contexto, polimorfismos nos genes das glutationa S- transferases podem
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estar associados a doencas relacionadas ao tabaco e aquelas relacionadas a inflamacao,

por meio de aumento do estresse oxidativo e da prépria inflamagao (42, 64).

A hipotese do presente estudo envolve avaliar se existe associagao entre
polimorfismos em genes pertencentes a familia das GSTs (GSTM1 e GSTT1) com o
transtorno do tabaco. Também, se a presenca ou auséncia das mutacdes estdo associadas
com inicio precoce, maior risco de recaida, maior gravidade da dependéncia e dificuldade na

cessacao do tabagismo.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a possivel associagcdo entre os polimorfismos presentes nos

genes GSTM1 e GSTT1 em relagdo ao transtorno por uso do tabaco e cessagdo do

tabagismo, entre fumantes e nunca fumantes da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Analisar as caracteristicas soécio-demograficas e clinicas entre
fumantes do Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento do
Tabagismo (CRATT), localizado no Ambulatério do Hospital de
Clinicas (AHC) e nunca fumantes da mesma instituigéo;

Comparar as doencgas relacionadas ao tabagismo entre fumantes e
nunca fumantes;

Avaliar a possivel associagdo de polimorfismos nos genes GSTM1 e
GSTT1 quanto ao transtorno por uso de tabaco através de um estudo
do tipo caso-controle, envolvendo fumantes e nunca fumantes;

Avaliar a possivel associacao entre estes mesmos polimorfismos e os
parametros: escores no Teste de dependéncia de Nicotina de
Fagerstrdom (maior que 6), inicio do uso do tabaco, nimero de cigarros
fumados por dia, cessagcado apds 52 semanas e historia de tabagismo

na familia.
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3 MATERIAL E METODOS:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP 5231/Plataforma Brasil
No. CAAE 126797113300000231). Todos os participantes receberam as informagdes sobre
0os objetivos da pesquisa e o formulario para a assinatura do Consentimento Livre e

Esclarecido, para posterior coleta do material. (Anexo 1).

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O delineamento refere-se a um estudo de caso-controle. Numa segunda
etapa, foi realizado um estudo transversal para a avaliagdo dos parametros de dependéncia

ao tabaco em relagao aos marcadores genéticos, apenas no grupo dos pacientes.

3.2 LocAL DO ESTuDO

O estudo foi realizado no CRATT, localizado no AHC, da UEL.O CRATT foi
implantado no AHC/UEL é credenciado pelo Ministério da Saude, de acordo com a Portaria
SAS/MS 442/04 (65).

A abordagem e o tratamento do fumante consistem em 16 sessdes de
grupos terapéuticos, entre 10 a 15 participantes, de uma hora e meia de duracgao.
Previamente, realiza-se a consulta inicial de avaliagdo clinica do fumante. Associa-se, de
acordo com a necessidade, a farmacoterapia de reposicao de nicotina e bupropiona. As
sessOes grupais foram estruturadas, sendo quatro sessbes semanais, passando a duas
sessdes quinzenais, € uma sessao mensal para prevencido de recaida, até completar um
ano. As sessdes foram igualmente eficazes para ambos os sexos (66).

As anadlises genéticas foram realizadas no Laboratorio de Estudos e
Aplicacbes de Polimorfismos de DNA (LEAP), coordenado pela Profa. Dra. Maria Angelica

Ehara Watanabe, do Centro de Ciéncias Biolégicas da UEL.

3.3 POPULACAO E AMOSTRA

O estudo utilizou um banco de dados que vem sendo formado de dados
coletados de pacientes fumantes(n=182) do CRATT, localizado no AHC/UEL e definidos
conforme o questionario estruturado baseado no DSM-IV(SCD1)(67). Nunca fumantes foram

constituidos da comunidade de funcionarios da UEL(n= 182) e definidos conforme o
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critério do CDC(68).

Os critérios de inclusdo foram: ambos os sexos, todas as etnias, idade
entre 18 e 65 anos, e consentimento de participacao voluntaria no estudo.

Os critérios de exclusao foram: presenca de delirio, deméncia, amnésia e

outros transtornos cognitivos, entrevistas, questionarios e/ou genotipagem incompletos.

34 CALCcULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

A amostra estimada foi de aproximadamente 360 individuos utilizando um indice de
confianca de 95% e a prevaléncia de 40-60% de polimorfismos nos genes GSTM1/GSTT1

presentes na populagdo, com um poder de 82%.

35 PERioDO DE COLETA DE DADOS

Os dados foram coletados entre margco/2011 e julho/2012. Durante o
periodo entre abril/2013 e outubro/2013 foram realizados revisao de dados em prontuarios e
realizacdo de questionarios que nao foram preenchidos no periodo anterior de coleta

sanguinea.

3.6 NSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS

Para a coleta de dados foram utilizados os seguintes instrumentos :

3.6.1 Questionario

Os participantes responderam a um questionario estruturado constando os
seguintes dados: sécio-demograficos, clinicos, habito tabagistico e doencas relacionadas ao

tabaco como as doengas cardiovasculares, pulmonares, cancer e diabetes (Anexo 2).

3.6.2 Triagem de Uso de Substancias Psicoativas

Para o rastreamento, utilizou-se o questionario ASSIST (Alcohol, Smoking
and Substance Involvement Screening Test) desenvolvido pela Organizagdo Mundial da
Saude para pessoas que fazem uso de substéncias psicoativas, que abrange: tabaco,

alcool, canabindides, cocaina, estimulantes do tipo anfetamina, sedativos, alucinégenos,
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inalantes, opidides e outras drogas (69). Esse teste foi traduzido e adaptado para o
portugués por Henrique e colaboradoressendo constituido de oito questbes as quais
abordam a frequéncia de uso na vida e nos trés ultimos meses, problemas relacionados ao
uso, preocupacao a respeito do uso por parte de pessoas proximas ao usuario, prejuizo na
execugao de tarefas esperadas(70). Para rastreio do uso do alcool utilizou-se a seguinte
pontuacgao: baixo risco (0-10), moderado risco (11-26) sendo oferecido uma intervencgéo

breve e alto risco (>27) sendo oferecido intervengao intensiva.

3.6.3 Triagem da Gravidade da Dependéncia de Nicotina

O teste de Fagerstrom para Dependéncia da Nicotina (FTND) foi utilizado
para avaliar a gravidade da dependéncia de tabaco (71). O teste foi traduzido e adaptado
para a lingua portuguesa por Carmo e Pueyo (72). O FTND possui uma escala de seis itens
e a pontuagao de 0 a 10.

Os escores para dependéncia de nicotina permitem a classificacdo em
cinco niveis: muito baixo (0 a 2 pontos); baixo (3 a 4 pontos); moderado (5 pontos); alto (6 a
7 pontos); muito alto (8 a 10 pontos). O ponto de corte de FTND para a dependéncia de
nicotina foi 2 5 (73-75).

3.6.4 Anos- Maco

O numero de anos-maco foi calculado de acordo com a definicdo: o
numero de cigarros fumados por dia multiplicado pelo nimero de anos fumados dividido por
20 (1 pacote tem 20 cigarros).

3.6.5 indice de Massa Corpérea

O indice de Massa Corpérea foi calculado dividindo-se peso(kg) por

altura®(m?).

3.6.6 Histéria Familiar

A histdria familiar do tabagismo constou de relato do transtorno por uso do

tabaco em membros de primeiro grau de fumantes e nunca fumantes.
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3.6.7 Monodxido de Carbono Exalado (COex)

A medida CO no ar exalado (COex) é atualmente a mais utilizada na
pratica clinica e em pesquisas para cessacdo do tabagismo, por ser um método néo
invasivo, de baixo custo e com resultado imediato (76). Essa medida foi realizada apés cada
uma das 16 sessbes de tratamento, em um analisador MicroCO Meter da Micro Medical
Limited, Rochester, RU. O ponto de corte para o COex foi de > 6 ppm para fumantes e <6

ppm para nunca fumantes e serviu para a avaliagado de cessagao do tabagismo (77).

3.7 ANALISE MOLECULAR

3.7.1 Obtencdo das Amostras e do DNA Gendmico

Foram obtidas de cada participante da pesquisa amostras de sangue (5
ml) coletadas a vacuo, por aspiracdo mecanica automatica (Vacutainer), com agulhas e
tubos descartaveis estéreis contendo anticoagulante EDTA.

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 uL de sangue periférico total
pelo Kit de Extracdo Mini Spin Plus (BioPur, Curitiba, Parana, BR) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria
em aparelho NanoDrop 2000c® Spectrophotometer (ThermoScientific, Wilmington,

Delaware, USA) nos comprimentos de onda 260/280nm.

3.7.2 Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacao de co-amplificacdo em cadeia pela polimerase foi realizada para
analise da presenga ou auséncia dos genes GSTM1 e GSTT1 baseada no protocolo de
PCR Multiplex de Abdel-Rahman ,1996(78), modificado, nas seguintes condigdes: tampéao
da enzima (20 mM de tris-HCI pH 8,4; 50 mM de KCI); 1,5 mM de MgCl; 10 pmol de cada
iniciador; 1,25 U de Taq DNA polimerase; 200-300 mM de dNTPs; 100ng de DNA gendmico
total e agua ultra-pura estéril para completar o volume final de 25 pl.Os fragmentos foram
amplificados em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc) e submetidos a eletroforese
(3V/ml) em gel de poliacrilamida 10% e corados com nitrato de prata. Para a confirmagéo do
tamanho dos produtos amplificados, foram utilizados marcadores de tamanho de fragmento
de DNA (Ladder) de 100 pares de base (pb).

Foi usado como controle interno da reacdo o gene CYP1ALl. Os iniciadores

para este gene amplificam um fragmento ndo polimérfico de 312 pb (Tabela 1). Os
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fragmentos de 215 e 480 pb foram observados, respectivamente, nos individuos GSTM1 e
GSTTL1 positivos. A auséncia de amplificagdo GSTM1 (215 pb) ou GSTT1 (480 pb), na
presenga de controle interno, indicou os respectivos gendtipos nulos para cada gene ou
para ambos (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1 - Iniciadores e condigbes de amplificagdo para os genes GSTM1 e GSTT1.

