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Resumo

O consumo de crack/cocaina no Brasil ¢ um problema de satde publica
que se agrava nos ultimos anos. Tanto fatores epigenéticos, como polimorfismos
de suscetibilidade a teratdgenos sdo uma area ainda pouco explorada e em estudos
com exposi¢do pré-natal a cocaina em humanos. Estudos em ratos mostram
mudangas na metilagio do gene da proteina quinase C épsilon (PRKCe) nos
coragdes da prole exposta a cocaina. Por outro lado o gene ABCBI que codifica a
glicoproteina P pode influenciar o efeito pré-natal do crack/cocaina, dado que ja
foi associado com menor protecdo fetal contra potenciais teratogenos. Assim, os
principais objetivos do presente estudo foram: (1) investigar o padrdo de
metilacdo do DNA da regido reguladora do gene PRKCe em bebés expostos ao
crack/cocaina em comparacdo com bebés ndo expostos e; (2) estudar em pares
mae-bebé de expostos e ndo expostos, o polimorfismo C3435T do gene ABCBI e
a presenca de desfechos adversos perinatais. A metilacdo foi avaliada através da
conversdao por bissulfito em amostras de DNA de 19 bebés expostos € 12 nado
expostos, porém nao foi detectada metilagdo em nenhum destes. O polimorfismo
de ABCBI foi testado em 45 mulheres usuarias de crack e 43 bebés, ¢ em 89
mulheres ndo usuarias e 42 bebés. Nas mulheres autodeclaradas brancas foi
encontrada diferenca entre as frequéncias alélicas (T:0,59 usudrias; 0,36 nao
usuarias; p=0,019). Em num modelo de alelo de risco dominante (CT+TT), a
diferenga se manteve (p=0,042), sugerindo que a presenga do alelo T possa estar
associada ao consumo de droga. Nao foi encontrada associagdo entre o
polimorfismo da mae ou do bebé e a presenca de desfechos adversos perinatais no
bebé (baixo peso, crescimento fetal intrauterino, prematuridade). No entanto,
gendtipos com o alelo T foram mais frequentes em maes brancas cujos bebés
foram hospitalizados (p<0,001) e nos bebés hospitalizados (p<0,001). Isto pode
indicar que a presenca do alelo T estaria envolvido numa maior vulnerabilidade
do bebé ao uso de substancias durante a gravidez. Estudos com numeros amostrais

maiores serdo necessarios para confirmar esta hipodtese.



Abstract

Crack cocaine use in Brazil is a public health problem that has worsened in
recent years. Epigenetic factors and polymorphisms of susceptibility to teratogens
have not yet been explored in studies with humans exposed to crack/cocaine.
Studies in rats show changes in the promoter methylation of the protein kinase C
epsilon (Prkce) gene in the hearts of exposed offspring. On the other hand, the
ABCBI gene encoding the P-glycoprotein may influence the prenatal effect of
crack/cocaine, since it has been associated with less fetal protection against
potential teratogens. Therfore, the main objectives of the present study were: (1)
to investigate the DNA methylation pattern of the regulatory region of the PRKCe
gene in babies exposed to crack / cocaine compared to the methylation patterns of
unexposed babies; (2) to study the C3435T polymorphism of the ABCBI gene in
exposed and unexposed mother-infant pairs and the presence of adverse perinatal
outcomes. Methylation was evaluated in 19 exposed and 12 exposed infants, but
no methylation was detected in either group. The ABCBI polymorphism was
tested in 45 female crack users and 43 babies, and in 89 non-users women and 42
babies. A difference was found between the allelic frequencies in self-reported
white women (T:0.59 users; 0.36 nonusers, p=0.019). In a dominant risk allele
model (CT+TT), this difference persisted, suggesting that the presence of the T
allele associated with drug use. No association was found between the
polymorphisms of the mother or the baby and the presence of adverse outcomes in
the infants (low birth weight, fetal intrauterine growth, prematurity). However,
genotypes with the T allele were more frequent in white mothers whose infants
were hospitalized (p<0.001) and in hospitalized infants (p <0.001). This may be
an indication that the presence of the T allele would be involved in a greater
vulnerability of the baby to the use of substances during pregnancy. Studies with

larger samples will be needed to confirm this hypothesis.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO:
1.1 Crack: generalidades

O crack ¢ uma substancia psicoativa euforizante (estimulante), preparada a
base da mistura da pasta de cocaina com bicarbonato de sdédio (Conselho, 2011),
que pode ser obtida de varias maneiras (figura 1). Apos tratamentos quimicos, o
resultado ¢ uma pedra, de cor branca ou amarelada, dependendo dos ingredientes
utilizados e sua propor¢do. Essa pedra possui os mesmos principios ativos da
cocaina, porém com alguns efeitos diferentes. Por ser volatil, pode ser fumada,
atingindo o sistema nervoso central em segundos, tornando-se uma droga muito

potente (Domanico, 2006, citado por Camargo, 2014).

Fumar crack pode ocasionar véarios tipos de danos. Sdo frequentes os
problemas respiratorios causados pela inspiracdo de particulas sdlidas ao fumar
essa droga. Por ser um estimulante, leva também a perda de apetite, insOnia e
agitacdo motora. Estes efeitos dificultam, por sua vez, a ingestdo de alimentos,
podendo levar a desnutricdo e desidratacdo. Observa-se também outros sintomas,
como rachaduras nos labios, causados pela falta de ingestdo de agua e de
salivacdo, além de queimaduras nos dedos e, em alguns usudrios, no nariz,

causadas pela chama usada para fumar o crack (Domanico, 2006).

Com o término das sensagdes de bem-estar, surgem os efeitos negativos da
droga, associados a abstinéncia e necessidade de maior consumo da substancia.
Alguns dos efeitos causados pelo uso do crack sdo: dilatagdo das pupilas,
hipertensdo, convulsdes, sudorese, tremores intensos, taquicardia e até mesmo o
coma (Camargo, 2014). Em geral, a cocaina, apresenta riscos tais como
transtornos neurologicos e psiquidtricos e morte por overdose (Ribeiro et al,

2010).
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1.2 Crack no Mundo

A cocaina foi isolada das folhas de coca em 1859 e em 1883 j4 era testada
no exército alemao como estimulante. A partir da década de 1970, a difusdo do
uso de drogas na classe média americana e européia impulsionou a retomada do
po por aspiracdo. Porém, o alto preco manteve o seu uso confinado a uma parte da
populagdo. O crack, uma forma fumavel de cocaina, surgiu ao redor de 1980 entre
setores carentes dos Estados Unidos. O cloridrato de cocaina era dissolvido em
agua, adicionava-se bicarbonato de sodio, aquecia-se a mistura que, ao secar,
adquiria a forma de pedras. O crack ao ser aceso libera um vapor que ¢ em grande

parte cocaina pura (Domanico, 2006).

O crack logo se tornou muito popular e em virtude do fumo ser uma forma
mais eficiente de levar a droga ao cérebro. A diminui¢do da quantidade de cocaina
necessaria para produzir um efeito forte possibilitou uma reducdo consideravel no
preco. Muitas vezes, os insumos quimicos necessarios para a transformagdo da
pasta base em cocaina, ndo estavam prontamente disponiveis devido ao controle
governamental exercido sobre a sua comercializagdo. Para evitar maiores perdas
financeiras, os traficantes passaram a produzir uma forma menos pura e barata. O
aumento no consumo do crack ¢ de certo modo, um resultado da politica
antidrogas, uma vez que a auséncia dos componentes quimicos levou os

comerciantes de drogas ao uso de cocaina fumada (Domanico, 2006).

12
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Figura 1. Etapas de processos fisico/quimicos para obtenc¢ao de cocaina e de seus

produtos a partir de folha de coca. (Camilo 2015).

1.3 Chegada do crack no Brasil

A primeira apreensdo de crack no Brasil foi feita pela Policia Civil de Sao
Paulo em 1991, apesar do crack ter sido relatado no pais desde 1989 (Inciardi,
1993 citado por Gongalves & Nappo, 2015). Considerando o cendrio mundial, o
Brasil responde atualmente por 20% do consumo, e ¢ o maior mercado do mundo
(De Freitas, 2014). Em 2013, o consumo de crack/cocaina foi de 2,2% na

populagao total, excluindo o grupo de idosos (Abdalla, 2014).
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1.4 Metabolismo da cocaina

A butirilcolinesterase (BChE) metaboliza a cocaina (Figura 2), e
variantes genéticas do gene BCHE alteram a sua atividade catalitica. Lockridge
(2015) lista 75 variantes genéticas da BChE e relata que alguns individuos nao
téem BChE ativa mas s3o sujeitos saudaveis. No entanto, ja foi sugerido que
individuos deficientes em BChE podem ser intoxicados gravemente por uma
dose de cocaina que ¢ tolerada por outros, embora esta hipotese ndo tenha sido
comprovada. A BChE est4 a caminho de se tornar um medicamento aprovado
pela FDA para o tratamento de abuso de cocaina (Lockridge, 2015) e resultados
de Negrao et al. (2013) sugerem que o gendtipo AA do rs1803274 ¢ um fator de

risco para o uso de crack.
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Figura 2. Metabolismo da cocaina (Schindler et al. 2012)
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Por outro lado, considerando que o crack € a cocaina sob formulacio
molecular distinta do pé de cocaina, sua a¢do no organismo ¢ similar. No
entanto, ha um metabolito que diferencia a via pulmonar das demais vias: o
metilecgonidina, também chamado de anidroecgonina metil éster (AEME), que
ocorre a partir da pirdlise da cocaina. Assim, individuos que usam o crack, além
da exposicdo a cocaina também estdo expostos a essa substancia (Paul et al.,
2005 citado por Camilo 2015). A extensao da biotransformag¢do desta molécula
depende da atividade das enzimas responsaveis por sua biotransformacao nos
orgdos e esta decresce na seguinte ordem: figado, pulmdes, rins e cérebro. A
AEME ¢ biotransformada rapidamente, tanto por hidrélise enzimatica pela
enzima BChE quanto por processos ndo enzimaticos, produzindo ecgonidina

(AE) que ¢ excretado na urina (Garcia, 2014).

1.5 Efeitos da exposiciao pré-natal ao crack/cocaina

1.5.1 Alteragdes na gravidez

O uso materno da cocaina foi associado com descolamento prematuro da
placenta (Addis et al. 2001, Burkett et al. 1994 citado por Bhuvaneswar et al.
2008), o qual ¢ provavelmente causado por vasoespasmo e hipdxia, embora este
possa estar mais associado ao uso frequente e episddico de cocaina (binge) do que
ao uso esporadico. Também sdo observadas: ruptura prematura de membranas,
parto prematuro e convulsdes maternas. As contragdes uterinas sdo comumente
causadas pela cocaina, talvez devido a agdo -agonista nos receptores 2 do utero

(Little et al. 2001, citado por Bhuvaneswar et al. 2008)).

1.5.2 Alteragdes na prole

Algumas das primeiras pesquisas sugeriram um fendtipo muito grave em
criangas expostas a cocaina no utero (Chasnoff et al. 1985, 1987). As criangas
foram descritas como emocionalmente perturbadas, com deficiéncia cognitiva,
menos propensas a interagir socialmente, ¢ com mais chance de ocorréncia da

sindrome de morte subita do lactente. Assim, o termo "crack-baby" foi
15



introduzido para descrever as criangas expostas a cocaina pré-natal. No entanto,
estes estudos originais tinham fatores de confusdo como amostras muito pequenas,
consumo concomitante de outras drogas, estado nutricional deficiente e outros

problemas psicossociais (Thompson et al., 2009).

Em uma revisdo realizada por Ross et al. (2015) sdo listados estudos bem
controlados que demonstraram que a exposi¢do pré-natal a cocaina de fato afeta
o crescimento fisico fetal e resulta em aumento de nascimentos prematuros e
restricdo do crescimento generalizada - incluindo baixo peso ao nascer,
circunferéncia cefalica menor e restricdo de crescimento para a idade gestacional
(Bateman et al. 2000, Covington et al., 2002; Mayes et al., 2003, Gouin et al.,
2011, Lumeng et al. 2007; Richardson et al. 2007, Bigsby et al. Al, 2011;
Aghamohammadi & Zafari, 2016). Na mesma revisdo, alteracdes de
comportamento infantil foram documentadas, incluindo maior excitabilidade,
nervosismo, entre outros (Singer et al., 2000, Lester et al., 2002, Tronick et al.,
2005, Martin et al. 2016,). Além disso, o estudo longitudinal de Cleveland
(Singer, 2015), encontrou que a exposicao pré-natal a cocaina estava relacionada
a um menor QI de organizacdo perceptiva, processamento de informacao visual e
espacial, aten¢do, linguagem, funcdo executiva e regulacio do comportamento

durante o inicio da adolescéncia.

Por outro lado, estdo os achados de um estudo longitudinal que examinou
o impacto da exposi¢do a cocaina no utero sobre o desenvolvimento neurologico
(The Miami Prenatal Cocaine Study MPCS). Os participantes, 476 criangas afro-
americanas, foram recrutados a partir de nascimentos a termo, entre novembro de
1990 e julho 1993 na Universidade de Miami. Metade das maes consumia drogas
de forma frequente e a outra metade ndo. O estudo, ainda em andamento, deu
origem a varios artigos cientificos. A andlise comparativa entre o grupo de

expostos € ndo expostos mostrou o seguinte:

e Maior prevaléncia de deficiéncias na linguagem aos sete anos de idade

16



(Bandstra et al., 2004).

e Menor qualidade na interacdo mae-filho durante a primeira infancia
(trés e cinco anos de idade) (Mansoor et al., 2012)

e Maior prevaléncia de deficiéncia de aprendizagem aos sete anos de
idade (Morrow et al. 2006).

e Menor controle de comportamento aos sete anos (Accornero et al.
2011).

e Auséncia de associagdo entre exposicao a cocaina pré-natal e risco de
doenga cardiometabolica em afro-americanos com idades entre 18 ¢ 20

anos. (Messiah et al. 2015).

Lagasse et al. (2011) observaram que a exposi¢do pré-natal a cocaina
aumentou a probabilidade de obesidade em 561 criangas de 9 anos, no Estudo
de Estilo de Vida Materna (Maternal Lifestyle Study MLS). A andlise logistica
multivariada revelou que as criangas expostas a cocaina, mas ndo ao alcool,

tinham 4 vezes mais probabilidade de serem obesas (OR 4,11, IC 2,04-9,76).

Numa revisdo em 2010 realizada por Lester & Lagaster, foram
identificados 42 estudos publicados sobre o comportamento e desenvolvimento
das criangas com exposi¢do pré-natal a cocaina entre quatro e treze anos de idade.
A maioria dos estudos (n = 34) foram publicados entre 2004 e 2008. A revisao
desses 42 estudos sugere que existem efeitos exclusivos da exposi¢do a cocaina
pré-natal em criancas em uma série de dominios, incluindo problemas de
comportamento, aten¢do, linguagem e cogni¢do. Em psicopatologia, fisiologia e
desempenho motor, poucos estudos foram publicados. E importante notar que, em
geral, os efeitos observados foram a partir de amostras razoavelmente grandes,
com ajuste para as variaveis de confusdo, sugerindo que estes sdo "verdadeiros"

efeitos da cocaina.

O uso recreativo de cocaina durante a gravidez resulta em um fenétipo de

17



desenvolvimento que se assemelha ao transtorno de déficit de atengdo e

hiperatividade (TDAH), embora de forma sutil (Levine et al. 2008).

Existe risco aumentado de infec¢do pelo HIV e outros agentes infecciosos
através da transmissao vertical da mae para o feto devido a vasculopatia induzida
pela cocaina. Esta mesma vasculopatia reduz a eficicia da barreira
hematoencefalica fetal, facilitando a exposicdo fetal a outras substancias
teratogénicas - um problema clinicamente significativo, uma vez que a cocaina

raramente ¢ usada sozinha por aqueles com dependéncia (Bhuvaneswar, 2008)

Finalmente, uma ampla revisdo dos efeitos da cocaina pré-natal no
neurodesenvolvimento foi realizada por Martin et al. (2016) incluindo
pesquisas em humanos e em animais. Na revisdo sdo abordados os principais
efeitos no comportamento, na anatomia do cérebro e os mecanismos
envolvidos (neurotransmissores, migracdo neuronal, morte celular e
neurogéneses, a cocaina suprimiu a transicdo da fase G1 a fase S). Os
pesquisadores salientam que os modelos animais de exposi¢do pré-natal a
cocaina (EPC) sugerem que a cocaina realmente altera o desenvolvimento do
cérebro levando a défices comportamentais e cognitivos a longo prazo. Esses
modelos animais permitem controlar os fatores de confusdo, como o uso de
multiplas drogas maternas que sdo limitagcdes inevitaveis de estudos em
humanos. Esses animais também permitem explorar mudancas epigenéticas e
efeitos transgeneracionais de EPC através de seus efeitos em células

germinativas.
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1.5.2.1 Momento da exposicdo
Pesquisas sobre o momento da exposi¢do a cocaina com relacdo aos

resultados maternos e fetais sugerem que os efeitos perinatais da cocaina durante
o primeiro trimestre estdo associados a diminui¢do da circunferéncia cefalica e
menor memoria de curto prazo entre criangas, comportamento delinquente de
criangas e adolescentes, idade precoce da iniciagdo sexual e iniciacdo de outro
consumo de substancias na adolescéncia. Os exames de uso perinatal de cocaina
durante o segundo e terceiro trimestres sdo relativamente raros, possivelmente
devido a subnotificagdo (Forray, 2015). Como tal, ¢ necessaria mais investigacao
nesta drea, no entanto a informagdo disponivel sobre estresse pré-natal devido a
outros fatores pode ser 1til para populagdes como a desta dissertacdo, dado que o
consumo de drogas ndo ¢ o Unico estressor presente (ver a maior presenga de
psicopatologias nas usudrias de crack (Mardini et al. 2016) Por exemplo, os
resultados de estresse devido a desastres naturais sugerem que cada momento da
gravidez apresenta uma janela de vulnerabilidade para alguma forma de
desenvolvimento. Na figura 3, ¢ mostrado periodos de sensibilidade durante a

gravidez segundo os dados de uma coorte holandesa.
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Figura 3. Periodos criticos de sensibilidade durante a gravidez humana para o
desenvolvimento de componentes da sindrome metabolica mais tarde na vida. Os
diferentes efeitos do estresse durante a gravidez podem ser explicados pelos
eventos celulares que ocorrem durante determinados periodos de gravidez. Os
dados foram obtidos a partir da coorte holandesa sujeitos a fome extrema.

(Rinaudo & Wang 2012)

1.5.2.2 Diferencas do efeito pré-natal da cocaina entre sexos.

Outro ponto importante da cocaina pré-natal sdo os efeitos dependentes do
género que ¢ um fendmeno comum, ndo sO6 apds exposi¢do pré-natal ao

crack/cocaina, mas em geral apos o estresse in utero (Glover 2015).

Estas diferencas nos efeitos do estresse pré-natal podem ser causadas por
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multiplos mecanismos que ndo sdo claramente compreendidos. Além das
diferengas nos esterdides sexuais, esses efeitos podem estar relacionados com
variagdes na ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), diferencas nas
respostas ao estresse oxidativo e, no caso de camundongos, a taxa de crescimento
pos-natal mais rapida de machos em comparagdo com fémeas (Rinaudo & Wang

2012).

A seguir, relatam-se alguns estudos que mostram as diferengas entre sexos

do efeito pré-natal da cocaina.

Em um estudo longitudinal realizado por Chaplin et al. (2015) foram
examinadas multiplas medidas bio-comportamentais, incluindo a freqiiéncia
cardiaca, pressdo arterial, emocdo e cortisol salivar e alfa-amilase salivar
(sAA), em resposta a um estressor em 193 adolescentes (14 a 17 anos), metade
dos quais tiveram exposi¢do pré-natal a cocaina (EPC). O consumo de drogas
ao longo da vida deles foi avaliado com auto-relato, entrevista e toxicologia. Os
achados sugerem perfis distintos de risco comportamental entre mulheres e
homens com EPC e indicam que seria util direcionar a¢des preventivas as
mulheres com respostas de estresse elevadas e em meninos com baixas

respostas ao estresse, para prevenir transtornos de uso de substancias.

Além disso, estudos de individuos com exposi¢do pré-natal a cocaina,
indicam problemas gerais de fun¢do executiva em criangas de 12 anos com
maiores quantidades de exposicdo pré-natal; em particular, as mulheres tiveram
maiores problemas com atividades de memoria de trabalho e organizagdo
(Minnes et al., 2014 citado por Rose et al. 2015). Carmody et al. (2011)
documentaram que a exposicao a cocaina afetou a aten¢do e o desempenho de
controle inibitdério em homens, mas ndo em mulheres, com idades entre 6, 9 e
11 anos.

Mardini et al. (2016), trabalhando com uma amostra que inclui os

individuos estudados neste projeto, encontraram uma diferenca significativa
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entre os sexos nos casos, onde a mediana de IL-6 (perfil pro-inflamatério) foi

significativamente maior nos meninos do que nas meninas.

Embora o nivel médio de IL-10 (perfil anti-inflamatério) também tenha
sido maior em meninos recém-nascidos com histéria de exposicdo a
crack/cocaina no ttero do que em meninas expostas, essa diferenca ndo atingiu
significancia estatistica (p = 0,14). Interessantemente, ndo se encontraram
diferengas significativas para IL-10 (p = 0,42) ou IL-6 (p = 0,33) ao analisar os

recém-nascidos controle isoladamente.

Resumindo os achados deste estudo, entre os recém-nascidos expostos, os

de sexo masculino foram particularmente vulneraveis a ativacao inflamatoria.

Os mecanismos neurobiologicos que levam as diferencas dependentes do
sexo na disrup¢do da funcdo executiva apds a cocaina pré-natal, ndo sdo
entendidos; no entanto, esta ¢ uma consideracdo importante para futuras

investigacoes.

1.5.2.3 Vias fisiopatologicas da cocaina pré-natal

Em geral, os efeitos da cocaina sobre o desenvolvimento fetal
mencionados anteriormente, sdo explicados ao longo de duas vias
fisiopatologicas principais: efeitos neuroquimicos e, efeitos vasoconstritores.
Lester & Padbury (2009) propuseram uma terceira fisiopatologia em que ¢
alterada a programacdo fetal gerando efeitos adversos a longo prazo por
alteracdo do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA). Este modelo explicaria,
nas criangas com exposi¢do pré-natal a cocaina, as mudangas comportamentais
a longo prazo, vulnerabilidade ao uso de substancias na adolescéncia, o maior
indice de massa corporal, entre outros. No entanto, alteragdes do HHA também

explicariam desfechos perinatais como a restricdo de crescimento intrauterino e
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o alto nivel de cortisol na urina de bebés prematuros expostos a cocaina (Lester
& Padbury 2009). Além disso, mudangas na metilagdo de genes associados ao
eixo (HSDI11B, NR3CI, FKBP5) ja foram associadas com estresse pré-natal
(Klengel et al. 2013, Palma-Gudiel, et al. 2015) e peso ao nascimento (Green et
al. 2015, Filiberto et al. 2011). De forma similar, o gene catecol-O-
metiltransferase (COMT), que codifica uma enzima que estd envolvida numa
das principais vias de degradacdo dos transmissores de catecolaminas, tem uma
expressdo génica regulada epigeneticamente (Swift-Scanlan et al. 2014) e ao ser
uma enzima-chave reguladora de estrégenos, poderia estar envolvida nas
diferencas observadas entre homens e mulheres apds a exposicdo pré- natal a

cocaina.