Génes . Condigdes
Iniciadores =
da reagao

GSTM1:
5’ GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGCS3 e
5GTTGGGCTAAATATACGGTGGZ

94°C-5 min
GSTMY/ CYPIAL: (9298_' ?I‘:;n
GSTT1 5'GAACTGCCACTTCAGCTGTCT3 e 59°C-1 min ’
delegéo 5CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC® o L
72°C-1 min)

ol
GSTTL: 72°C-5 min

5TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC3’
5TCACCGGATCATGGCCAGCA3

Figura 1 - Perfil de eletroforese para os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1. 1)
marcador de peso molecular de 100pb (Ladder); 2) gendtipos GSTT1/GSTM1
positivos; 3) genétipo GSTT1 positivo; 4) gendtipo GSTM1 positivo; 5) gendtipo
duplo negativo; 6) controle interno da reacao (branco).

312 pb

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas para examinar a relagao entre
fumantes e nunca fumantes. Foram feitas comparagoes entre os dados sécio-demograficos,
clinicos e de genotipagem, utilizando testes paramétricos adequados nos quais os dados
foram distribuidos normalmente e testes estatisticos nao-paramétricos para os dados

categéricos ou ndo-normais.
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As associagdes entre osgenes polimoérficos nulos e 0os genes presentes e
as outras variaveis categoricas (por exemplo, pacientes versus controles, etnia, género, etc.)
foram examinados por meio de testes estatisticos univariados e realizado a analise de
tabelas de contingéncia com calculo do Odds Ratio (OR) e indice de confianga de 95 % (IC).
Nao foi utilizado correcdo do valor de p porque os resultados dessas analises univariadas
foram usados para delinear as variaveis explicativas relevantes que foram, posteriormente,
utilizadas como variaveis explanatériasindependentescom transtorno por uso de tabaco nas
analises multivariadas finais. Analises de Regressao Logistica Bivariada (automatica ou com
a entrada forcada de variaveis explicativas) foram utilizadas para definir a associagao entre
transtorno de uso de tabaco (o grupo nunca fumantes sendo o grupo de referéncia) e os
gendtipos polimorficos, enquanto foi realizado o ajuste para outras variaveis explicativas,
incluindo a etnia, idade, sexo, anos de educacao, etc.Foram utilizados para estimar Odds
Ratio(OR) com IC95%o0s coeficientes de regressao logistica das variaveis independentes.As
relacbes entre os gendtipospolimorficos e as variaveis continuas foram analisadas utilizando
analise de variancia (ANOVAs). As relagdes entre as variaveiscontinuas de tabagismo (por
exemplo, cigarros/dia, idade de inicio, etc. ) e as variaveis explicativas (incluindo variantes
de genes e fatores ambientais) foram exploradas usando o modelo de anadlise linear
generalizado ( GLM ). Os dados foram expressos como média e desvio padrdo (+ DP).
Testamos a normalidade da distribuicdo pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS (versdo 20). Todos os testes

foram bi-caudais e um valor de p< 0,05 foi usado para significancia estatistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados estao apresentados na forma de um artigo cientifico, que foi

submetido a publicaggo em um periddico indexado no Medline: “Adicction”-

http://www.addictionjournal.org- com fator de impacto de 4.75.

4.1 ARTIGO

The glutathione S-transferases GSTM1 and GSTT1 genes are associated with tobacco

use disorder, but not smoking cessation.

Sandra Odebrecht Vargas Nunes'? , Luiz Gustavo Piccoli de Melo?, Marcia Regina Pizzo de

Castro?, Maria Angelica Ehara Watanabe® Roberta Losi Guembarovski®, Michael Maes*>®’

ABSTRACT

Background and Aims: This paper examines the relationship between tobacco use disorder
and polymorphisms by deletion in genes that encode glutathione S-transferases (GSTs),
such as GSTM1 and GSTTL. Individuals with homozygous gene deletions show deficiencies
in GSTs enzyme activities, which impair cellular detoxification and may increase the risk to
tobacco use disorder.

Methods: This study comprised 182 tobacco users and 182 control subjects, i.e. never-
smokers. A diagnosis of tobacco use disorder was made using DSM-IV criteria, never-
smokers with CDC criteria and smoking cessation using exhaled carbon monoxide. GSTM1
and GSTT1 polymorphisms were assessed using a Multiplex-PCR based protocol.

Results: Logistic regression analysis showed a significant association between tobacco use
disorder and the GSTM1 and GSTT1 null genotypes (both protective), while adjusting for
years of education, age, gender, marital status and ethnicity. There were no significant
associations between GSTT1, GSTM1 and GSTT1/M1 genetic variants and high scores on
the Fagerstrom test for nicotine dependence, age at onset of tobacco use, smoking
cessation or a family history of tobacco use disorder. Patients with tobacco use disorder had
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increased rates of a family history of tobacco use disorder and prevalence of cardiovascular
disease, hypertension, and lung disease as compared to control subjects. The GSTT1 null
genotype increased risk to hypertension.

Discussion: The results show that the GSTM1 and maybe the GSTT1 null genotype may
confer protection against tobacco use disorder. We describe a new paradigm that links the
peripheral effects of null and wild GSTs genotypes with the central effects of reward and
other gene variants as risk factors for tobacco use disorder and smoking-related medical
diseases.

Keywords: Tobacco Use disorder. Genetic polymorphism. Glutathione S-Transferase.
GSTM1. GSTT1. Smoking Cessation.

1. Introduction

Tobacco use disorder leads to increased risk of mortality (79) and is one of
the major risk factors for multiple chronic diseases, such as cardiovascular illness, chronic
obstructive pulmonary disease and cancer (5). Medical consequences of tobacco use often
begin when users are in their 40s and usually become progressively more debilitating over
time. The most common psychiatric co-morbidities are alcohol and others substance use
disorders (2). Genetic studies suggest that tobacco use disorder is a complex behavior that
includes a number of stages of addiction, such as vulnerability to initiation, continued use,
propensity to become dependent, cessation and relapse. The majority of studies on smoking
behavior focused on genes in relevant neurotransmitter pathways, which modulate drug
reward circuits and nicotine metabolism, and detected a degree of heritability of about 50%
(8-11).

Cigarette smoke contains several thousands of compounds many of which
are toxic or increase inflammatory and oxidative stress pathways. Glutathione S-transferases
(GSTs) are important Phase Il enzymes involved in detoxification of toxic compounds with
different chemical structures found in cigarette smoke (21, 80). GSTs carry out a range of
functions in cells, such as removal of the reactive oxygen species and regeneration of S-
thiolated proteins, both of them being consequences of oxidative stress (42). GSTs are
additionally antioxidant enzymes that protect against lipid peroxidation (41). Genetic
polymorphisms by deletion in genes that encode GSTs, such as the polymorphisms in Mu
(GSTM1) and Theta (GSTT1) classes, with non-functional null alleles, are associated with
the absence of the corresponding enzymatic activity (21). The GSTM1/GSTT1 null genetic
polymorphisms increase the risk toward tobacco use-related disorders, such as coronary
heart disease (36, 44-50, 81), lung diseases (52), cerebrovascular disease (53, 54) and
cancers (56, 57). Other studies, however, were unable to detect a significant association
between GSTM1/GSTT1 null genotypes and risk of ischemic heart disease (58) and cancer

(59-61). Tobacco-related diseases, such as cardiovascular disease, chronic obstructive
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pulmonary disease and diabetes are associated with mood disorders, such as major
depression and bipolar disorder, through shared immune-inflammatory and oxidative stress
pathways (62, 63). Furthermore, GSTs genetic polymorphisms may be associated with
increased oxidative stress and inflammation and therefore with tobacco-related and
inflammation-related-diseases (42, 64).

The purpose of this study was to investigate the association between
polymorphisms in GSTT1 and GSTM1 genes and the susceptibility to tobacco use disorders

and smoking cessation.

2. Methods

2.1. Study sample

In this cross-sectional, case-control study, patients with current tobacco use
disorder (n=182, the cases) were recruited from outpatients at the Center of Approach and
Treatment for Smokers, a smoking cessation program at UEL (Londrina State University),
Parana, Brazil. One hundred and eighty two never-smokers (the control group) were
recruited from staff at UEL. Never-smokers were defined by CDC criteria (US Centers For
Diseases Control and Prevention) as people who had never smoked any cigarette (68). Our
patients with tobacco use disorder were all current smokers who had smoked at least 100
cigarettes during their lifetime and, at the time of interview, reported smoking every day or
some days (82). The study was conducted from March 2011 to July 2012. Inclusion criteria
for all participants were being aged 18-65, normal cognitive function, having completed the
interview and completed the genotyping.

In our patients with tobacco use disorder, treatment is usually delivered in a
group of 10-15 participants. The participants first receive an individualized assessment with a
physician and then attend four weekly group sessions, each lasting about 1%z hour. This is
followed by two biweekly sessions and then by monthly sessions for a period of 52 weeks.
Parallel to the group sessions, tobacco users also receive pharmacological intervention and
monitoring through individual visits if needed. Non-pharmacological treatment comprised a
program of cognitive therapy and pharmacological agents (bupropion and nicotine
replacement therapy) used in accordance with the guidelines of the Ministry of Health of
Brazil (65). The combined program of non-pharmacological treatment and pharmacological
agents is effective for both genders (66). The Ethics Research Committee at UEL approved
this project (approval number: 035/2013) and all subjects had given written informed consent

to participate in the study.
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2.2. Measurements

2.2.1. Socio-demographic and clinical measurements

Smoking status, clinical information, such as, medical history of tobacco-
related diseases (obstructive pulmonary disease, coronary heart disease, cancer,
hypertension and diabetes) and socio-demographic data were obtained through an
interviewer-administered structured questionnaire. Body mass index (BMI) was calculated as

weight (Kg) divided by square of height in meters (m?).
2.2.2. Tobacco use disorder

The diagnosis of tobacco use disorder was made using the Structured
Clinical Interview (SCID) for DSM-IV, axis | (American Psychiatric Association, 2000)
translated into Portuguese and validated(67).
2.2.3. Fagerstrom test for Nicotine Dependence

The Fagerstrom test for Nicotine Dependence (FTND), revised by
Fagerstrdbm and Schneider (1989), was administered to all subjects with tobacco use
disorder in a translated Portuguese version validated for the Brazil population (72). The
FTND produces a score ranging from 0 to 10 and nicotine dependence is defined as a score
> 5 (74).

2.2.4. Lifetime cigarette consumption (pack-years)

The pack-years were calculated by the number of cigarettes smoked per

day divided by 20 and multiplied by the number of years smoked.