Outra forma de explicar as alteragdes clinicas que persistem na idade
adulta, ¢ o fendmeno de encurtamento de teldomeros (Levandowski, 2016;
Mardini 2016). O comprimento dos telomeros dos recém-nascidos ja mostrou

associagdo negativa significativa com o estresse materno (Marchetto, 2016).

Finalmente, pode ser util considerar os mecanismos associados com
estresse pré-natal em geral. Rinaudo & Wang (2012) propde que os efeitos
podem estar relacionados com os seguintes mecanismos:

a) resposta celular ao estresse (por exemplo, alteragdes epigenéticas,

disfun¢ao mitocondrial, resposta a proteina desdobrada, estresse oxidativo,

expressdo diferencial dos fatores de transcri¢ao),

b) alteracdes na morfologia do 6rgao adulto ou no niimero de células (ex:
Adaptando-se a um ambiente subdptimo, o organismo troca o0
desenvolvimento de 6rgdos menos essenciais, como o rim (massa de
nefrona) e o pancreas (massa de células ), para o desenvolvimento de

6rgdos mais essenciais como o cérebro).

c) respostas tissulares ou sistémicas (por exemplo, alteragdes na placenta
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ou nas vias endodcrinas, em particular o eixo HHA, ou na rede reguladora

do apetite) e

(d) uma combinagao dos anteriores.

1.6 Cocaina/crack e epigenética

A epigenética ¢ um mecanismo chave pelo qual o ambiente pode
influenciar e interagir com a genética e envolve modificagdes que ndo alteram a
sequéncia de DNA. Vdrios estudos mostram que a exposi¢do pré-natal a drogas
produz alteragdes epigenéticas que resultam em profundas alteragdes na fisiologia

e no comportamento da prole (Vassoler, Byrnes & Pierce 2014).

Para o estudo dessas modificagdes ¢ necessario considerar que no padrao
de metilacdo que ocorre nos dinucleotideos CpG no genoma humano, distingue-se
duas fragdes com propriedades distintas:

* uma fragdo principal (~98%), em que as CpGs sdo relativamente
pouco frequentes (em média por 1 per 100 pb) mas altamente
metiladas (aproximadamente 80% de todos os locais CpG )

* uma fracdo menor, conhecida como ilhas CpG (<2%), que
compreende trechos curtos de DNA (~1,000 pb) onde os
dinucleotideos CpG sao frequentes (~ 1 por 10 pb) e livres de
metilacdo. Em geral, as ilhas sdo definidas como tendo pelo menos
200 pb de comprimento e com um contetdo de G + C de 50% e
uma frequéncia de CpG (observada / esperada [o / e]) de 0,6
(Illingworth & Bird 2009).

As regides localizadas nas margens das ilhas, também podem ser chamadas de

shore até 200 pb, shelf de 2000 a 400 pb e open sea a mais de 400 pb (Figura 4).
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Figura 4. Distribui¢do de regides em relagdo ao gene e a ilha CpG. Fonte: Dyson

etal .2014

Embora as ilhas CpG estejam muitas vezes livre de metilacdo, ha
circunstancias em que se tornam fortemente metiladas, e isso invariavelmente se
correlaciona com silenciamento de qualquer promotor dentro da ilha (Illingworth

et al. 2008).

A administragdo aguda de cocaina aumenta a metilagio do DNA, aumenta
os niveis de DNA metil transferase 3A (DNMT3A), DNMT3B, e da proteina
de ligacao Metil CpG 2 (MeCP2) a promotores especificos de genes o que diminui
a expressao dos genes no nucleus acumbens (Anier et al., 2010 citado por Sadri-
Vakili 2014), que ¢ uma area envolvida no sistema de recompensa do cérebro.
Além da metilagdo do DNA, a cocaina modifica outras marcas epigenéticas como

a acetilagdo ¢ metilagdo das histonas e altera os microRNAs (Sadri-Vakili, 2014).

O mecanismo pelo qual a cocaina induz alteracdes na metilagdio do DNA
permanece desconhecido. Pensa-se que a cocaina exerca os seus efeitos bioldgicos
através da interferéncia da recaptacdo pré-sindptica dos neurotransmissores de
monoamina da fenda sinaptica. Os aumentos dramaticos nas concentragdes de

dopamina sindptica ou outras monoaminas provoca, assim, os efeitos
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comportamentais, incluindo o efeito motor, cardiovascular, e efeitos psicoldgicos.
A dopamina e outras monoaminas tém sido associadas com efeitos teratogénicos
em animais (Reinoso BS, Undie AS, Levitt, 1996 citado por Novikova et al,
2008). Os dados existentes sdo insuficientes para estabelecer ou afastar uma
ligacdo entre a metilacgdo do DNA e os possiveis efeitos teratogénicos das
catecolaminas. Na mesma linha, falta ser determinado se a administragdo de
cocaina materna nestas doses experimentais ¢ capaz de atravessar a barreira
placentaria e alterar os niveis de transmissor monoamina no cérebro fetal
suficientemente para mediar estes tipos de alteragdes epigenéticas. (Novikova et

al, 2008).

1.6.1 Efeitos epigenéticos da exposigéo pré-natal ao crack/cocaina:
modelos animais

Considerando que as marcas epigenéticas variam entre tecidos, serdao
listados abaixo os principais resultados achados discriminando entre diferentes

orgdos, com énfase no coragdo e sangue que ¢ o principal interesse do trabalho.

1.6.1.1 Cérebro e sistema nervoso central
Modelos animais confirmam que a exposi¢do pré-natal a cocaina resulta

em mudangas especificas permanentes a nivel comportamental, celular e
molecular (Thompson et al. 2009). Um modelo de exposicdo pré-natal a cocaina
intravenosa no coelho ¢ muito similar ao perfil farmacocinético de consumidores
humanos (Parlaman et al. 2007). Este foi usado para estudar uma série de
alteracdes altamente especificas, incluindo o teor de 4cido gama-aminobutirico
(GABA) no cortex, expressdao de proteina de ligacdo de calcio e as alteragdes
morfoldgicas nas células piramidais. Esses achados celulares e moleculares foram

observados apenas em areas corticais ricas em dopamina, que estdo intimamente
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envolvidas em tarefas cognitivas e funcionamento executivo, incluindo atencao
(Thompson et al. 2009). Esses estudos também foram capazes de relacionar
diretamente o tempo de exposi¢do a cocaina no utero aos seus efeitos deletérios na
prole, e sugerem que o segundo trimestre pode ser um periodo particularmente
vulneravel (Stanwood et al. 2001).

As alteragdes comportamentais foram relatadas em varios modelos
animais, incluindo déficits em tarefas de atencao, reatividade emocional, e refor¢o
do abuso de drogas (Harvey et al. 2001; Gabriel & Taylor 2003; Stanwood &
Levitt, 2003). Estes resultados correspondem com a literatura clinica humana que
relata distirbios tanto na ateng¢@o quanto na regulacdo emocional em criangas com

exposicao pré-natal a cocaina (Thompson et al. 2009).

Novikova et al. (2008) observaram que exposi¢do pré-natal a cocaina
durante o segundo e terceiro trimestres de gestacdo pode produzir modifica¢des
estruturais e funcionais profundas no epigenoma dos neurdnios do hipocampo de
camundongos no periodo neonatal e em pré-puberes. A metilagdo foi medida 3
dias (P3) e 30 dias (P30) ap6s do nascimento. A metilagdo global do DNA foi
significativamente diminuida em P3 e aumentou em P30. Entre as 492 ilhas CpG
cuja metilagdo foi significativamente alterada pela cocaina no P3, 34% foram
hipermetiladas enquanto 66% foram hipometiladas. Varias destas ilhas CpG
contém regides promotoras para genes implicados em fung¢des celulares cruciais, e
o estudo de alguns genes ligados a estas ilhas mostrou expressao endogena

diminuida ou aumentada de 4 até 19 vezes.

Esta analise mostrou que a hipermetilagdo induzida pela cocaina
correspondeu a diminui¢do significativa (5-13 vezes) na expressdo dos genes
GPR73 (receptor que ajuda a sobrevivéncia neuronal no sistema nervoso central),
PLK2 (promove a proliferacdo celular e participa na degradacdo da espinha
dendritica) e PTPN5 (impede a potenciacdo de longa duracdo), enquanto a

hipometilagdo do promotor induzida por cocaina correspondeu a um aumento
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significativo (4-19 vezes) na expressao de DYRK3 (envolvido na regulagcdo do
crescimento celular), GATA4 (envolvido na diferenciacdo celular), GTF3cl (uma
subunidade do complexo de fator de transcricdo da polimerase III) e MTAP6

(responsavel pela estabilidade microtubular axonal).

1.6.1.2 Coracao
Observou-se que a exposi¢do pré-natal a cocaina provoca um aumento

significativo no estado de metilagdo de dinucledtidos CpG na regido promotora
proximal do gene da proteina quinase C épsilon (PRKCe) resultando numa
diminui¢do da ligagdo de fatores de transcricdo ao promotor € a repressao do gene
PRKCe no coragdo da prole adulta de ratos (Ver figural 5. Zhang et al. 2007;
Zhang et al. 2008 citado por Meyer e Zhang 2009). Resultados similares foram
achadas no coragdo de ratos expostos a nicotina (Lawrence et al. 2011). Em
humanos, uma possivel associacdo entre exposicdo pré-natal a cocaina e
anormalidades cardiovasculares foi encontrada (Lipshultz et al. 1991, Shaw et al.
1991). De forma similar, criancas nascidas de maes com histérico de abuso de
cocaina mostram uma alta incidéncia de malformagdes cardiovasculares
congénitas, incluindo anormalidades da estrutura e da func¢ao ventricular, arritmias
e distarbios da conduc¢do intracardiaca, que persistem além do periodo de

exposicao a cocaina (Meyer et al. 2009).

Abaixo, sdo descritos dois eventos moleculares dentro do promotor de
PRKCE de ratos expostos a cocaina. O primeiro deles (AP-1) foi encontrados na
descendéncia de fémeas gravidas expostas a cocaina intraperitonealmente, o
segundo deles (SP1), foi encontrado apds a exposi¢do direta a cocaina dos

coragdes fetais de ratos.

1.6.1.2.1 Sitio de ligacio do fator de transcricao AP-1
Foi administrada solu¢do salina ou cocaina por via intraperitoneal (15 mg /

kg) a ratas gravidas, duas vezes por dia a partir de dia 15 a 20 de idade
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gestacional, e os coragdes fetais foram estudados a término. O tratamento com
cocaina reduziu significativamente 0o mRNA de PRKCE e os niveis de proteina no
cora¢do. Dinucledtidos CpG encontrados nos sitios de unido da proteina de
ligagdo dos elementos responsivos ao AMPc 1 (CREB), CREB / ¢c-JUN1, e CREB
/ ¢-JUN2 na regido proximal do promotor do gene PRKCE foram densamente
metilados e ndo foram afetados pela cocaina. Em contraste, a metilagdo de CpG
nos sitios de ligacdo da proteina ativadora 1 (AP-1) foi baixo, mas foi aumentado

significativamente pela cocaina.

O evento molecular chave ¢ a metilagdo especifica em uma regido fora de
uma ilha CpG que normalmente funciona como ligacdo do fator de transcrigao
AP-1 (activator protein I). A inibicdo da ligacdo foi demonstrada num ensaio
direto in vitro, bem como por imunoprecipitagdo da cromatina in vivo. Um certo
niumero de experimentos controle foram feitos. Por exemplo, a cocaina ndo
mostrou efeito sobre a ligagdo de AP-1 na sequéncia de ligacdo ndo metilada de
PRKCE, mostrando que o fator AP-1 ndo foi afetado. Ensaios de gene reporter
confirmaram in vivo a perda de transcricdo dependente de AP-1 quando foi
utilizada a sequéncia metilada. Os acentuadores de outros fatores de transcrigao
ndo tinham metilagdo, sendo entdo descartados. Finalmente, a metilacdo da regido
do promotor de um outro gene da mesma familia de proteinas PKC (isto ¢, PKC9)
ndo foi afetado. Existe um grande volume de literatura sobre o papel
cardioprotetor do PRKCE que provavelmente opera através da fosforilagdo de
multiplos moléculas a jusante (downstream) (Liu et ai, 1999;. Inagaki et al., 2006;

Morrow et al., 2006; Yue et al., 2006 citado por Barik 2007).

Uma questdo importante ¢ saber se o efeito observado ¢ devido a cocaina
no sangue fetal ou por uma molécula secundéria produzida pelo sistema da mae na
resposta a cocaina. A cocaina em si ¢ conhecida por percorrer livremente do
sangue da mae para a circulagdo fetal (Benveniste et al., 2005 citado por Barik

2007). Outra questdo ¢ a estabilidade da metilagdo na idade adulta e velhice.
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Zhang et al. (2007) especulam que, como os cardiomiodcitos ndo se dividem apds o
nascimento, a metilagdo adquirida deve persistir. No entanto, isto deve ser testado

em varias idades devido a metilagdo pode ser um processo reversivel.

Estudos revelaram que grupos de genes adjacentes sdo frequentemente
regulados em conjunto (Spellman e Rubin, 2002, citado por Barik 2007). Cada
conjunto pode cobrir de 20 a 200 kilobases, compreendendo de 10 a 30 genes.
Uma analise dos genes em ambos os lados do PRKCE no cromossomo 2p21
revela que eles codificam proteinas criticas de sinalizagdo, tais como fatores de
transcri¢do, fosfatases e transportadores. Estes genes sdo altamente expressos em
tecido cardiovascular, bem como em hematopoiético, digestivo, retinal, neurais e
reprodutivos. Provavelmente ndo ¢ uma coincidéncia que danos significativos a
todos estes tecidos sdo observados em usudrios de cocaina (Summavielle et al.,
2000; Darland e Dowling, 2001; Li et al., 2003; Wilson e Saukkonen, 2004; Ellis
e McAlexander, 2005; He et al., 2006, citado por Barik 2007).
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Figura 5. Mecanismo de regulagdo do gene PRKCe fetal pelo uso materno de
cocaina. O modelo baseia-se nos achados de Zhang et al. (2007). Mae esquerda,
sem exposicdo a cocaina. Direita, mae usuaria de cocaina, com as mudangas
relacionadas a cocaina na cor azul. Na auséncia de cocaina, o sitio promotor de
AP-1 ndo modificado adjacente ao promotor do gene PRKCe no coragao fetal, liga
o fator AP-1 e o gene PRKCe fetal ¢ expresso, oferecendo cardio-protec¢do.
Como resultado do uso da cocaina pela mae, o mesmo local ¢ metilado,
impedindo a ligagdo de AP-1 e a expressdao de PRKCe, deixando o coragdo da

crianga vulneravel a futuras lesdes isquémicas. (Barik 2007).
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1.6.1.2.2 Sitio de ligacio do fator de transcricio fator de transcricao
Sp1
O fator de transcri¢do Spl (specificity protein 1) se liga as seqiliéncias ricas

em GC que sd3o necessarios para a expressdo e regulagdo de uma variedade de

genes.

Este fator esteve envolvido no efeito direto da cocaina na modificacio
epigenética da repressdo do gene PRKCe no coracdo fetal de ratos. Os coragdes
foram isolados a partir de ratos fetais, dia 17 da gestacdo, e tratou-se com cocaina
em um sistema de cultura ex vivo de orgdos. O tratamento de cocaina por 48 h
resultou em redugdes significativas na abundancia da proteina PKCe e do mRNA
e aumentou a metilacdo de dois sitios de ligacdo CpG (-346 e -268) do fator de
transcricdo SP1 na regido promotora de PRKCe. Ensaios de modificagdo da
mobilidade electroforética (Electrophoretic mobility shift assay - EMSA)
demonstraram que a metilacdo CpG de ambos sitios de ligacdo de SP1 inibiu a
ligacdo de SP1. Consistentemente, um ensaio de imunoprecipitacdo de cromatina
mostrou que o tratamento de cocaina diminuiu significativamente a ligagdo do
SP1 para os sitios SPl no coragdo fetal intacto. Ensaios de gene reporter
revelaram que mutagdes dirigidas aos sitios de metilagdo CpG em ambos os sitios
SP1, reduziu significativamente a atividade do promotor PRKCe enquanto a
metilacdo de um unico local (-346 ou -268) ndo teve um efeito significativo. O
efeito causal do aumento da metilacdo na sub-regulacdo de PRKCe induzida por
cocaina, foi demonstrado com o uso de inibidores de metilagdo do DNA. A
presenca de 5-aza-2'-deoxicitidina ou procainamida bloqueou o aumento da
metilacdo induzida por cocaina nos sitios SP1 e bloqueou a diminuicio do RNAm
de PRKCe. Os resultados demonstram um efeito direto da cocaina na modificacao
epigenética da metilagdo do DNA e da repressdo do gene PRKCe cardiaco,
ligando a exposic¢ao pré-natal a cocaina com as consequéncias fisiopatoldgicas no

coracdo de descendéncia adulta. (Meyer et al. 2009a).
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1.6.1.2.3 Gene candidato PRKCe

Familia PRKC
O gene PRKCE codifica uma proteina que faz parte da familia de proteinas

quinase C (PKC), descoberta no final da década de 1970, ¢ composta de pelo
menos 10 serina / treonina quinases, divididas em trés grupos com base na sua
arquitetura molecular e seus cofatores (ver figura 6). As enzimas PKC foram
conservadas ao longo da evolucdo e sdo expressas em praticamente todos os tipos
de células; eles representam transdutores de sinal criticos que regulam a ativagao
celular, diferenciagdo, proliferacdo e morte celular. Os membros da familia PKC
desempenham papéis importantes num conjunto diverso de respostas

hematopoiéticas e imunitarias.

A descoberta da familia se relaciona com o estudo dos forbdis que sdo
compostos promotores de tumores, isto €, substancias que por si s6 nao sao
carcinogénicos ou mutagénicos, mas que podem acelerar o aparecimento de
tumores quando administrados junto com carcindgenos como o benzopireno. O
primeiro forbol identificado foi extraido do 6leo de croton, que ¢ um extrato da
planta Croton tiglium. A pesquisa dos forbois levou a descoberta de uma enzima

PKC como o receptor destas sustancias (Altman & Kong 2016).

Os forbois imitam o diacilglicerol que ¢ uma molécula que media a

comunicacao celular.
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Figura 6. Estrutura e organizacdo das familias proteina-quinase C (PKC). cPKCs:
classical PKC, nPKCs novel PKC, aPKC atypical PKC, Adaptado de Kazanietz
(2016)

Gene PRKCE
Este gene tem 32 éxons e 15 variantes de splicing. Esta na fita senso no

brago curto do cromossomo 2. Faz parte da familia de proteinas quinases que
contém um dominio C2.

Basta et al. (1992) isolaram DNAc correspondente a forma épsilon da
proteina quinase C. Ao nivel dos aminoacidos, a sequéncia de épsilon humana
revelou 98 a 99% de identidade com as sequéncias de camundongo, rato e coelho.
Fungdo
A quinase PRKCe esta envolvida em muitas fungdes celulares diferentes, tais
como ativacdo de canal do neuro6nio, apoptose, prote¢do de isquemia cardiaca,
resposta de choque ao calor, bem como a exocitose da insulina. Na figura 7 se
mostra a expressdo deste gene dependendo do tecido. Estudos em camundongo
nocaute sugerem que esta quinase ¢ importante para a sinalizacdo mediada por

lipopolissacarido (LPS) em macrofagos ativados (RefSeq, Jul 2008).
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Modelo Animal
Castrillo et ai. (2001), produziram camundongos deficientes em PRKCe

através de alteragcdes no éxon 1 do gene PRKCe. Estes ratos tiveram expectativa
de vida e marcadores do sistema imunoldgico normais, mas apresentaram menor
peso e reducdo da fertilidade devido a infecgdes frequentes por bactérias gram-
negativas no utero. Macrofagos de camundongos PRKCe -/- em resposta ao
lipopolissacarido (LPS) reduziram drasticamente os niveis de 6xido nitrico, fator

de necrose tumoral-alfa (TNFA) e interleucina-1-beta (IL1B).

Hodge et al. (2002) descobriram que os camundongos PRKCe nocaute
apresentavam diminui¢do de comportamentos de ansiedade, acompanhados por
redugdo dos niveis de hormodnios do estresse, incluindo o hormdnio
adrenocorticotrofico. Littler et al. (2003) descobriram também que os
camundongos PRKCe nocaute apresentaram diminuicdo na vasoconstricao

pulmonar hipdxica.

1.7 Variagoes genéticas e desfechos em recém-nascidos expostos a cocaina

Em humanos um dos genes mais estudados ¢ o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) que parece estar relacionado com as alteracdes
neurocomportamentais visualizadas em bebés com exposi¢do pré-natal a
cocaina. Niveis de BDNF no sangue de cordio umbilical com os mesmos
individuos desta dissertacdo, foram significativamente maiores entre os bebés
expostos ao crack durante a gravidez em comparagdo com os bebés nao
expostos. Provavelmente, haveria um processo de aumento adaptativo do
BDNF, a fim de procurar uma sobrevivéncia neuronal. (Mardini et al. 2014).
Por outro lado, os transportadores de efluxo foram pouco estudados associados
a EPC, mas tem um papel importante na protecao do feto, razdo pela qual foi

escolhido um polimorfismo no gene ABCBI.
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Gene ABCB1
Este gene codifica a glicoproteina de permeabilidade (gp-P), também

conhecida como glicoproteina P, que ¢ uma bomba de efluxo dependente de ATP

para xenobidticos (Mao, Q 2008).

A glicoproteina-P foi o primeiro transportador do grupo ABC reconhecido
a desempenhar um papel significativo na protecdo do feto a xenobidticos
presentes na placenta (Mao, Q 2008) e sabe-se que a expressao de gp-P no cérebro

fetal ¢ limitada ao nascimento (Lam et al. 2015).

Um polimorfismo (C3435T, rs1045642) neste gene ja foi associado com
comportamento viciante em consumidores de crack / cocaina (Isaza C, et al.,
2013). Este polimorfismo, mesmo sendo sindénimo, afeta a expressdo da
glicoproteina-P, provavelmente alterando o tempo de dobramento e inser¢ao

cotranslacional da gp-P na membrana (Kimchi et al. 2007).

Ceckova-Novotna et al. (2006) relatam que a expressdo de gp-P ¢
significativamente menor se tanto a mae como o bebé sdo homozigotos para o
alelo alterado (TT) em comparacdo com os homozigotos maternos e fetais para o
alelo C. Além disso, as placentas de maes portadoras de polimorfismos para
ambos os alelos 3435T e 2677T também possuem expressio de gp-P
significativamente mais baixa em comparacdo as placentas de individuos de tipo
selvagem (CC/GQG). Estes autores sugeriram que os polimorfismos C3435T e
G2677T podem ter consequéncias clinicas no feto devido a exposi¢do varidvel de

farmacos.

De forma similar Daud et al. (2016), propuseram que a expressao reduzida
de mRNA ou de gp-P devido aos polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs)
3435C> T, 1236C> T e 2677G> T em amostras placentarias humanas, pode ser
evidéncia de uma protegdo fetal mais fraca contra potenciais teratdgenos. Este

achado foi apoiado por dois estudos clinicos que encontraram um risco aumentado
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de fissura labial (Bliek et al. 2009) e anomalias cardiacas congénitas (Obermann
et al. 2011) associado com o alelo materno 3435T nas mades que tomaram
qualquer medicagdo durante o primeiro trimestre da gravidez. Em ambos os
estudos, o risco foi ainda maior nas maes que ndo tomaram suplementos de acido
folico. No entanto, um estudo em japoneses (Tanabe et al., 2001) ndo encontrou

diferenca entre os diferentes gendtipos e a expressao de gp-P na placenta.
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CAPITULO Il

2 JUSTIFICATIVA

A expansdo e disseminacdo do consumo de crack/cocaina no Brasil ¢ um
problema de saude publica durante os ultimos anos, mas ndo existem estudos
sobre metilacio do DNA em bebés com exposi¢cao pré-natal ao crack/cocaina e
também nao foram estudados polimorfismos genéticos que poderiam influenciar o

efeito pré-natal desta substancia.