2.2.5. Family history of smoking

The family history of tobacco use disorder consisted of reports of the

smoking history of first-degree family members.
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2.2.6. The Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST)

We used the ASSIST questionnaire to screen for risk of alcohol and
sedatives in adults. Patients with tobacco use disorder whose alcohol involvement scores
were between 0 and 10 (low risk) and between 11 and 26 (moderate risk) were offered a
brief intervention and those with scores higher than 27 (high risk) were offered an intensive
treatment program. Patients with tobacco use disorder whose sedative use scores were
between 0 and 3 (low risk) and those with scores between 4 and 26 (moderate risk) were
offered a brief intervention, while smokers whose score was 27 or more (high risk of harm

and substance dependence) were offered intensive intervention (83).

2.2.7. Smoking exhaled carbon monoxide (CO)

Smoking status and smoking cessation were evaluated using exhaled
carbon monoxide (COgxy). COgxy was measured using a Micro CO Meter with an
electrochemical sensor (Micro CO- Micro Medical Ltd, Rochester, Kent, UK). All participants
were instructed to breathe deeply and to hold their breath for 20 seconds and then to exhale
slowly and completely through a mouthpiece. The COgxn levels were dichotomized as more
than 6ppm (smoking) and < 6ppm (not smoking) (77). In patients with tobacco use disorder,
smoking cessation was diagnosed when COgxy concentrations 52 weeks after inclusion in

the treatment programs were < 6ppm.

2.3. Genotyping

Genomic DNA was extracted from 200 uL of peripheral blood cells using
the Biopur Kit (Biometrix Diagnostic, Curitiba, Brazil) according to the manufacturer's
instructions. After precipitation with ethanol, the DNA pellet was re-suspended in 50 pL of
Biopur Kit specific buffer, quantified by spectrophotometry, and stored at -80°C for later use
in genotyping analyses. The genetic polymorphisms were detected using a multiplex PCR
(polymerase chain reaction) protocol (78) with modifications: 80-100 ng of DNA were
amplified in a total volume of 25 uL of reaction solution containing 20 mM Tris-HCI; 50 mM
KCI; 1.5 mM MgCl,; 200-300 mM of each deoxynucleotide triphosphate; 10 pmol of each
primer and 1.25 U of AmpliTag DNA polymerase. PCR was carried out in a PTC-100
Thermocycler (MJ Research, Inc), after 5 minutes of pretreatment at 94°C, 30 cycles of 1
minute at 94°C, 1 minute at 59°C, and 30 seconds at 72°C, followed by 5 minutes at 72°C.
The PCR products were analyzed by electrophoresis on 10% acrylamide gel and detected by

a non-radioisotopes technique using a commercially available silver staining method.
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The genotype was coded according to GSTM1/GSTT1 genetic
polymorphisms: 1) GSTT1 present and GSTM1 absent or GSTT1 absent and GSTM1
present (at least one gene deleted), 2) both genes present, and 3) both genes deleted. The
absence of a 215 base pair (bp) fragment in the electrophoretic profile indicates the GSTM1
null genotype and the absence of a 480bp fragment indicates the GSTT1 null genotype. A
fragment of 312bp related to a non-polymorphic fragment of the CYP1A1 (Cytochrome P450
1A1) gene was used as an internal control in all reactions. Negative controls using ultra pure

water were included in each reaction.

2.4,  Statistical analyses

The associations between the wild (presence) or variant (deleted) genes
and other categorical variables (e.g. patients versus controls, ethnicity, gender, etc) were
examined through univariate statistical tests, e.g. analyses of contingency tables with
computation of the Odds Ratio (OR) with lower and upper 95% confidence intervals (ClI).
Power analysis showed that using a power of 0.82 and an effect size of 0.12 the total sample
size should be 360. No p-correction was employed to examine the multiple statistical
analyses on socio-demographic and clinical data because the results of those univariate
analyses were used to delineate the relevant explanatory variables, which were
subsequently used as determinants of independent association with tobacco use disorder in
the ultimate multivariate, logistic regression analyses. Bivariate logistic regression analyses
(automatic or with forced entry of explanatory variables) were used to define the associations
between tobacco use disorder (the never-smoking group being the reference group) and the
GSTs genes, while adjusting for other explanatory variables, including ethnicity, age, gender,
years of education, etc. The logistic regression coefficients of the independent variables were
employed to estimate odds ratios with 95% Cls. Relationships between the GSTs genes and
continuous variables were examined using analyses of variance (ANOVAs). Relationships
between continuous characteristics (e.g. cigarettes/day, age at onset, etc) and explanatory
variables (including genetic variants and environmental factors) were explored using
generalized linear model (GLM) analyses. The data are expressed as mean t standard
deviations (x SD). We tested normality of distribution using the Kolmogorov-Smirnov
goodness-of-fit test. Statistical analyses were performed using SPSS (Version 20). All tests

were two-tailed and a p-value of 0.05 was used for statistical significance.
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3. Results

3.1. Socio-demographic and clinical characteristics of tobacco use dependence

Table 1 shows that there were no significant associations between the
tobacco use disorder and gender and ethnicity. Patients with tobacco use disorder (the
cases; mean age +SD =48.5 +10.2 years) were significantly (F=7.3, df=1/362, p=0.007) older
than never-smokers (the controls; mean=45.9 1+7.8 years). Never-smokers showed more
individuals with stable relationships compared to patients with tobacco use disorder.
Smokers showed a significantly higher rate of a positive family history of tobacco use
disorder and a significantly increased risk of alcohol and sedative use. Patients with tobacco
use disorder also showed a higher prevalence of cardiovascular disease, blood hypertension
and lung disease, but not diabetes and cancer. There were no significant differences in body
mass index (BMI in kg/m?) between the two groups. Cases (mean +SD years of education =
9.7 £5.3 years) showed a significantly lower level of education (F=135.2, df=1/362, p<0.001)
than controls (mean=16.0 +4.9 years). In individuals with tobacco use disorder, the mean
age at onset of tobacco use was 14.9 years (+ 4.1), duration of tobacco use was 33.0 years
(x 11.4), they had smoked 22.3 (£ 13.2) cigarettes per day and 36.9 pack-years (+ 26.8).
Their mean FTND score was 5.8 (+ 2.2) and they showed 1.7 (+ 0.7) attempts at smoking

cessation.

3.2. GSTs genetic polymorphisms and tobacco use disorder

Table 2 shows the frequencies of GSTT1 and GSTM1 genotypes in
patients with tobacco use disorder versus never-smokers. There was no significant
association between tobacco use disorder and GSTT1 or the GSTM1/GSTT1 combined
genes. There was a marginal association between GSTM1 genotype and tobacco use
disorder at p=0.050.

Table 3 shows the results of logistic regression analyses with tobacco use
disorder as dependent variable (never-smokers being the reference group) and GSTM1 null
genotypes, age, gender, years of education, ethnicity, marital status and history family of
smoking as explanatory variables. We found that 3 variables were significantly associated
with tobacco use disorder (x2 =146.98, df=9, p<0.001, Nagelkerke = 0.44): the GSTM1 null
genotype and education level show protective effects, whereas a family history of tobacco
use disorder is a risk factor. The other variables did not reach significance. Forced entry of
the GSTT1 null (Wald=3.60, df=1, p=0.058) and GSTM1/T1 null (Wald=3.1, df=1, p=0.051)

genotypes instead of GSTM1 showed that there was a trend towards a significantly
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association with tobacco use disorder. The interaction GSTM1 and GSTT1 was also not
significant.

Table 4 shows the results of an automatic logistic regression analysis with
tobacco use disorder as dependent variable and all variables listed in Table 3 together with
GSTTL1 null genotypes and the interaction GSTM1 X GSTT1 as explanatory variables. We
found that 5 variables significantly predicted tobacco use disorder: GSTM1 null, GSTTL1 null,
stable relationship and years of education show protective effects, while a family history of
smoking increases the odds of tobacco use disorder (x2 =146.88, df=5, p<0.001, Nagelkerke
=0.44).

Table 5 shows the GSTs genotypes in association with the smoking
characteristics in patients with tobacco use disorder. There were no significant associations
between GSTT1, GSTM1 and GSTM1/GSTT1 genes and the onset of tobacco use disorder,
duration of illness, cigarettes/day and pack years. There was also no significant association
between the genetic polymorphisms and the FTND scale, cessation of smoking after 52
weeks, or family history of smoking. GLM analyses also did not show any relationship
between the continuous smoking characteristics (onset of tobacco use disorder, duration of
illness, cigarettes/day and pack years, FTND scale) and the genotype polymorphisms after

considering the effects of the abovementioned explanatory variables.

3.3. GSTs genotypes and medical disorders.

There was a significant association between hypertension and the GSTT1
null genotype (x* = 7.25, df=1, p=0.007). Automatic regression analyses showed that three
variables were significantly linked with hypertension (x? =50.66, df=3, p<0.001; Nagelkerke =
0.196), i.e. GSTT1 null genotype (Wald=5.24, df=1, p=0.002; OR=1.91" Cl: 1.09-1.33),
increasing age (Wald=23.87, df=1, p<0.001; OR=1.09, Cl: 1.05-1.12) and years of education
(Wald=6.92, df=1, p=0.009; OR=0.94, CI: 0.89-0.98). Tobacco use disorder was a significant
predictor of lung disease (Wald=8.52, df=1, p=0.004; OR=2.52; Cl. 1.35-4.68). We were
unable to detect significant associations between the GSTM1, GSTT1 and GSTM1/T1

genotypes and cancer, diabetes and cardiovascular disorders.

4. Discussion

The major finding of this study is that the GSTM1 null and maybe the
GSTT1 null genotypes have a protective effect on tobacco use disorder while there were no
significant associations with the GSTT1/GSTML1 null genotype. To the best of our knowledge

this is the first study reporting on a significant association between tobacco use disorder and



35

the GSTM1 null and maybe the GSTT1 null genotype. One previous study reported on
GSTM1, GSTT1 and GSTT1/GSTM1 gene polymorphisms in association with tobacco use
disorder using univariate statistical analyses (80). These authors were unable to detect
significant associations between those gene polymorphisms and tobacco use disorder. The
discrepancies between our results and the results of Saadat and Mohabatkar (2004) may be
explained by differences in statistical analyses (univariate versus multivariate) and by
differences in ethnicity (an Iranian versus a Brazilian population). Moreover, we specified
tobacco use disorder according to DSM |V criteria and never-smokers according to CDC
criteria, whereas Saadat and Mohabatkar (2004) did not use any specified instrument to
diagnose their cases and controls. Finally, we recruited patients with a high Fagerstrom
score indicating that we included the more severe cases, whereas Saadat and Mohabatkar
(2004) did not specify severity of iliness.