As primeiras pesquisas nos anos 80 sugeriram um fen6tipo muito grave em
criangas expostas ao crack no Utero, mas esses estudos tinham vérios fatores de
confusdo. Estudos posteriores bem controlados demonstraram que a exposi¢ao
pré-natal a cocaina de fato afeta o crescimento fisico fetal e resulta em aumento
do nascimento prematuro, retardo do crescimento generalizado e -efeitos

comportamentais.

Por fim, a investigacdo ¢ de significativa importancia para compreensao

das possiveis rotas bioldgicas envolvidas no efeito pré-natal do crack/cocaina.
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2.1 OBJETIVOS PRINCIPAIS

Avaliar se a exposi¢do pré-natal ao crack altera padrdo de metilagdo em
genes especificos de bebés expostos ao crack pré-natalmente comparado a
bebés que nao foram expostos.

Estudar desfechos perinatais adversos de exposi¢do pré-natal ao

crack/cocaina em associagdo com um polimorfismo na diade mae-bebé.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Investigar o padrdo de metilagdo da regido promotora e regido UTR do

gene PRKCe nos bebés de mulheres usudrias de crack durante a gravidez,
comparando com os padrdes de metilacdo de individuos ndo expostos ao
crack.

Estudar um polimorfismo no gene ABCB1 em mulheres usuarias de crack
e seus bebés em associacdo com desfechos perinatais adversos de

exposicao pré-natal ao crack/cocaina.
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2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Delineamento do Estudo

Estudo transversal, observacional

2.3.2 Sujeitos do estudo
A amostra faz parte de um estudo maior que consiste de 57 diades mae-

bebé usudrias de crack e 99 diades ndo expostas descritas no trabalho de Mardini

etal (2014, 2016).

As amostras bioldgicas deste estudo consistiram de 41 diades de mulheres
usuarias de crack e seus bebés, além de 4 maées isoladas e 2 bebés isolados. No
grupo dos ndo expostos, foram incluidas 38 diades de mulheres ndo usudrias e

seus bebés, além de 51 maes isoladas e 4 filhos isolados.

Os individuos foram recrutados entre 2012 e 2013 no Hospital Materno
Infantil Presidente Vargas (HMIPV) e no Hospital das Clinicas Porto Alegre
(HCPA). Ambos sdo hospitais de referéncia em assisténcia pré-natal de alto risco

e atendimento de usudrias de crack na cidade de Porto Alegre, Brasil.

As mulheres gravidas foram recrutadas ao chegar ao hospital para dar a

luz. Durante o periodo do estudo houve 2.228 partos.

As maes gravidas saudaveis foram recrutadas de um grupo de doadoras de

sangue de corddao umbilical para o banco de sangue do HCPA.

Os dados sociodemograficos coletados das maes foram idade, cor da pele,
estado civil e nivel socioecondmico (Associacdo Brasileira de Institutos de
Pesquisa de Mercado). O quociente intelectual (QI) foi medido por meio da
Escala Wechsler de Inteligéncia (WAIS) e psicopatologia por meio do Mini
International Neuropsychiatric Interview (MINI) Versao Brasileira 5.0.0 / DSM
IV / Current 7. O uso de crack e outras drogas foi avaliado com ASSIST (4/cohol,
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Smoking and Substance Involvement Screening Test).

Uma revisao da historia médica dos bebés foi realizada para avaliar o peso
ao nascer, bem como a presen¢a de doengas pré-natais e infecciosas transmitidas

pelas maes.

2.3.3 Aspectos Eticos

O estudo ja se encontra aprovado pelo Comité de Etica do Grupo de
Pesquisa e Pos-Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG-
HCPA) sob nimeros 11-0095.

Todos os individuos recrutados para esse trabalho assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

2.3.4 Analises Laboratoriais
2.3.4.1 Coleta e Extracdo de DNA
Foram coletadas amostras de sangue periférico materno e corddo umbilical
dos bebés ao nascimento. O DNA foi extraido pelo kit Gentra Puregene Blood Kit

(Qiagen®), conforme instrugdes do fabricante.

2.3.4.2 Analises de Metilacdo de DNA

O padrdao de metilagdo foi avaliado pela técnica de sequenciamento por
bissulfito direto (Frommer et al., 1992). Para tanto, as amostras de DNA foram
submetidas ao tratamento por bissulfito pelo kit Cells-to-CpG™ Bisulfite

Conversion Kit (Applied Biosystems®), conforme instru¢des do fabricante.

Dois pares de primers foram desenhados para cada regido de interesse, um
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par para amplificacio por PCR da sequéncia original, a partir da ferramenta
Primer Blast (National Institute of Health, USA) e outro para realizar a mesma
reacdo com a sequéncia convertida por bissulfito, com o uso da ferramenta

MethPrimer (Li & Dahiya, 2002).

As amostras previamente tratadas com bissulfito e os DNAs originais
foram submetidos a PCR convencional e os fragmentos amplificados foram
visualizados em gel de agarose ao 2%, a fim de confirmar a efetividade da reagao.
As amostras foram entdo purificadas e sequenciadas utilizando-se os mesmos
primers pelo método de Sanger no equipamento ABI 3130XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). A sequéncia original obtida foi alinhada com a sequéncia
de referéncia do GenBank® (National Institute of Health, USA) no software
CodonCode® Aligner v.3.0.1 (CodonCode Corporation). A sequéncia convertida
por bissulfito foi alinhada no mesmo software. Na figura 8 e 9 se mostra o
procedimento do sequenciamento direto por bissulfito e como ¢ feito o analise dos

resultados.
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Extract nuclear DNA
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- TCGACGATCGAATTTCGGC—
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PCR amplification
of genes of interest
using bisulifite-
compatible primers
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RITat
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0% CpG methylation
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A N G
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Figura 8. Sequenciamento direto por bissulfito. O DNA ¢ primeiro tratado com

bissulfito para conservar a citosina metilada enquanto a citosina ndo metilada ¢

convertida em uracila. Durante a PCR, a uracila € convertida em timina € o

produto ¢ amplificado. O produto de PCR ¢ entdo sequenciado. O nivel de

metilacdo de cada CpG ird resultar em diferentes tamanhos de pico para citosina e

timina como lidos no cromatograma (Parrish et al. 2012).
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CpG site
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G T C€C G T Original sequence

®
-
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G T Bisulfite modified sequence (unmethylated strands)

G T € G T Bisulfite modified sequence (methylated strands)
1500

— Peak height T = 859
750

Calculating % cytosine methylation (mC):
% mC=[C/(C+T)*100
% mC =[190 /(190 + 859)] * 100
% mC =18.11

Peak height

— Peak height C = 190

Sequence position
Figura 9. um exemplo de como realizar a analise semi-quantitativa de dados de

um unico sitio CpG com o uso do primer forward no sequenciamento. Os picos
do cromatograma para a timina (que representa citosinas ndo metiladas que foram
convertidas em uracila durante o tratamento com bissulfito) e citosina
(representando citosinas metiladas que foram mantidas durante o tratamento com
bissulfito) sdo comparados para determinar o nivel médio de metilagdo para cada
local numa amostra dada. A mesma andlise deve ser aplicada quando se utiliza os
primers reverse, ressaltando que os niveis de metilagao serdo derivados utilizando
a propor¢ao de adenina (ndo metilada) para guanina (metilada) em vez de timina e

citosina. (Adaptado de Parrish et al. 2012)."

1 A informagio quantitativa é uma caracteristica amplamente desconhecida e inexplorada dos
tracos fluorescentes de sequenciamento de Sanger. Com a crescente necessidade de quantificar
mutacdes somaticas no tecido tumoral ou a quantidade de metilagdo num locus CpG particular, é

util explorar essa informacao a partir dos dados da altura dos picos. (Applied Biosystems, 2013).
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Desenho de primers

Ap6s o tratamento com bissulfito o DNA esta significativamente fragmentado e
por essa razado ¢ mais facil amplificar fragmentos com menos de 300 pb. Ao
contrario da PCR convencional, os primers para o DNA convertido precisam ser
mais longos (geralmente entre 26-30 bases) e, idealmente, os primers ndo devem

conter sitios CpG (Zymo Research).

Primers
Primer Sequéncia
DNA sem converter Forward AACCCGGCGAGGAAATACAT
DNA sem converter Reverse CTCACCCAGTCCTCGAAGTG
DNA convertido Forward GGAAATATATGTATTGGTTGAGAAT
DNA convertido Reverse CCAAACTATAAACTTCAAACTCAC

2.3.4.3 Analise de polimorfismo ABCB1
A genotipagem dos polimorfismos foi realizada pelo método TagMan®
Genotyping Assay (Applied Biosystems) no Departamento de Genética da
UFRGS. A reacdo foi conduzida conforme especificagdes do fabricante no
equipamento StepOnePlus TM Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems).
As genotipagens foram realizadas no software StepOne Software v.2.2.2 (Applied

Biosystems).

2.3.4.4 Andlise estatistica
Foi utilizada estatistica descritiva para caracterizacdo dos sujeitos de

pesquisa. A normalidade das amostras foi testada utilizando o teste de Shapiro-
Wilks. Quando a distribui¢do ndo era normal, o teste U de Mann-Whitney
utilizou-se e os valores foram expressos como medianas e intervalos. As variaveis
com distribuicdo normal foram avaliadas com o teste t de Student para amostras
independentes. As varidveis categéricas foram analisadas com o teste do qui-

quadrado ou teste exato de Fisher.
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CAPITULO 1l

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1 Caracterizacdo dos participantes de pesquisa

As amostras bioldgicas deste estudo consistiram de 41 diades de mulheres
usuarias de crack e seus bebés, além de 4 maies isoladas e 2 bebés isolados. No
grupo dos ndo expostos, foram incluidas 38 diades de mulheres ndo usudrias e
seus bebés, além de 51 maes isoladas e 4 filhos isolados. No total sdo 45 mulheres

usuarias, 43 bebés expostos; 89 mulheres ndo usuarias e 42 bebés ndo expostos.

Das mulheres isoladas com amostra biologica (4 usudrias e 51 ndo
usuarias), tem-se informacdo sobre os dados perinatais dos seus bebés (peso,

apgar, hospitalizacdo, idade gestacional).

As caracteristicas sociodemograficos destes individuos estdo apresentadas
na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados sociodemograficos e caracteristicas clinicas das usudrias de

crack/cocaina e seus recém-nascidos e no grupo das ndo usudrias.

A Niao
Bebés N Expostos Expostos P
Peso (8). oP) 43 287837 42 312952 0.015
(494,56) (436,91)
Apgar
1", mediana (IQR) 40 9(1) 42 9(1) 0.274
5, mediana (IQR) 41 9(1) 42 10 (1) 0.051
Sexo masculino, n (%) 43 18 (41,9) 42 22(52,4) 0.38
Hospitalizados, n (%) 42 27 (64,3) 41 7@17,1) <0,001
Classificagdo segundo a idade 33 A1
gestacional, n (%)
Adequado 35(92,1) 31 (75,6) 0.133
Pequeno 2(5,3) 8 (19,5)
Grande 1(2,6) 2 (4,9)
Usuarias Nao
Maes N N usudarias P
de crack
de crack
Cor da pele n (%) 45 89
Branca 16 (35,6) 68 (76,4) <0,001*
Preta 16 (35,6) 8(9)
Parda 10 (22,2) 11(12,4)
Indigena 3(6,7) 1(1,1)
Amarela 0 1(1,1)
Idade, mediana (IQR) 45 26 (7) 89 25(9) 0.216
L1 76,34 84,13
QI, média (DP) 29 (8.7) 86 (9.9 <0,001
Classificagdo
socioeconomica**, n (%)
Alto (A,B) 44 6 (13,6) 87 15(17,2) 0.801
Baixo (C,D,E) 38 (88,4) 72 (82,8)
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. . Nao
Usuarias

Maes N N usudarias P
de crack
de crack
Realizagdo de pré-natal 41  30(73,2) 89 89(100) <0,001
Presenca de doenga infecciosa,
n (%) (sifilis, HIV, e/ou hepatite 44 23 (52,3) 89 0 <0,001
C)
Tipo de parto (Cesarea), n (%) 45 14 (31,1) 89 33(37,1) 0,568
Estado civil
(casado/coabitando), 45 23 (51,1) 89 85955 <0,001
n (%)

IQR: intervalo interquartil
DP: Desvio padrao
QI: Quociente de inteligéncia

* O teste foi realizado comparando entre cor da pele autodeclarada branca e todas
as outras categorias juntas.