Logistic regression analysis showed that the GSTM1 null and GSTT1 null
genotypes (both protective), a family history of smoking (a risk factor), marital status and
years of education were the most significant independent predictors of tobacco use disorder,
while gender, age and ethnicity were not significantly associated with tobacco use disorder.
Thus, a positive family history of tobacco use disorder was an important risk factor
independent from the effects of GSTM1 and GSTT1 genetic polymorphisms, while there
were no significant associations between the GSTM1, GSTT1 and GSTM1/T1 genotypes
and a history family of smoking. This suggests that other genetic variants may increase the
risk of tobacco use disorder, including CYP2A6, 5-HTLPR, DRD2, STin2 VNTR and
CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 genes [7]. Heritability and low educational levels are thought to
be associated with tobacco use disorder and more difficulties with smoking cessation (2). It is
known that genetic factors contribute to smoking behavior from initiation through to smoking
quantity, nicotine dependence, and difficulty with smoking cessation (8, 9). In our study,
however, there were no significant associations between GSTT1 or GSTM1 genotypes
(alone and together) and high scores on the FTND scale, smoking cessation, a family history
of smoking, age at onset of tobacco use and the number of cigarettes smoked per day or
packs per year. The effects of lower education level on tobacco use disorder may in part be
explained by the healthier life style of more educated people (84).

In our study, individuals with current tobacco use disorder had significantly
more use of alcohol and sedatives, lung disease, cardiovascular disease and blood
hypertension than never-smokers. It is known that alcohol and sedative drug dependence
and mood disorders are among the most common psychiatric comorbidities in current
smokers. Nicotine-dependent smokers are 2.7 to 8.1 times more likely to have psychiatric
comorbidities and medical diseases than nondependent smokers, non-smokers or ex-

smokers (2). It is known that one-half of patients with tobacco use disorder who do not quit
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will die early from tobacco-related diseases such as cardiovascular illnesses, chronic
obstructive pulmonary disease and cancers. Moreover, smokers with serious mental iliness
are at increased risk of cancer, lung disease, and cardiovascular disease, and they die 25
years sooner, on average, than non-smokers(68).

As reviewed previously, the latter medical disorders are accompanied by
activated immune-inflammatory pathways that may be induced or maintained by tobacco
smoking (63, 85). Therefore, it can be inferred that the effects of tobacco use disorder on
these illnesses is caused by the cumulative effects of many toxic compounds of different
chemical structures that may be found in cigarette smoke and the consequent excess of
oxidative and nitrosative stress, depleted antioxidant defenses and activated immune-
inflammatory pathways (63). Mechanisms leading to disorders in GSH metabolism, including
GSTM1/T1 genetic polymorphisms, may underpin the pathophysiology of tobacco use-
related medical diseases through increased effects on oxidative or nitrosative pathways and
the consequent damage to proteins, lipids, carbohydrates and deoxyribonucleic acid (DNA)
(41). However, the results of our study show that the GSTM1 null and GSTT1 null genotypes,
which are both associated with lowered detoxification and increased oxidative stress,
decrease the risk of tobacco use disorder. Thus subjects with the null genotypes have an
increased risk for these medical diseases and are at the same time protected to develop
tobacco use disorder. Phrased differently, the effects of tobacco use disorder increasing the
risk of these illnesses is probably not related to the known effects of the GSTM1 and GSTT1
null genotypes on the oxidative and immune pathways, but to the effects of toxic compounds,
which are produced by smoking and cause activation of oxidative and immune pathways.

These apparently discrepant effects of GSTs null genotypes on tobacco
use disorder and smoking-related medical disorders may be explained by a new paradigm.
Until now the focus was on the brain reward circuits that determine and maintain smoking
behavior, e.g. “smoking reward (liking') and reinforcement (latency to first puff and total
puffs)”, such as those mediated by dopaminergic and opioid gene variants (86). However,
our study shows that also peripheral and protective effects of gene variants that determine
GSH metabolism and detoxification are involved. These protective effects may be explained
by the direct effects of smoking increasing xenobiotics and oxidative and inflammatory
pathways due to the lack of GSTs in subjects with GSTM1 and GSTT1 gene deletions. Thus,
subjects with the null genotypes may be expected to stop their smoking behavior due to
immediate unpleasant side effects of nicotine, such as nausea and dizziness, and effects of
activated immune-inflammatory and oxidative stress, such as increased anxiety, distress and
mood alterations (85). Indeed, it is known that increased levels of cytokines, such as
interleukin-1 (IL-1), IL-6 and tumor necrosis factor-a, and oxidative stress may induce

depressive feelings, anxiety, distress, fatigue, etc. [31]. On the other hand, it is known that



37

the GSTs null genotypes are related to many medical disorders (see Introduction). For
example, in our study we found a significant association between hypertension and the
GSTTL1 null genotype, which is in accordance with the literature (87). These relationships can
be explained by increased oxidative and nitrosative stress and activated immune-
inflammatory pathways in subjects with the GSTs null genotypes (41). In individuals with the
wild genotype, on the other hand, the presence of active enzymes may lower smoking-
induced side effects thereby increasing the risk to develop tobacco use disorder especially
when other genes are present, e.g. the smoking-reward genes and CYP2A6 and CHRNAS5-
CHRNA3-CHRNB4 genes.Current tobacco use disorder in turn enhances the immune and
oxidative stress pathophysiology of these disorders (63). In fact, these effects found in
subjects with the GSTs null genotypes may be comparable to the positive selection of
lactose tolerant individuals in populations (e.g. European) with high intake of dairy products
and this in contrast to the high prevalence (90%) of the wild type lactose intolerance in for
example Sicilian (70%) and Asian (around 90%) populations(88, 89). The lactose tolerance is
explained by several mutations that evolutionary favored a continued lactase production or
lactase persistence after childhood and thus lactose tolerance. While lactose tolerance may
be explained by culture-gene interactions, the development of GSTM1 and GSTT1 null
genotypes could maybe be explained by smoking-gene interactions that favored a positive
selection of cigarette smoke-tolerant individuals who thus developed tolerance to the
immediate toxic effects of cigarette smoke. All in all, we here suggest a new paradigm that
links the peripheral effects of null and wild GSTs genotypes with the central effects of
smoking-reward and other gene variants as risk factors of tobacco use disorder and
smoking-related disorders. Figure 1 shows this new model.

We discussed already the strengths of our study, including our
comprehensive diagnostic approach and clinical assessments, but there are also some
potential weaknesses. Firstly, reports from “association studies constitute tentative
knowledge and must be interpreted with caution” (90). Our data should be confirmed using
populations with different ethnicities. Secondly, our study was a case-control study and
therefore our results are indicative for a significant association and do not allow to draw
conclusions on causality. Moreover, single common genes explain probably only a very small
part of the outcome variation in tobacco use disorder, while it is likely that multiple common
variants may underpin the disorder. Finally, many other environmental factors and biological
pathways undoubtedly contribute to the development of tobacco use disorder.

In summary, our study provides evidence for a possible genetic link
between tobacco use disorder and the GSTM1 and GSTT1 null genotypes. Future studies
should examine multiple genetic variants (including the GSTM1 and GSTT1 null genotypes)

and genes coding for immune-inflammatory and oxidative stress molecules and brain reward
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circuits which all together may be related to tobacco use disorder and tobacco-related

diseases.
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Table 1: Socio-demographic and clinical characteristics of patients with tobacco use disorder and never-smokers.

Tobacco use Never-Smokers p-value
Clinical and Demographic
Disorder
Characteristics
n % n %
Gender 0.319
Male 66 (36.3) 57 (31.3)
Female 116 (63.7) 125 (68.7)
Marital Status 0.028*
Stable relationship 109 (59.8) 129 (70.8)
Other
(Single /Divorced/Separated) 73 (40.2) 53 (29.2)
Ethnicity 0.182
Caucasian 127 (69.8) 127 (69.8)
African 18 (9.9) 17 (9.3)
Asian 4 (2.2) 12 (6.6)
Mixed 33 (18.1) 26 (14.3)
Family history of smoking 157 (86.3) 135 (74.2) 0.004*
Alcohol (ASSIST)' 0.000*
Low risk 23 (12.6) 0 (0)
Moderate risk 6 (3.3) 0 (0)
Sedative (ASSIST) ' 0.000*
Low risk 13 (7.2) 0 0)
Moderate risk 0 (0) 0 (0)
Diabetes 13 (7.5) 9 (5.0) 0.329
Cardiovascular diseases 25 (14.4) 13 (7.2) 0.029*
Blood hypertension 55 (31.6) 36 (19.9) 0.011*
Lung diseases 36 (20.7) 17 (9.4) 0.003*
Cancer 9 (5.2) 4 (2.2) 0.137
BMI >30° 41 (22.5) 30 (16.5) 0.146

The association between the socio-demographic and clinical characteristics and the two groups is based on
Pearson Chi-square test.

* Indicates statistically significant difference at p<0.05.

' There were no ‘high risk’ participants; 2BMI - Body Mass Index (kg/m 2)



Table 2: GSTM1/GSTT1genetic polymorphisms assessments in patients with tobacco use disorder and
never-smokers

Tobacco Never-

Characteristics use disorder smokers  p-value' OR (95% Cl)
(n=182) (n=182)
n % n %
Genotypes
GSTT1/GSTM1genes
Positive 160  87.9 152 83.5
Null genotypes
22 12.1 30 16.5 0.23 0.70 (0.38-1.26)
GSTT1 gene
Positive 140 76.9 130 71.4
Null genotype 42 23.1 52 28.6 0.23 0.86 (0.66-1.10)
GSTM1 gene
Positive
75 41.2 57 31.3
Null genotype
107 58.8 125 68.7 0.05 0.65 (0.42-1.00)

GSTM1- glutathione S-transferases M1 gene; GSTT1- glutathione S-transferases T1 gene.
All results of Pearson Chi-square test for categorical variables
* indicates statistically significant association at p<0.05
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Table 3: Logistic regression analysis of tobacco use disorder as dependent variable (never-smokers as reference

group)
Logistic
Wald df pvalue OR Cl (95%)
Regression Analysis
Lower Upper
GSTM1 null 7.32 1 0.007 0.469 0.271 0.812
Years of education 69.9 1 <0.001 0.746 0.69 0.79
Ethnicity 175 ; 0.185 1.634 0.79 3.37
Marital status 7.35 1 0.087 0.471 0.27 0.81
Age 0.20 1 0.651 1.007 0.97 1.03
Gender 0.69 1 0.404 1.262 0.73 2.18
Family history of
430 1 0.038 1.989 1.03 3.81

smoking

OR: odds ratio; Cl: 95% confidence intervals; df: degrees of freedom.
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Table 4: Automatic logistic regression analysis of tobacco use disorder as depedent variable (and never-smokers
as reference group)

Automatic logistic

. Wald df p-value OR Cl (95%)
regression
Lower Upper

GSTM1 null 7.48 1 0006 0.47 0.27 0.81

GSTT1 null 4.61 1 0.032 0.52 0.28 0.94

Years of education 73.7 1 <0.001 0.75 0.69 0.79

Marital status 6.40 1 001 0.50 0.29 0.85

Family history of 202
4.60 1 0.032 1.06 3.82

smoking

OR: odds ratio; Cl: confidence interval; and df: degrees of freedom.
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Table 5: Associations between GSTM1/GSTT1 genetic polymorphisms and smoking characteristics in patients

with tobacco use disorder.

GSTT1/GSTM1 GSTT1 GSTM1
Smoking characteristics
p value p value p value
Age at onset of tobacco use* 0.87 0.65 0.98
Years of smoking* 0.21 0.60 0.37
Cigarettes/day* 0.38 0.80 0.32
Pack/Years* 0.91 0.88 0.72
<6
Fagerstrédm score 0.90 0.35 0.36
>6
Yes
Ceased Smoking (week 52) 0.19 0.16 0.45
No
Yes
Family history of smoking 0.49 0.69 0.76
No

GSTML1.: glutathione S-transferase M1 gene; GSTT1: glutathione S-transferase T1 gene.
The p-values are based on the Pearson Chi-square test for categorical variables or *on analyses of

variance.



Figure 1 - New Tobacco Use Disorder Paradigm

TUD: Tobacco Use Disorder;

O&NS: Oxidative and Nitrosative Stress;

GSTM1: Glutathione S-Transferase M1 gene;

GSTT1: Glutathione S-Transferase T1 gene.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Este é o primeiro estudo na populacdo brasileira que avaliou a possivel
associagao entre os genesGSTM1 e GSTT1 em relagdo ao transtorno por uso do tabaco e
cessacao do tabagismo, apés um ano de tratamento.

A principal conclusédo deste estudo é quea analise de regressdo logistica,
apos ajuste para idade, sexo, estado conjugal, anos de educacéo, etnia e historia familiar de
tabagismo, indicou uma associacao significativa (efeito protetor) entre o transtorno por uso
de tabaco e o polimorfismodo geneGSTML1e, possivelmente,o polimorfismo do gene GSTT1.

Os genes GSTT1/GSTM1nao se mostraram positivamente associados ao
transtorno por uso do tabaco ou a cessacao do tabagismo, quando analisados de forma
combinada.

Também nao foi observada associagdo entre a cessagédo do tabagismo
apos 52 semanas de iniciar um programa de tratamento intensivo e os gendétipos nulosdas
GSTs avaliados.Adicionalmente, ndo foram observadas associag¢des significativas entre pelo
menos um ou ambos os polimorfismos quando analisados em relagdo aos parametros: altos
escores na escala FTND (maior que 6), inicio do uso do tabaco e numero de cigarros
fumados por dia.

Neste estudo, os individuos com transtornos por uso de tabaco tiveram
significativamente maior pontuagao na escalaFTND, anos-mago fumados com média de36
anos, aumento nas doengas pulmonares, uso de alcool e sedativos, doencas
cardiovasculares, hipertensao arterial, e histéricofamiliar de tabagismo, do que os que nunca
fumaram.

Adicionalmente, foi verificada uma associagdo significativa entre a
hipertenséao arterial eo gendtipo nulo do geneGSTT1.

Portanto, os resultados do presente estudo mostram que os gendtipos
nulos deGSTM1 e GSTT1diminuem o risco de desenvolver o transtorno por uso do tabaco.

Porém, se esses individuos com gendtipo nulo permanecerem fumando,
terdo risco aumentado paradesenvolveras doencgas relacionadas com o transtorno por uso
do tabaco.

Dentro deste contexto, tais efeitos aparentemente discrepantesdos
genadtipos nulos das GSTs sobre o transtorno do uso do tabaco e os problemas de saude
relacionados com o tabagismo podem ser explicados por um novo paradigma que liga os
efeitos periféricos dos gendtipos dasGSTscom os efeitos centrais de variantes genéticas dos
circuitos de recompensa com transtorno do uso do tabaco e relacionam os mesmos com 0s
efeitos fisiopatoldgicos do tabagismo sobre algumas doencgas relacionadas ao tabaco figura
1.
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Figura 1 - Novo Paradigma da Fisiopatologia do Transtorno por Uso do Tabaco

Genotipo
Presente
GSTT1/GSTM1

Circuito de Recompensa
Do Tabaco

TUT : Transtorno por Uso do Tabaco

Alguns aspectos sdo relevantes de serem levantados e podem ter
influenciado os resultados obtidos no presente trabalho.

Nosso estudo refere-se a um estudo de associagao do tipo de caso-
controle e,portanto, os resultados obtidospodem examinar apenas associagdes, e nao
causalidade.Os nunca fumantes apresentaram significativamente mais anos de escolaridade
do que os usuarios de tabaco, e sabe-se que aqueles com menorescolaridade sdo mais
propensos a iniciar o uso do tabaco emenos propensos a parar de fumar(2).

Finalmente, muitos fatores contribuem para o desenvolvimento do
transtorno de uso do tabaco, incluindo fatores hereditarios e ambientais. Nem todos esses
fatores sdo conhecidos, muito menos estudados.

Apesar dessas limitagdes, o presente estudo fornece evidéncias de uma
possivel associacdo entre o polimorfismodos genes GSTM1 e GSTT1 com o transtorno por
uso do tabaco. Estudos futurossao de grande relevancia cientifica visando elucidaro
envolvimento destas mutagées no contexto da suscetibilidade a doencgas relacionadas ao
tabaco, além de identificar possiveis associacbes entre os polimorfismos dasGSTs e

marcadores inflamatoérios e doestresse oxidativo.
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6.2 ANEXO 1:TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) Senhor (a) esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa
chamado “Andlise polimorfismo da glutationa GSTM1 e GSTT1 em cessacao do
tabagismo”, cujos pesquisadores responsaveis sao: Profa. Dra Sandra Odebrecht Vargas
Nunes, do Departamento de Clinica Médica da Universidade Estadual de Londrina, e o
mestrando Luiz Gustavo Piccoli de Melo. O estudo identificara se opolimorfismo genético
nas glutationas estdo implicadosno habito de fumar. A realizagdo da pesquisa sera na
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Justificativa: O conhecimento destes marcadores pode contribuir para identificagao

precoce e intensificar os tratamentos nessa populagéo para prevenir o tabagismo.

Objetivo: Comparar os polimorfismos genéticos das glutationasGSTM1 e GSTT1

entre fumantes e nunca fumantes.

Procedimentos: O estudo implica em: 1) responder um questionario com dados
sécio-demogréficos, histéria clinica e tabagistica; 2) responder as escalas de triagem do
envolvimento com alcool, cigarro e outras substancias (ASSIST), da OMS e uma Entrevista

Clinica e Estruturada para Transtornos Mentais do Eixo 1;

Custos: A pesquisa é gratuita e, portanto, ndo envolve qualquer custo para os

participantes, ndo havera qualquer gratificagao financeira pela participacao.

Riscos: Nenhum dos procedimentos utilizados constitui risco direto para a
integridade fisica ou moral dos participantes. Além disso, os participantes poderao
abandonar o estudo em qualgquer momento que se achar conveniente, sem qualquer
prejuizo em nenhum sentido, além da garantia de permanéncia no tratamento de cessao de

tabagismo AHC/UEL se assim for o seu desejo.

Sigilo: Embora os resultados da pesquisa possam ser divulgados em publicagbes e

eventos cientificos, a identidade dos participantes sera sempre preservada de maneira
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sigilosa, ou seja, em segredo.

Caso o Sr. (a)aceite o convite e concorde voluntariamente em participar do estudo
assinando este termo de consentimento, consideramos que o Sr. (a) acredita que foi

suficientemente informado(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre a

pesquisa, os procedimentos envolvidos nela, assim como o0s possiveis riscos e beneficios

dessa participacao.

Ressaltamos novamente que o Sr.(a) pode retirar seu consentimento a qualquer

momento, sem que isto leve a qualquer prejuizo em nenhum sentido.

Londrina, de de

Assinatura do participante:

Assinatura do Responsavel:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Colocamo-nos a disposicdo para qualquer esclarecimento que se fizer necessario
nos telefones (43) 33715791, (43) 33712234 ou pessoalmente no Ambulatério do Hospital
de Clinica, da Universidade Estadual de Londrina (AHC/UEL), Rodovia Celso Garcia Cid Br
445, Campus Universitario, Km380. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a
ética do estudo, entre em contato com o comité de ética em pesquisa (CEP) da
UEL/Hospital Universitario através do telefone (43)33712490.