**O nivel socioeconémico foi avaliado utilizando critérios estabelecidos pela
Associacdo Brasileira de Anunciantes (ABA) e a Associagdo Brasileira de
Institutos de Pesquisa de Mercado (ABIPEME) e dicotomizados em alto (classes
A e B) ou baixo (classes C, D, E).

No ultimo censo (2010), o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) computou na regido metropolitana de Porto Alegre uma populagdo de
3.958.985 habitantes, sendo 82,57% brancos, 9,34% pardos, 7,64% pretos, 0,28%
amarelos, 0,18% indigena e 0,0006% sem declaracdo. A predominancia de
brancos na cidade esta associada com o assentamento inicial no sul do Brasil que
teve uma contribui¢do importante europeia. Ao contrario das estatisticas do IBGE,
na distribuicao da cor da pele entre mulheres usudrias de crack e ndo usuarias foi
encontrada uma diferenca significativa entre os dois grupos sendo a maioria de
usudrias pretas ou pardas. A sobrerepresentacdo de pretos e pardos em contextos
de vulnerabilidade social, como observado nas cenas de crack, ja foi identificado
ndo somente nesta amostra, mas em todas as capitais do Brasil onde s6 o 20,85%

de usuarios sdo brancos (Inacio, 2013).
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Das caracteristicas sociodemograficas comparadas entre os dois grupos de
mulheres foram encontradas diferencas significativas na cor da pele
autodeclarada, no quociente de inteligéncia (QI), na realizacio de pré-natal,
presenga de doenca infecciosa e estado civil. Os achados demograficos deste
estudo sdo consistentes com outros relatos epidemioldgicos do consumo de
drogas, como por exemplo, a falta de um relacionamento estavel, que ja foi

associado com uso de drogas em outras populagdes (Isaza et al., 2013).

Por outro lado, nos bebés foram observadas diferengas significativas no

peso do recém-nascido e na porcentagem de bebés hospitalizados.

3.1.1.1 Consumo de crack e outras substdncias.

Na Tabela 2 estd apresentada a frequéncia de consumo de cocaina ou crack
nos ultimos 3 meses avaliado segundo o instrumento Alcohol, Smoking and
Substance Involvement Screening Test (ASSIST). Observa-se que a maioria das

gestantes usudrias de crack consome também alcool, tabaco e maconha

Tabela 2. Consumo de substincias nos tltimos trés meses antes do parto

Crack
Usuarias *

Nunca 6(21,4)
Uma ou duas vezes 1(3,6)
Mensalmente 3(10,7)
Semanalmente 11 (39,3)
Diariamente ou quase todos

os dias 7 (25)
Total 28

* Nao se tem informacdo do consumo de crack nos ultimos trés meses para todas
as usuarias.
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Alcool

Usuarias de crack Nao Usuarias P

Nunca 10 (37) 45 (78,9) <0,001

Uma ou duas vezes 3(11,1) 9 (15,8)

Mensalmente 3(11,1) 2 (3.9

Semanalmente 9 (33,3) 1(1,8)

Diariamente ou quase 0

todos os dias 2(7,4)

Total 27 57

Maconha
Usuarias de crack Nao Usuarias P

Nunca 15(62,5) - -

Uma ou duas vezes 1(4,2) -

Mensalmente 1(4,2) -

Semanalmente 5(20,8) -

Diériamente ou quase

todos os dias 2(8,3) -

Total 24 9

Tabaco
Usuarias de crack  Nao usuarias P

Nunca 309,7) 26 (66,7) <0,001
Uma ou duas vezes 3(9,7) 0
Mensalmente 1(3,2) 1(2,6)
Semanalmente 4(12,9) 1(2,6)
Diériamente ou quase todos
os dias 20 (64.5) 11 (28,2)
Total 31 39

3.1.2 Andlise de metilagao
A andlise da regido promotora de PRKCE antes da conversdo com

bissulfito, que ¢ o primeiro passo na analise de metilacdo, foi realizado para todos
os bebés (43 expostos e 42 ndo expostos)

A analise de metilagdo (DNA convertido com bissulfito) foi realizada até o
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momento em 19 bebés expostos e 12 bebés ndo expostos devido a problemas

inerentes a técnica da PCR.

3.1.2.1Identificagdo dos locais de ligagdo de fatores de transcri¢do.
Usando a ferramenta PROMO, que ¢ um laboratério virtual para a

identificacdo de sitios provaveis de ligacdo de fatores de transcri¢ao (TFBS) no
DNA, foi avaliada a regido promotora e a 5'"UTR do gene PRKCE para os fatores
SP-1 e AP-1 considerando que estes sitios tinham mudancgas na metilagdo nas

células cardiacas de ratos expostos a cocaina pré-natal.

O banco de dados DECODE também foi utilizado para inferir os locais de
ligagdo dos mesmos fatores de transcricdo (Figura 10). DECODE ¢ baseado em
aplicagdes de mineragdo de texto por SABiosciences e anotagdes de genes de

sitios de ligacdo regulatorios, disponiveis no UCSC Genome Browser.

-

chi2:45.850.043 ' 45,880,043

AP-1 |

SP1 |

Figura 10. Sitios provaveis de ligacdo de AP-1 e SP1 em PRKCE. Seta vermelha:
inicio da transcri¢ao

3.1.2.2 Identificagdo de ilhas CpG
Foi estudada a sequéncia a montante do promotor (3000 pb), a regido S'UTR e

o primeiro exon com o programa Methprimer (Figura 11). Foram identificadas as

trés ilhas, sendo elas:

e [lha 1: 493 bp (1092 - 1584)
e [lha2: 1063 bp (1864 - 2926)
e [lha 3 673 bp (2978 - 3650).
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Figura 11. Ilhas CpG em azul no promotor, a UTR e inicio do exon 1 de PRKCE

Inicialmente foi estudada a ilha nimero 1. Os primers para amplificacdo
do DNA antes da conversdo foram padronizados, mas ndo foi possivel padronizar
os primers do DNA convertido com bissulfito. Também nao foi possivel gerar
primers para a regido convertida com bissulfito na segunda ilha. Por esta razao,
foram desenhados outros primers para a terceira ilha (desde o nucleotideo 3001

até¢ 3551), que comeca com a regido 5S'UTR como se mostra na figura 13.

Como ¢ mostrado na figura 13, os primers para o DNA convertido cobrem
somente um dos dois sitios de ligacdo de interesse para este trabalho. Isto porque a
unica forma de amplificar o sitio de ligagdo de AP-1 ¢ gerando amplicons maiores
a 300 pb, os quais podem ndo ser amplificados devido a uma potencial

fragmentacdo do DNA gendmico durante a conversdao com bissulfito.

A localizacdo da ilha CpG estudada perto do inicio da transcri¢do ¢ uma
localizagdo relevante, especialmente quando assumimos que a metilacdo do DNA

pode estar associada a regulagdo da transcricdo do gene (Michels et al. 2013).
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3.1.2.3 Confirmagdo da PCR
Como se mostra na figura 12, a confirmacao das PCR para PRKCE foi realizada
em gel de agarose.

Amplicon de
559 pb de DNA
original

Amplicon de 259

pb amplificado de
DNA tratado com
bissulfito

Figura 12. Gel de agarose a 2% de duas amostras utilizadas com o DNA antes da
conversdo € com o DNA convertido com bissulfito. No centro, os brancos

(controles negativos) das duas PCR.

3.1.2.4 Eficiéncia da converséo
O sequenciamento revela a qualidade da conversio com bissulfito. Se estiver

incompleta, isso levara ao aparecimento do nucleotideo Cs que ndo estdo
adjacentes ao lado 5' de Gs. Por esta razdo, o sequenciamento fornece seu proprio
padrdo de referéncia interno para avaliar a completude da conversdo com
bissulfito. Além disso, os primers sao concebidos para se anelar com a sequéncia
convertida com bissulfito e assim selecionar moldes de DNA totalmente
convertidos (Biosystems, 2007). Como pode-se observar na figura 14, todas as
citosinas fora dos dinucleotideos CpG foram convertidas para timinas mostrando

conversao completa do DNA.
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3.1.2.5 Polimorfismos na regido ndo traduzida (UTR) e exon 1 de PRKCE
Além dos controles utilizados em ensaios de PCR convencionais, outras medidas

devem ser tomadas para verificar a exatiddo dos dados de metilacdo gerados em
ensaios baseados em PCR. O DNA gendmico nao convertido com bissulfito ¢ um
controle essencial que deve ser incluido em todos os processos de otimizagdo. No
entanto, varios relatos de padronizagdo ndo incluem ou relatam esse tipo de
controle (Hernandez et al., 2013). E importante sequenciar o fragmento de
interesse sem converter, para identificar, por exemplo, possiveis variantes de
citosina para timina, que descaracterizam um dinucleotideo CpG e poderiam ser
interpretadas por erro como uma metilagdo de 100% para essa posi¢dao. O
fragmento de interesse antes da conversdo foi estudado em todos os bebés (43
expostos € 42 ndo expostos). No presente estudo, nenhuma variante em
dinucleotideos CpG foi encontrada, porém alteragdes em outras regides foram

registradas

Na figura 13, mostram-se as 3 variantes encontradas em heterozigose em 4 dos
bebés. Na tabela 3, ¢ mostrada a frequéncia relatada na literatura e as possiveis
consequéncias sobre a ilha CpG correspondente, ligagdo de miRNA, ligacdo de
fatores de transcrigdo, alteracdo de sitios de splicing e finalmente, o potencial
patogénico. Das trés variagdes, somente a primeira (rs200186038) se encontra na

regido convertida com bissulfito que foi analisada.
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DNA sem DNA convertido
converter PF

PF
aacccggcgaddaaatac ﬁ’aﬁtgﬁétdégﬁatcgcccgcgccagggcgcaacgccacaagg

tgtagggagtgtgcggggtggggcgaaaggggacccaagagtccctgtggctcggagtgeccggge
rs200186038 Provavel Sitio de ligagdo de Sp1
cgtcggttcttcattcctgeccctcggggcagacggagtgaccececggeccccactccccgeccega
..+ DNAconvertido PR
ccATGGTAGTGTTCAATGGCCTTCTTAAGATCAAAATCTGCGAGGCEGIGAGCTTGARGECCACA:
rs35135425

CCTCAATGTGGACGACTCGCGCATCGGCCAAACGGCCACCAAGCAGAAGACCAACAGLCCLGGLCT

rs2230498
GGCACGACGAGTTCGTCACCGATGTGTGCAACGGACGCAAGATCGAGCTGGCTGTCTTTCACGAT,
Provavel Sitio de ligacao de AP-1
GCCCCCATAGGCTACGACGACTTCGTGGCCAACTGCACCATCCAGTTTGAGGAGCTGCTGCAGAA
DNA sem converter PR

CGGGAGCCG@@I‘CGAGGACTGGGTGAGlTGCGGCGCCTCCCCGTCATTCCGGGAACCCGGTTG

TGGGGTCCCGGGGAA

Figura 13. Varia¢des encontradas em 4 bebés do total da amostra. Mintsculas:
regido UTR. Maiuasculas: exon. PF: primer forward. PR: primer reverse.
Vermelho: Possivel sitio de ligagdo para fator SP1, que tem posicdo similar e
mesma sequéncia em rato € humano. Laranja: possivel sitio de ligagdo para fator

AP-1 segundo DECODE.
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Tabela 3. Variantes encontradas na regido UTR e inicio do exon 1 de PRKCE.