Atenciosamente,

Profa. Sandra Odebrecht Vargas Nunes

Coordenadora do Projeto



6.3 ANEXO 2:QUESTIONARIO

QUESTIONARIO

AMBULATORIO DE TABAGISMO - AVALIAGAO CLINICA

INSTRUMENTO NUMERO: |___ | | |. DATA DA PRIMEIRA AVALIAGAO: / /

ETIQUETA DE IDENTIFICACAO

1.POPULAGAO:
01.TABAGISTA DEPRESSIVO 02. . TABAGISTA NAO DEPRESSIVO

03. DEPRESSIVO NAO TABAGISTA 04. CONTROLE SAUDAVEL

| - CARACTERIZAGAO SOCIO-DEMOGRAFICA DA CLIENTELA

NOME/APELIDO:

2.DATADE NASCIMENTO: _/ /. 3.IDADE (EMANOS):
4. NATURALIDADE: 5.GENERO: 1. MASCULINO 2.FEMININO
6.SITUAGAO CONJUGAL:

1. SOLTEIRO 2. UNIAO ESTAVEL 3. SEPARADO/DIVORCIADO 4. VIUVO
7.COR DA PELE:

1.BRANCA 2. NEGRA 3. AMARELA 4. MULATA 5. PARDA 6. INDIGENA

8.ANOS DE ESTUDO:

9.NiVEL DE ESCOLARIDADE: 01. ANALFABETO 02. ALFABETIZADO 03.FUNDAMENTAL INCOMPLETO

04. FUNDAMENTAL COMPLETO

05. MEDIO INCOMPLETO 06. MEDIO COMPLETO

07. SUPERIOR INCOMPLETO 08. SUPERIOR COMPLETO

09. POS-GRADUAGAO LATO SENSU 10. POS-GRADUAGAO STRICTO SENSU
10.RESIDE:

1. S0OZINHO 2.PARCEIRO 3. FAMILIA 4. FAMILIARES 5. ASILO

6. OUTROS

ENDERECO:

MuNICIPIO: CEP: EsTADO: TELEFONE

CONTATO: CELULAR: RAMAL:
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Il - SITUAGAO DE TRABALHO 1

11. LOCAL DE TRABALHO:

ENDERECO:

MuNICiPIO: CEP EsTADO:

12.FORMAGAO:

13.PROFISSAO:

14.0CUPAGAO:

15.RELAGAO COM O TRABALHO:
1. FORMAL 2. INFORMAL 3. AUTONOMO 4. SERVIDOR PUBLICO
16. SITUAGAO TRABALHISTA:

1. DESEMPREGADO 2. AUXILIO-DESEMPREGO 3. ATIVIDADE NAO REMUNERADA 4. ATIVIDADE
REMUNERADA 5. AUXILIO-DOENCA 6. ESTUDANTE 7. APOSENTADO 8. OUTRO

17.POSSUI DOENGA QUE O AFASTE DO TRABALHO: 1. SIM 2. NAO

18.QUAL E A DOENGA?

19. ESTA DOENGA TORNA-O INCAPAZ PARA O TRABALHO? 1.SIM 2.NAO
20.NO ULTIMO MES, QUANTOS DIAS FICOU AFASTADO DAS SUAS ATIVIDADES LABORAIS?

21.QUAL FOI O MOTIVO/DOENGA?

22.NOULTIMO ANO, QUANTOS DIAS FICOU AFASTADO DAS SUAS ATIVIDADES LABORAIS?

23.QUAL FOI O MOTIVO/DOENGA?

24 .ESTA DOENGA O INCAPACITOU PARA AS ATIVIDADES DOMESTICAS?
1.sIM 2.NAO

25.TEVE ALGUMA INTERNAGAO GERAL RECENTE:1. SIM 2. NAO
26.POR QUANTAS VEZES FOI INTERNADO?

27.QUANTOS DIAS DURARAM CADA INTERNAGAO?

lll- DADOS DE ENCAMINHAMENTO

28. A PROCURA DEU-SE: 1. VOLUNTARIAMENTE 2. POR ENCAMINHAMENTO MEDICO OU CLINICA 3.

SUGESTAO FAMILIAR 4. SUGESTAO AMIGO

5. SUGESTAO COLEGA DE TRABALHO 6. OUTRO
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IV - ABORDAGEM E TRATAMENTO DO TABAGISTA

HISTORIA PREGRESSA DA DOENCA

29. VOCE TEM OU TEVE FREQUENTEMENTE AFTAS, LESOES (FERIDAS) E/OU SANGRAMENTO NA BOCA? 1. SIM
2.NAo

29.1 ESTA EM TRATAMENTO? 1.SiMm 2. NAo

30. VOCE TEM DIABETES MELLITUS? 1.SIM 2. NAO

30.1 ESTA EM TRATAMENTO?1. SIM 2. NAO

31. VOCE TEM HIPERTENSAO ARTERIAL? 1. SIM 2. NAO

31.2 ESTA EM TRATAMENTO? 1.SIM 2. NAo

32. VOCE TEM OU TEVE ALGUM PROBLEMA CARDIACO? 1.SIM 2. NAO

32.1 QUAL?

32.2 ESTA EM TRATAMENTO? 1.SiM 2. NAO

33.VOCE TEM OU TEVE FREQUENTEMENTE QUEIMAGAO, AZIA, DOR NO ESTOMAGO, ULCERA OU GASTRITE?
1.8iM 2.NAo

33.1 ESTAEM TRATAMENTO? 1.SIM 2. NAO

34. VOCE TEM OU TEVE ALGUM PROBLEMA PULMONAR?1. SIM 2. NAO

34.1 QUAL?

34.2 ESTA EM TRATAMENTO? 1.8 2.NAo

35. VOCE TEM ALERGIA RESPIRATORIA?1. SIM 2. NAO

35.1 ESTA EM TRATAMENTO? 1.8M 2. NAO

36. VOCE TEM ALERGIA CUTANEA? 1. SIM 2. NAO

36.1 ESTA EM TRATAMENTO? 1.8SM 2.NAO

37.VOCE TEM OU TEVE ALGUMA LESAO OU TUMOR MALIGNO?

1.SiM  2.NAo

37.1 ONDE (LOCAL)?

37.2 ESTA EM TRATAMENTO? 1.8SM 2.NAO

38. VOCE TEM OU TEVE CRISE CONVULSIVA, CONVULSAO FEBRIL NA INFANCIA OU EPILEPSIA?

1.SiM  2.NAO

38.1 ESTA EM TRATAMENTO? 1.SIM 2.NAO

39. VOCE TEM ANOREXIA NERVOSA OU BULIMIA? 1.SIM 2. NAO

39.1 ESTA EM TRATAMENTO? 1.SiM  2.NAO

40. VOCE COSTUMA TER CRISES DE DEPRESSAO OU ANSIEDADE?

1.8IM 2. NAO

40.1 ESTA EM TRATAMENTO? 1.8M 2. NAO

41. VOCE FAZ OU FEZ ALGUM TRATAMENTO PSICOLOGICO OU PSIQUIATRICO? 1.SIM 2. NAO
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41.1. ESTAEM TRATAMENTO? 1.SMm  2.NAo

41.2. QUAL A MEDICAGAO?

42.VOCE JA TENTOU SUICiDIO? 1.SM 2.NAo

42 .1 QUANTAS VEZES?

42.2 METODOS DE TENTATIVA DE SUICIDIO
1. INGESTAO DE MEDICAMENTO 2. ARMA DE FOGO

3. INGESTAO DE ORGANOFOSFORADO 4. GAS

5. ENFORCAMENTO 6. PRECIPITAR-SE DE ALTURAS
7. ARMA BRANCA 8. PRECIPITAR-SE DE CARRO EM MOVIMENTO
9. OUTROS

43. JA FEZ USO DE ALGUMA MEDICAGAO, MESMO QUE NAO PRESCRITA POR MEDICO, PARA DORMIR OU SE

ACALMAR? 1.8M 2.NAO

43.1 QUAL?

44, SCID - TRANSTORNO DE HUMOR

0- SEM ALTERACAO DE HUMOR 1- TRANSTORNO BIPOLAR, TIPO MANIACO 2- TRANSTORNO BIPOLAR, TIPO
HIPOMANIACO  3- TRANSTORNO BIPOLAR, TIPO DEPRESSIVO  4- TRANSTORNO BIPOLAR, TIPO MISTO5-
TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR, UNIPOLAR 6- TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR, EM REMISSAQ7-
TRANSTORNO DISTIMICO 8- TRANSTORNO DE HUMOR, DEVIDO A UMA CONDIGAO MEDICA GERAL 9-
TRANSTORNO DE HUMOR, INDUZIDO POR SUBSTANCIA 10- TRANSTORNO BIPOLAR EM REMISSAQ

45. VOCE TEM OU TEVE ALGUM OUTRO PROBLEMA SERIO DE SAUDE QUE NAO FOI CITADO? 1. SIm 2.

NAO

45.1 QuAL?

45.2 ESTA EM TRATAMENTO? 1.SIM  2.NAO
45.3.QUAL?

46. ALGUM MEDICAMENTO EM USO ATUAL? 1. SIM 2. NAO

46.1 QUAL?

AS PERGUNTAS 47 E 48 DEVERAO SER RESPONDIDAS POR TODOS OS PACIENTES DO SEXO FEMININO. SE NAO

IR PARA A QUESTAO 49.

47. ESTAGRAVIDA? 1.SIM 2.NAO

47.1 QUANTOS MESES?

47.2 NUMERO GESTACOES

48. ESTA AMAMENTANDO? 1. SIM 2. NAO
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HISTORIA TABAGISTICA

49. COM QUANTOS ANOS VOCE COMEGOU A FUMAR ?

49.1 QUANTOS ANOS FUMA:

49.2 QUANTOS CIGARROS FUMA POR DIA:
49.3 ANOS/MAGCO (N°CIGARROS X ANOS FUMANDO/20)
50. QUANTAS VEZES VOCE TENTOU PARAR DE FUMAR?

1.DE1A3VEZES 2. MAIS DE 3 VEZES

3. NUNCA TENTOU (SEGUIR PARA A QUESTAO 54)

51. QUANTAS VEZES VOCE FICOU SEM FUMAR POR PELO MENOS UM DIA?

1.UMAVEZ 2.DuUAS VEZES 3. TRESVEZES 4.MAIS DE TRES VEZES

5. NENHUMA VEZ
52.QUAIS FORAM OS MOTIVOS QUE LEVARAM VOCE A VOLTAR A FUMAR? (MULTIPLA ESCOLHA)
|:| BEBIDA I:lESTRESSOR DE PERDA |:| BRIGA — RAIVA |:| FESTA

[ Jsao [ leria Il__bencia Con[__JonameEnTO

I:l)O GANHAR PESO l:ISIEDADE I:lll MOTIVO APARENTE
[Fro

53. ALGUMA VEZ NA VIDA UTILIZOU ALGUM RECURSO PARA DEIXAR DE FUMAR?1. NENHUM 2. APOIO DE

PROFISSIONAL DE SAUDE 3. LEITURA EM FOLHETOS, REVISTAS, JORNAIS E OUTROS

4. MEDICAMENTO 4.1. QUAL?

5. OUTROS

54. VOCE PARTICIPOU DE ALGUM GRUPO DE APOIO PARA ABORDAGEM E TRATAMENTO DO TABAGISMO EM

ALGUM LUGAR? 1.SIM 2. NAO

55. FEZ USO DE TRATAMENTO PARA PARAR DE FUMAR (PODE ESCOLHER VARIAS) :
BUPROPIONA || RePOSIGAO com apesivol | coma [

ACUPUNTURA HOMEOPATIAL | GRUPO TERAPEUTICO[ ]

APOIO DE PROFISSIONAIS DE SAUDE_] ouTros[ ]

MEDICAMENTOS I:IAL?