Identifica¢do da variante rs200186038 rs35135425 rs2230498
Variante Variante 5 UTR (C/G). Variante sindnima  Variante sindnima
C ancestral (C/T). C ancestral ~ (C/T). C ancestral

Frequéncia alélica
1000genomes

Frequéncia alélica nos bebés
(expostos e nio expostos)

Consequéncias
potenciais da
variante

Altera
caracteristicas da
ilha CpG?'

Altera ligacdo de
miRNA? *

Altera ligacio de
fatores de
transcricio? *

Altera sitio de
splicing? *

Patogénico?’

Africana: C: 99 4% Africana: C: 100% Africana: C: 98% T:
M ON ,4/0

T:0 2%
. 0 °
Euro C;g-’%/'olOO‘V Europeia: C98%  Europeia: C 100%
Gl‘éb 51-1 0% G0 T:2% Global: C: 100% T:
Y Global: 98% Ti2% 0%
C: 99,43% C: 98,86% C:99,35%
G: 0,57% T:1,14% T:0,65%
Nao Nao Nao

Altera a ligagdo de miR- L
; ... Altera a ligagdo de L

6090 e cria um sitio . . Altera a liga¢do de

: L miR-708 e de mir- ~_.
potencial de ligacao para miR-4420

. 6806

mir-6743
Perde a ligagdo de 10
fatores de transcri¢do e
gera 3 sitios de ligacdo
novos.

C>T altera ligagdo
de 11 fatores de
transcrig¢ao.

Altera ligagdo de 14
fatores de transcrigdo

C>T altera splicing Cria um silenciador
por alteragdo de um exoOnico de splicing e
ativador exdnico de altera um ativador
splicing. exonico de splicing.

C>G altera splicing por
alteracdo de um ativador
exodnico de splicing.

Sim Sim Sim

Ferramentas usadas para avaliar efeitos das variantes:

O I N R S

Methprimer
MiRBase

TFBIND

Human splicing finder
MutationTaster?2
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As variantes sinénimas ou na regido UTR encontradas na amostra, sao
dificeis de interpretar porque os seus efeitos sobre a expressdo e funcdo da
proteina tendem a ser menos Obvios do que as variantes missense ou nonsense
(Schwarz, Cooper, Schuelke & Seelow 2014). No entanto, como mostrado na

tabela prévia, existem varias ferramentas que podem ajudar na avaliagao delas.

Uma das caracteristicas avaliadas, corresponde a um tipo particularmente
importante de controle da tradugdo em eucariotos que depende de um mecanismo
epigenético: os microRNAs que se ligam a mRNAs e reduzem a producdo da
proteina. A desregulacdo dos miRNAs no cérebro tem sido observada apds a
exposicao a drogas viciantes como a cocaina (Eipper-Mains et al., 2011, citado
por Mu & Zhang 2012), enquanto a regulacdo positiva de alguns miRNAs foi
identificada em pessoas com adicdo com éacool. Especificamente, sobre PRKCe
sabe-se que micro-RNAs modulam os efeitos cardioprotetores deste gene. miR-1 e
miR-31 aumentam apds lesdo de isquemia/reperfusdo tendo como alvo o gene
PRKCE, e a inibi¢do destes micro RNA ¢ cardioprotetora (Pan et al., 2012; Wang
et al, 2015 citado por Scruggs, Wang & Ping 2016) mas as variagdes

identificadas neste estudo ndo parecem alterar esses microRNA.

Nos bebés somente foi avaliada a metilagdo do DNA, no entanto, o estudo
da sequéncia antes da conversdo e as variagdes nelas contidas permitiu avaliar se
as trés alteragdes encontradas podem potencialmente alterar a ligacdo de miRNAs.
A base de dados na qual foi feita esta analise (miRBase), tem informacgao
principalmente de miRNAs maduros verificados experimentalmente; e de
sequéncias de miRNAs que sdo homodlogos de miRNAs verificados num
organismo relacionado (Mu & Zhang 2012). Nao entanto, com esta informacao,
ndo ¢ possivel ter certeza que a regido estudada seja um alvo para os miRNA
mencionados na tabela, porque muitos genes, mesmo tendo as sequéncias alvo,

ndo sdo realmente regulados. De forma similar acontece para os possiveis fatores
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de transcri¢do cuja sequéncia de ligacao ¢ afetada pelas mutagdes, ou por sitios de
splicing alterados. No entanto, a ferramenta MutationTaster? confirmou as trés
variagdes como potencialmente causadoras de doengas. Esta analise, que se baseia
em vdarios dos pardmetros das outras ferramentas, leva em consideragdo a
conservagao evolutiva, alteragdes no sitio de splicing, perda de caracteristicas de
proteinas e alteragdes que podem afetar a quantidade de mRNA (Mu & Zhang
2012).

Por outro lado, Gorlov et al. (2008) sugerem que as 5' UTR estdo sob
pressdo de selecdo purificadora tdo forte como a que afeta mutacdes missense
radicais, em outras palavras, nas UTRs ¢ favorecida a remocdo seletiva de alelos
que sdo deletérios, o que explicaria que a distribui¢do das variagdes nas partes do
genoma que sdo transcritas acontece de forma nao aleatoria: em algumas regides,
sua densidade ¢ alta, e em outros, ¢ baixa. Estes pesquisadores também afirmam
que as 5' UTRs sdo locais importantes para identificar polimorfismos funcionais
associados a doengas. Na amostra deste estudo, a 5'UTR ¢ uma regido conservada
e a Unica variante apresentou uma frequéncia similar que aquela relatada
globalmente em um bebé cujos pais sdo de cor de pele preta autodeclarada, como
era o esperado. De forma similar, as variantes sindnimas foram encontradas em

bebés com pais da mesma ascendéncia mostrada no /000 Genomes.

Finalmente, um estudo demonstrou que as variantes de um Unico
nucleotideo na 5'UTR com patogenicidade desconhecida, podem levar a
metilacdo preferencial de alelos especificos, mostrando uma estreita interagdo
entre genotipo e epigenética (Hitchins et al. 2011), o que frisa a importancia de

estudar ambas caracteristicas.

3.1.2.6 Porcentagem de metilagio em bebés expostos e nGo expostos
ao crack/cocaina pré-natalmente.

Da amostra total de bebés foi possivel realizar analise molecular em 19 expostos

(7 meninos e 12 meninas) e 12 ndo expostos (6 meninos e 6 meninas).
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Dos 19 bebés expostos somente se tem dados de consumo dos ultimos 3
meses antes do parto de 9 das maes: 3 consumiram crack quase todos os dias, 4

mensalmente, 1 duas vezes e 1 nunca.

A porcentagem de metilagdo em todos os bebés tanto expostos como ndo
expostos foi de 0% para cada um dos 18 nucleotideos CpG do amplicon de 255
pares de bases correspondentes @ UTR e o comeco do exon 1. Abaixo se mostram
dois dos dinucleotideos CpG antes e depois da conversdo com bissulfito para um

dos bebés com exposi¢do pré-natal a cocaina/crack (EPC).

T|C G| 66 6 6 C A G A |JC G|IG A G T G A C C C
160 170

LA\ AN AN AN

A G T G A T T T
150 1€0

A

Figura 14. Sequenciamento de um dos bebés com EPC. Primeiro a sequéncia

sem converter e depois convertida com bissulfito mostrando 0% de metilacao.

O sequenciamento direto por bissulfito ¢ uma forma eficaz de determinar a
metilacdo percentual de locais CpG individuais em multiplos locais CpG. Este
método permite uma aproximacdo da metilagdio do DNA que pode afetar a

expressao de um gene de interesse (Parrish et al. 2012).

No entanto, o sequenciamento direto por bissulfito tem limitagdes. Por
exemplo, ndo ¢ capaz de elucidar a diferenca entre a S5-metilcitosina e a 5-
hidroximetilcitosina, que ¢ uma modificagdo que parece estar associada ao
processo de demetilagdo. Outra limitacdo da aplicacdo desta técnica ao sangue de
corddo umbilical, como foi realizado neste estudo, ¢ que varios tipos celulares
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estdo presentes nele (hemadcias nucleadas, granulécitos, mondcitos, células natural
killers, células B, células CD4CT e células CD8CT). Um estudo de metilagdo
global realizado por Bakulski et al. (2016) no sangue do corddo umbilical,
encontrou que as diferencas de metilagdo entre hemacias nucleadas e o restante de
tipos celulares foram as mais pronunciadas, e 99,5% destes locais foram
hipometilados em relagdo aos outros tipos de células. Além disso, compararam
também os perfis de metilagdo de corddo com o painel de referéncia de sangue
periférico adulto e observou-se alta correlagdo entre granuldcitos e monocitos e
pouca correlagdo para células CD8CT e células natural killer (NK). Usando
sequenciamento direto por bissulfito, ndo ¢ possivel diferenciar as alteragdes
especificas de cada tipo celular, a menos que as células sejam dissociadas e
classificadas antes da extragdo do DNA (Adalsteinsson et al. 2012). Pensando, a
nivel de genes especificos, o PRKCE ¢ um gene que tem uma func¢do importante
na producdo de megacariocitos, neutréfilos e nas fungdes efetoras de basofilos,
mastocitos e células natural killers, mas nos tipos celulares restantes (neutrdfilos,
eosinofilos etc.) ndo tem fungdes descritas (Altman & Kong 2016), o que pode
estar sugerindo diferengas na sua metilagdo nos diferentes tipos celulares
presentes nas células estudadas. Infelizmente, essa informagao ndo ¢ possivel de
ser avaliada com as condi¢des experimentais deste estudo que usou o DNA do

total das células presentes no sangue de cordao umbilical.

O sequenciamento Sanger direto, com conversdo por bissulfito ¢ uma
técnica pouco sensivel (Hernandez et al. 2013), o que significa que ¢ possivel que
exista uma baixa porcentagem de metilagdo na sequéncia estudada que ndo foi
detectada. Por exemplo, o estudo realizado por Kacevska et al. (2012) encontrou
que uma metilagdo maior a 50% ou menor a 10% podia apresentar um desvio
menor a + 15% do verdadeiro estado de metilagdo. Estes resultados sugerem que
mesmo que os procedimentos de sequenciamento de bissulfito podem representar
o estado de metilagdo de CpGs, deve ser considerado algum nivel de desvio do

estado de metilagdo absoluto. Para verificar uma possivel baixa metilagdo em
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PRKCE seria necessario utilizar uma técnica mais sensivel como por exemplo

pirosequenciamento ou o metiloma.

O estudo da metilacdo entre dois grupos de individuos com e sem uma
determinada caracteristica ¢ conhecido como epidemiologia epigenética. Na
literatura, a maioria destes estudos encontram diferencas de metilagdo pequena e
equivale a menos de 5% (Michels, 2012). Este tipo de diferencas ndo pode ser
determinada usando sequenciamento direto por bissulfito que, como ja foi
mencionado, ¢ util para ter uma aproximac¢do da metilagdo. Adicionalmente, isto
levanta a questdo da implicacdo funcional das diferengas na metilacdo de por
exemplo 42% contra 46%. Além disso, as diferengas na metilacdo sdo
frequentemente relatadas para CpGs individuais, como no caso do efeito da
cocaina no promotor de Prkce em ratos, e a relevancia funcional de tais diferencas
pode ser dificil de avaliar. No caso de Prkce, foi determinado que o nucleotideo
diferencialmente metilado era o sitio de ligagdo dos fatores de transcricdo AP-1 e
SP1 que tem um papel importante na expressdo do gene em ratos, mas por
limitagdes do desenho do primer, ndo foi possivel avaliar o sitio de ligagdo
provavel do AP-1 em humanos. O sitio de ligacdo provavel do fator de transcri¢ao
SP1 que sim foi avaliado, ndo mostrou diferenga entre bebés expostos e nao

exposto.