56. A ULTIMA VEZ QUE FICOU ABSTINENTE FOI POR QUANTO TEMPO (EM MESES)

57. POR QUE VOCE QUER DEIXAR DE FUMAR AGORA? (PODE ASSINALAR VARIAS ALTERNATIVAS)
. POR QUE ESTA AFETANDO MINHA SAUDE
. OUTRAS PESSOAS ESTAO ME PRESSIONANDO
. PELO BEM-ESTAR DE MINHA FAMILIA

. ESTOU PREOCUPADO COM MINHA SAUDE NO FUTURO

HiRNnin

. PORQUE MEUS FILHOS PEDEM



. PORQUE NAO GOSTO DE SER DEPENDENTE

. FUMAR E ANTI-SOCIAL

. PORQUE GASTO MUITO DINHEIRO COM CIGARRO

. FUMAR E UM MAL EXEMPLO PARA AS CRIANGCAS

. POR CONTA DAS RESTRIGOES DE FUMAR EM AMBIENTES FECHADOS

. OUTROS

9}
o0

HiRN NN

58. VOCE CONVIVE COM FUMANTES NA SUA CASA? 1.SIMm 2. NAO

58.1 QUAL O GRAU DE PARENTESCO?

59. VOCE SE PREOCUPA EM GANHAR PESO AO DEIXAR DE FUMAR?

1.8SIM 2. NAO

ESCALA DE TOLERANCIA DE FAGERSTROM — GRAVIDADE A DEPENDENCIA DE NICOTINA

60.QUANTO TEMPO DEPOIS DE ACORDAR FUMA O PRIMEIRO CIGARRO?

0. APOs 60 MINUTOS 1. ENTRE 31 A 60 MINUTOS 2. ENTRE 06 A 30 MINUTOS 3. NOS PRIMEIROS 5 MINL

TOS

61. VOCE ACHA DIFiCIL NAO FUMAR EM LUGARES ONDE E PROIBIDO, COMO EM IGREJAS, BIBLIOTECAS, L

DE TRABALHO, SHOPPINGS, ETC?1. SIM 0. NAO

62. QUAL O CIGARRO DO DIA TRAZ MAIS SATISFAGAO?

1.0 PRIMEIRO DA MANHA 0. OuTROS

63. QUANTOS CIGARROS VOCE FUMA POR DIA?

0. MeNosDE 10 1.DE11A20 2.DE21A30 3. MaAIs DE 31

64.VOCE FUMA MAIS PELA MANHA? 1. SIM 2. NAo

65. VOCE FUMA MESMO DOENTE QUANDO PRECISA FICAR NA CAMA A MAIOR PARTE DO TEMPO?  1.SIM

0. NAo

66.PONTUACAO

HISTORIA FAMILIAR DE TABAGISMO EM PRIMEIRO GRAU

67.SEU PAI FUMA OU JA FUMOU?1. SIM 2.NAo

68.SUA MAE FUMA OU JA FUMOU?1. SIM 2.NAO

69.NUMERO DE IRMAOS? 70.QUANTOS IRMAOS FUMAM?

71.NUMERO DE FILHOS? 72.QUANTOS FILHOS FUMAM?

73.HISTORIA FAMILIAR: 1. POSITIVA 2. NEGATIVA 3. DESCONHECE

74.HISTORIA FAMILIAR DE TRANSTORNO MENTAL: 1.SIm 2. NAo

74.1 QUAL FAMILIAR?

74.2 QUAL TRANSTORNO MENTAL?




EXAME Fisico - FASE 0

75.ALTURA DO PACIENTE:M

76.PESO (K)] K 5

77. IMC — iNDICE DE MASSA CORPOREA (PESO/ ALTURA2):

78.PA: X 79.FC:

80.CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL:

81.CIRCUNFERENCIA QUADRIL:

82.GLICEMIA:

83.COLESTEROL TOTAL:

83.1COLESTEROL HDL:

83.2COLESTEROL LDL:

83.3TRIGLICERIDEOS:

ASSIST 84.NA SUA VIDA QUAL DESSAS SUBSTANCIAS VOCE JA USOU (SOMENTE USO NAO MEDICO)

NAO SIM

84.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, CACHIMBO, FUMO DE CORDA ...)

84.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, DESTILADOS — PINGA, UISQUE ...)

84.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...)

84.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, NUVEM ...)

84.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU ECSTASY (BOLINHAS, REBITES ...)

84.6 INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO-DA-LOLO, TINTA, GASOLINA, ETER...)

84.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA DORMIR, DIAZEPAN, LORAX ...)

84.8. DROGAS ALUCINOGENAS (CcoMO LSD, ACIDO, CHA-DE-LIRIO, COGUMELOS...)

84.9. OPIOIDES (HEROINA, MORFINA, METADONA, COLDEINA ...)

o| O O o o o ol o o o
W W W W W W W W W w

84.10. OUTROS, ESPECIFICAR :

SE NAQ EM TODOS OS ITENS QUESTIONAR “NEM MESMO QUANDO VOCE ESTAVA NA ESCOLA?”.
SE NAQ EM TODOS OS ITENS, PARE A ENTREVISTA E VA PARA A QUESTAO 92.

SE SIM PARA ALGUMA DROGA, PROSSIGA PARA A QUESTAO 85 PARA CADA DROGA USADA.
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85. DURANTE OS TRES ULTIMOS MESES, COM QUE FREQUENCIA VOCE UTILIZOU ESSA(S) SUBSTANCIA(S) QUE

MENCIONOU?
NUNCA 1A2 MENSALMENTE | SEMANALMENTE | DIARIAMENT
VEZES E OU QUASE
TODO DIA
85.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, |0 2 3 4 6
CACHIMBO, FUMO DE CORDA ...)
85.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, 0 2 3 4 6
DESTILADOS — PINGA, UiSQUE ...)
85.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...) 0 2 3 4 6
85.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, 0 2 3 4 6
NUVEM ...)
85.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU 0 2 3 4 6
ECSTASY ( BOLINHAS, REBITES ...)
85.6. INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO- | 0 2 3 4 6
DA-LOLO, TINTA, GASOLINA, ETER ...)
85.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA 0 2 3 4 6
DORMIR, DIAZEPAN, LORAX ...)
85.8. DROGAS ALUCINOGENAS (como LSD, Acipo, |0 2 3 4 6
CHA-DE-LIRIO, COGUMELOS...)
85.9. OPIOIDES (HEROINA, MORFINA, METADONA, 0 2 3 4 6
COLDEINA ...)
85.10. OUTRAS, ESPECIFICA 0 2 3 4 6

SE NUNCA EM TODOS 0S ITENS DA QUESTAO 85, VA PARA A QUESTAO 92.
SE SIM PARA ALGUNS DESTES ITENS PROSSIGA RESPONDENDO AS QUESTOES 86 A 91.

86. DURANTE OS TRES ULTIMOS MESES, COM QUE FREQUENCIA VOCE TEVE UM FORTE DESEJO OU URGENCIA
EM CONSUMIR? (PRIMEIRA DROGA, DEPOIS A SEGUNDA DROGA, ETC)

NUNCA [1A2 MENSALMENTE | SEMANALMENTE | DIARIAMENT
VEZES E OU QUASE
TODO DIA
86.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, |0 3 4 5 6
CACHIMBO, FUMO DE CORDA ...)
86.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, 0 3 4 5 6
DESTILADOS — PINGA, UiSQUE ...)
86.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...) 0 3 4 5 6
86.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, 0 3 4 5 6
NUVEM ...)
86.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU 0 3 4 5 6
ECSTASY (BOLINHAS, REBITES ...)
86.6. INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO- | 0 3 4 5 6
DA-LOLO, TINTA, GASOLINA, ETER...)
86.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA 0 3 4 5 6
DORMIR, DIAZEPAN, LORAX ...)
86.8. DROGAS ALUCINOGENAS (como LSD, Acipo, |0 3 4 5 6
CHA-DE-LIRIO, COGUMELOS...)
86.9. OPIOIDES (HEROINA, MORFINA, METADONA, 0 3 4 5 6
COLDEINA ...)
86.10. OUTRAS, ESPECIFICA 0 3 4 5 6
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87. DURANTE OS ULTIMOS TRES MESES COM QUE FREQUENCIA O SEU CONSUMO DE (PRIMEIRA DROGA,DEPOIS

A SEGUNDA DROGA, ETC) RESULTOU EM PROBLEMAS DE SAUDE, SOCIAL, LEGAL OU FINANCEIRO?

NUNCA [1A2 MENSALMENTE | SEMANALMENTE | DIARIAMENT
VEZES E OU QUASE
TODO DIA
87.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, |0 4 5 6 7
CACHIMBO, FUMO DE CORDA ...)
87.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, 0 4 5 6 7
DESTILADOS — PINGA, UiSQUE ...)
87.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...) 0 4 5 6 7
87.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, 0 4 5 6 7
NUVEM ...)
87.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU 0 4 5 6 7
ECSTASY ( BOLINHAS, REBITES ...)
87.6. INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO- | 0 4 5 6 7
DA-LOLO, TINTA, GASOLINA, ETER ..)
87.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA 0 4 5 6 7
DORMIR, DIAZEPAN, LORAX ...)
87.8. DROGAS ALUCINOGENAS (como LSD, Acipo, |0 4 5 6 7
CHA-DE-LIRIO, COGUMELOS...)
87.9. OPIOIDES (HEROINA, MORFINA, METADONA, 0 4 5 6 7
COLDEINA ...)
87.10. OUTRAS, ESPECIFICA 0 4 5 6 7

88. (DURANTE 0S TRES ULTIMOS MESES, COM QUE FREQUENCIA POR CAUSA DO SEU USO VOCE DEIXOU DE
(PRIMEIRA DROGA, DEPOIS A SEGUNDA DROGA,ETC) VOCE DEIXOU DE FAZER COISAS QUE ERAM
NORMALMENTE ESPERADAS POR VOCE?

NUNCA [1A2 MENSALMENTE | SEMANALMENTE | DIARIAMENT
VEZES E OU QUASE
TODO DIA
88.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, |0 5 6 7 8
CACHIMBO, FUMO DE CORDA ...)
88.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, 0 5 6 7 8
DESTILADOS — PINGA, UIiSQUE ...)
88.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...) 0 5 6 7 8
88.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, 0 5 6 7 8
NUVEM ...)
88.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU 0 5 6 7 8
ECSTASY ( BOLINHAS, REBITES ...)
88.6. INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO- | 0 5 6 7 8
DA-LOLO, TINTA, GASOLINA, ETER...)
88.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA 0 5 6 7 8
DORMIR, DIAZEPAN, LORAX ...)
88.8. DROGAS ALUCINOGENAS (como LSD, Acipo, |0 5 6 7 8
CHA-DE-LIRIO, COGUMELOS...)
88.9. OPIOIDES (HEROINA, MORFINA, METADONA, 0 5 6 7 8
COLDEINA ...)
88.10. OUTRAS, ESPECIFICA 0 5 |6 7 8
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89. HA AMIGOS, PARENTES OU OUTRAS PESSOAS QUE TENHA DEMONSTRADO PREOCUPAGAO COM SEUUSO
DE (PRIMEIRA DROGA, DEPOIS A SEGUNDA DROGA, ETC)?

NAO, SIM, MAS NAO NOS | SIM, NOS
Nunca ULTIMOS 3 MESES ULTIMOS
3 MESES
89.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, CACHIMBO, FUMO |0 3 6
DE CORDA ...)
89.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, DESTILADOS — PINGA, 0 3 6
UiSQUE ...)
89.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...) 0 3 6
89.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, NUVEM ...) 0 3 6
89.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU ECSTASY 0 3 6
(BOLINHAS, REBITES ...)
89.6. INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO-DA-LOLO, TINTA, 0 3 6
GASOLINA, ETER ...)
89.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA DORMIR, DIAZEPAN, |0 3 6
LORAX ...)
89.8. DROGAS ALUCINOGENAS (COMO LSD, ACIDO, CHA-DE-LIRIO, 0 3 6
COGUMELOS...)
89.9. OPIOIDES (HEROINA, MORFINA, METADONA, COLDEINA ...) 0 3 6
89.10. OUTRAS, ESPECIFICA 0 3 6

90. ALGUMA VEZ VOCE JA TENTOU CONTROLAR, DIMINUIR OU PARAR O USO DE (PRIMEIRA DROGA, DEPOIS A
SEGUNDA DROGA, ETC)?

NAO, SIM, MAS NAO NOS | SIM, NOS
NuNca ULTIMOS 3 MESES ULTIMOS
3 MESES
90.1. DERIVADOS DO TABACO (CIGARRO, CHARUTO, CACHIMBO, FUMO | O 3 6
DE CORDA ...)
90.2. BEBIDAS ALCOOLICAS (CERVEJA, VINHO, DESTILADOS —PINGA, |0 3 6
UISQUE ...)
90.3. MACONHA (BASEADO, ERVA, HAXIXE ...) 0 3 6
90.4. COCAINA, CRACK (PO, PEDRA, BRANQUINHA, NUVEM ...) 0 3 6
90.5. ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU ECSTASY 0 3 6
(BOLINHAS, REBITES ...)
90.6. INALANTES (COLA DE SAPATEIRO, CHEIRINHO-DA-LOLO, TINTA, 0 3 6
GASOLINA, ETER ...)
90.7. HIPNOTICOS E SEDATIVOS (REMEDIOS PARA DORMIR, DIAZEPAN, |0 3 6
LORAX ...)
90.8. DROGAS ALUCINOGENAS (COMO LSD, ACIDO, CHA-DE-LIRIO, 0 3 6
COGUMELOS...)
90.9. OPIOIDES (HERQINA, MORFINA, METADONA, COLDEINA ...) 0 3 6
90.10. OUTRAS, ESPECIFICA 0 3 6

91. ALGUMA VEZ VOCE JA USOU DROGAS POR INJEGAO? (APENAS USO NAO MEDICO)

0. NAO, NUNCA 3. SIM, MAS NAO NOS ULTIMOS 3 MESES

2. SIM, NOS ULTIMOS 3 MESES

92. PONTUAGAO

92.1PONTUAGAO — HAMILTON

92.2 PONTUACAO - TABACO 1.0-3 2.4-26 3.27 OUMAIS

92.3PONTUACAO-BEBIDAS ALCOOLICAS 1.0-102. 11-26 3. 27 0U MAIS

92.4 PONTUACAO - MACONHA 1.0-3 2.4-26  3.27 OUMAIS




92.5 PONTUACAO — COCAINA, CRACK 1.0-3 2.4-26 3.27 OUMAIS

92.6 PONTUACAO — ESTIMULANTES COMO ANFETAMINAS OU ECSTASY
1.0-3 2.4-26  3.27 OUMAIS
92.7Pontuagao - Inalantes 1.0-3 2.4-26 3.27 ou mais
92.8 Pontuagao — Hipnoticos e sedativos
1.0-3 2.4-26 3.27 OUMAIS
92.9 Pontuacgao — Drogas alucinégenas
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais
92.10 Pontuagao — Opioides 1.0-3 2.4-26 3.27 ou mais
92.11 Pontuagao — Outras 1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais
93. SESSOES TERAPEUTICAS
93.1 SITUACAO PACIENTE
1. FUMANTE 2. NAO FUMANTE 3. NAO COMPARECEU
4. LAPSO RECAIDA 5. LAPSO ABSTINENCIA 6. ABANDONO

93.2 TRATAMENTO
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01. GRuUPO 02. GRUPO+ADESIVO 03. GRUPO+GOMA 04.GRUPO+ADESIVO+GOMA

05.GRUPO+BUPROPRIONAQ6.GRUPO+BUPROPRIONA+ADESIVO07.GRUPO+BUPROPRIONA+ADESIVO+GOMA

08.GRUPO+BUPROPRIONA+GOMA 09.GRUPO+ISRS 10.GRUPO+ISRS+ADESIVO11.GRUPO+ISRS+GOMA

12.GRUPO+ISRS+GOMA+ADESIVO
14 .GRUPO+NORTRIPTILINA+GOMA15.GRUPO+NORTRIPTILINA+ADESIVO

13.GRUPO+NORTRIPTILINA

16.GRUPO+NORTRIPTILINA+ADESIVO+GOMA 17 .NENHUM 18. GRUPO + OUTRO 19. OUTRO

93.3 Monéxido de Carbono exalado (CO exal) - PPM e %

SIT. TRATAM CO EXAL-%PPM SIT. TRATAM CO EXAL-%PPM
PAC. PAC.
AVALIACAO Q=
SESSAO
12 102
SESSAO SESSAO
22 112
SESSAO SESSAO
32 122
SESSAO SESSAO
4a 132
SESSAO SESSAO
52 142
SESSAO SESSAO
6° 15°SESSA
SESSAO (0]
72 16°SESSA
SESSAO [¢]
82 172SESSA




64

SESSAO (6]

94.DOSAGEM IL-6 —FASE 0:

95.D0SAGEM DA PCR -FASE 0:

96.HTT — POLIMORFISMO— FASE 0:

1.12-12 2.12-10 3.10-10 4.9-12 5.9-10 6. 9-9
96.1 GLUTATIONA
GMT1

GMM1

97.TNF A-FASE 0:

98.I1L-1 -FASE 0:

99.1L-4 -FASE 0:

100.IL- 10 -FASE 0:

101.POTENCIAL ANTIOXIDANTE TOTAL PLASMATICO —
(TRAP) - FASE 0:

102.DIALDEIDO MALONICO (MDA) - FASE 0:

103. Oxipo NiTRrIcO (NO) - FASE 0:

104. HIDROPEROXIDOS LIPiDICOS (FOX) - FASE 0:
105. PRODUTOS AVANGADOS DE PROTEINAS
OxIDADAS (AOPP) FASE 0:

106. HB A1c - FASE 0:

107. A1 GLICOPROTEINA ACIDA - FASE 0:

108. INSULINA - FASE 0:

109. GAMA GT - FASE 0:

110. Acipo URICO - FASE 0:

111. FIBRINOGENIO - FASE 0:

112. HOMOCISTEINA — FASE 0:

113. ELETROFORESE PROTEINA — FASE 0:G/DL

%

114.HEMOGRAMA ANEMIA —FASE 0: 1- NORMAL  2- ALTERADO

115.HEMOGRAMA INFECGAO —FASE 0:1- NORMAL ~ 2- ALTERADO

116.VHS - FASE 0:

117. HEPATITE B —FASE 0: 1- REAGENTE ~ 2- NAO REAGENTE




118.HEPATITE C— FASE 0: 1- REAGENTE 2- NAO REAGENTE
119.HIV-FASE0: 1-REAGENTE 2- NAO REAGENTE
120. TGO —FAsE 0:

121. TGP —FASE 0:

122.CREATININA —FASE 0:
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7 LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Tabela 2 - Iniciadores e condigdes de amplificagdo para os genes GSTM1 e GSTT1.

Génes . Condigdes
Iniciadores =
da reagéo

GSTM1:
5’ GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGCS3 e
5GTTGGGCTAAATATACGGTGGY

94°C-5 min
GSTMY/ CYPIAL: (9‘3195’_' ?'cr:fin
GSTT1 5'GAACTGCCACTTCAGCTGTCT3 e 59°C-1 min’
delegao 5CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC® o L
72°C-1 min)

ol
GSTTL: 72°C-5 min

5TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC3’
5TCACCGGATCATGGCCAGCA3

Figura 1 - Perfil de PCR Multiplex para os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1. 1)
marcador de peso molecular de 100pb (Ladder); 2) gendtipos GSTT1/GSTM1
positivos; 3) gendtipo GSTT1 positivo; 4) gendtipo GSTM1 positivo; 5) gendtipo

duplo negativo; 6) controle interno da reacéo (branco).




Figura 1 - Novo Paradigma da Fisiopatologia do Transtorno por Uso do Tabaco

Gendétipo
Presente
GSTT1/GSTM1

Circuito de Recompensa
Do Tabaco

TUT : Transtorno por Uso do Tabaco
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