Por outro lado, cada momento da gravidez apresenta uma janela de
vulnerabilidade para alguma forma de desenvolvimento (Glover 2015) mas
infelizmente na amostra somente se tem informacao de consumo de substancias
psicoativas para os ultimos 3 meses de gestacdo e mesmo que o consumo de crack

materno dos bebés estudados nao ¢ similar, ndo houve diferenca de metilacao.

Finalmente, ¢ importante lembrar que em ratos, a hipoxia e a cocaina pré-
natal causaram mudangas na metilacdo do gene Prkce que foram diferentes entre
os sexos e também houve aumento da vulnerabilidade cardiaca a isquemia em

descendentes machos adultos, enquanto que a exposigdo fetal a nicotina resultou
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em mudancas na metilacdo e vulnerabilidade cardiaca tanto em machos quanto em
fémeas (Lawrence et al. 2011). Mesmo que nenhuma diferenca na metilacdo foi
encontrada nos bebés estudados para este gene em particular, em humanos ja foi
documentada diferengas devido a EPC entre meninos € meninas mas 0 mecanismo

bioldgico ainda ndo ¢ compreendido.
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3.1.3 Polimorfismo ABCB1

Considerando que as frequéncias das variantes alélicas de ABCB! diferem entre os
grupos étnicos (Aken et al. 2017), a andlise foi realizada separando os grupos

segundo a cor da pele autodeclarada. Os grupos encontraram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (P > 0.05).

3.1.3.1 Polimorfismo nas mdes

Comparando as frequéncias genotipicas e alélicas do total da amostra de
mulheres (ver tabela 4) com a frequéncia relatada para a populacdo brasileira
(Scheiner et al. 2010), foram identificadas diferencas significativas para a
frequéncia genotipica (p=0,006) e alélica (p=0,047). No estudo de Scheiner, as
frequéncias alélicas brasileiras foram diferentes em relagdo as seguintes
populagdes: uma europeia (grega), duas chinesas, todas as indianas, iranianas,

asiaticas (sudoeste) e africanas e uma da América Central.

As mulheres de ascendéncia africana apresentaram o alelo 3435C com
maior frequéncia (0,70) do que os individuos de ascendéncia européia (0,59, tabela
4). A diferenca ndo foi significativa (p=0,079) mas uma frequéncia maior do alelo
3435C ¢ uma caracteristica comum em populagdes de ascendéncia africana (Estrela
et al. 2008) como foi encontrado em um grupo de afrodescendentes com lipus
eritematoso sist€émico recrutado no hospital de clinicas de Porto Alegre (Gonzalez,
2006). Também foram comparadas as frequéncias alélicas da populagao
autodeclarada branca com dados para Portugal (Ameyaw et al. 2001) e houve uma

diferenga significativa (p=0.002).
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Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas das maes separadas por cor da pele

autodeclarada.
Cor da pele Genotipo/Alelo Usuarias N (%) Nao usuarias N (%) Total P
Branca TT 5@31,3) 10 (14,7) 15(17,9) 0,06
TC 9(56,3) 30 (44,1) 39 (46,4)
cC 2 (12,5) 28 (41,2) 30(35,7)
Total 16 68 84
T 19 (59.,4) 50 (36,8) 69 (41,1) 0,027
C 13 (40,06) 86 (63,2) 99 (58.,9)
Pretae Parda TT 2(7,7) 1(5,3) 3(6,7) 1,0
TC 12 (46,2) 9(47,4) 21(46,7)
cC 12 (46,2) 9(47,4) 21(46,7)
Total 26 19 45
T 16 (30,8) 11(28,95) 27(30,0) 1,00
C 36 (69,2) 27(71,05) 63 (70,0)
Indigena TT 1(33,3) 0 1(25,0) 1,00
TC 2 (66,7) 1 (100,0) 3 (75,0)
Total 3 1 4
T 4 (66,7) 1 (50) 5(62,5) 1,00
C 2(33,3) 1 (50) 3(37,5)
Amarela CC 0 1 1 -
Total TT 8(17,8) 11(12,4) 19(14,2) 0,37
TC 23 (51,1) 40 (44,9) 63 (47,0)
CC 14 (31,1) 38 (42,7) 52(38,8)
Total 45 89 134
T 39 (43,0) 62 (35,0) 101 (38,0) 0,18
C 51 (57,0) 116 (65,0) 167 (62,0)

Nao foi identificada diferenga entre os gendtipos das maes comparando
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usuarias e ndo usudrias e separando por cor da pele, mas houve diferengca na
frequéncia alélica das mulheres autodeclaradas brancas (tabela 4). Como o alelo T
foi mais frequente nelas, foram comparadas as amostras num modelo de alelo de
risco e foi encontrada uma diferenca significativa (p= 0,042 Tabela 5). A
compara¢do dos outros grupos ndo foi estatisticamente significativa (dados nao

mostrados).

Tabela 5. Comparacdo entre os genotipos de mulheres usuarias e ndo usudrias de

pele branca num modelo de alelo de risco.

. Usuarias Nao usuarias
Cor da pele Genotipo N (%) N (%) P
Branca CC 2 (12.5) 28 (41.2) 0,042
TT +TC 14 (87.5) 40 (58,8)

Em estudos prévios, o gendtipo 3435CC foi prevalente entre homens
usuarios de crack e/ou heroina, assim como foi mais frequente o alelo C (Isaza et al.
2013). Os pesquisadores propuseram que isso poderia se dever a eficiéncia
aumentada do transportador entre usudrios com genoétipos selvagens (CC) causando
efeitos euforico de duragdo mais curta, o que produz uma sindrome de abstinéncia
rapida e maior compulsdo para continuar o uso. A outra hipdtese, que nao exclui a
anterior, ¢ que fArmacos psicoativos no sistema nervoso central de individuos com
o alelo T (fenotipo P-gp deficiente) produzem niveis excessivos de dopamina,

funcionando como fator protetor contra o abuso de substancias psicoativas.

Em concordiancia com o estudo de Isaza (2013), o gendtipo CC e a
frequéncia do alelo C foi maior nos usuarios de maconha (Benyamina et al, 2009).
Os pesquisadores propdem hipoteses similares ao estudo de Isaza. A maior
frequéncia do alelo C ndo foi reproduzida na amostra de mulheres deste estudo

onde o gendtipo mais frequente entre mulheres brancas usuarias e nao usuarias foi o
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heterozigoto (ndo houve diferencas significativas entre os genotipos) e pelo

contrario, o alelo T esteve associado ao consumo de droga (p=0,042 tabela 5).

As discrepancias nos resultados dos estudos genéticos relacionados a
toxicodependéncia sdo comuns. Isso se deve, em grande parte, a interagdes
complexas de fatores genéticos e ambientais, o que provavelmente envolve
multiplos genes e cada um deles faz apenas uma modesta contribui¢do ao risco
total. Consequentemente, o tamanho da amostra limita o poder estatistico para
detectar pequenas contribui¢des do polimorfismo estudado. O estudo realizado por
Isaza et al. tem 120 usudrios de crack e/ou heroina e 120 ndo usudrios e foi
realizado somente com homens; no estudo de Benyamina et al. foram incluidos 40
usuarios de maconha ¢ 40 ndo usuarios (homens (62,5%) e mulheres (32,5%)),
enquanto este somente inclui mulheres (45 usuérias e 89 nao usudrias, das quais sdo
brancas 16 e 68 respectivamente). Sabe-se que o género ¢ um fator importante nos
estudos de abuso de substincias o que pode estar contribuindo na diferenca das
frequéncias do polimorfismo nos dependentes dos estudos citados.
Especificamente, em modelos animais as flutuagdes hormonais que ocorrem
durante a gravidez e o ciclo menstrual feminino t€ém o potencial de afetar a
expressdo e a funcdo da gp-P e consequentemente a disposicdo e a resposta de
farmacos em geral. Além disso a testosterona, embora ndo seja um substrato da gp-

P, ¢ um potente inibidor dela (Bebawy & Chetty, 2009).

E importante salientar, que mesmo que este polimorfismo ji tenha sido
associado em dependentes a cocaina, ndo estd claro se a cocaina/crack ou algum
metabolito relacionado, sdo substratos da gp-P. No entanto, um estudo de
associacdo em escala gendmica (Genome-Wide Association Studies GWAS) de
1.379 individuos, sugere que um outro polimorfismo no gene ABCB1 (rs4728702)
pode estar envolvido no comportamento anti-social adulto. Considerando outras
pesquisas, este gene parece ter efeitos pleiotropicos em varios comportamentos do
espectro de externalizacdo como por exemplo dependéncia de drogas. As andlises
complementares nessa amostra encontraram que esse polimorfismo de ABCBI
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estava associada com dependéncia de alcool e cocaina, mas ndo encontraram
associacdes entre ABCBI e dependéncia de maconha ou de opidceos (Salvatore et

al. 2015).

Por fim, este polimorfismo exibe grandes diferencas de frequéncia alélica
entre etnias e as frequéncias de haplétipos também diferem por grupo étnico
(Hodges et al. 2011, Estrela et al., 2008) o que poderia estar relacionado com o fato
de encontrar a diferenca alélica somente em mulheres brancas. Para ter uma melhor
compreensdo do hapldtipo também ¢ importante considerar que a auto-identificacao
de acordo com as categorias propostas pelo IBGE ¢ insuficiente para o controle
adequado da estratificacdo populacional em estudos com os polimorfismos de

ABCBI no Brasil (Estrela et al., 2008).

A possibilidade de que a variante associada a propensdo ao consumo de
droga seja outro polimorfismo diferente de 3435T, ndo pode ser excluida, e ¢
necessario seguir investigando outros polimorfismos que possam influenciar a
vulnerabilidade para a aquisicao de dependéncia, para a sua persisténcia ou para a
propensdo para a recaida, o que resultard em uma melhor base cientifica de

prevencao e tratamento de dependentes de drogas.
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3.1.3.2 Polimorfismo nos bebés

Na tabela 6 ¢ mostrada a frequéncia alélica e genotipica nos bebés,
separando por cor da pele materna. Houve diferencgas nos gendtipos entre expostos
e ndo expostos, somente nos filhos das maes autodeclaradas brancas sendo mais
frequente o genotipo TC nos expostos e o CC nos ndo expostos (p=0,045). Nao
houve diferenca nas frequéncias alélicas. Considerando que o alelo T poderia
diminuir a prote¢do contra potenciais teratogenos, a amostra foi avaliada em um
modelo de alelo de risco e foi encontrada diferenca nos filhos de maes brancas
(p=0,026, tabela 7). Para os filhos de maes pardas e pretas ndo houve diferenca

(p=0,67 dados nao mostrados).
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Tabela 6. Frequéncias alélicas e genotipicas dos bebés separados por cor da pele

materna.
Cor da pele Gendtipo Niao
materna /Alelo Expostos expostos Total P
TT 2(13,3) 4(11,4) 6 (12,0)
TC 11(73,3) 14 (40,0) 25 (50,0) 0.045
Branca CcC 2(13,3) 17 (48,6) 19(38,0)0
rane Total 15 35 50
T 15 (50%) 22(314) 37 (37) 0.113
C 15 (50%) 48 (68,6) 63 (63)
TT 3(11,5) 0 39,1
TC 12 (46,2)  3(42,9) 15 (45,5) )
CC 11(42,3) 4(57,1) 15 (45,5)
Parda e preta Total 26 7 33
T 18 (34,6) 3(21,4) 21 (31,8) 0.52
C 34 (65,4) 11 (78,6) 45 (68,2) ’
TT 1 (50,0) 1 (50,0)
TC 1 (50,0) 1 (50,0) i
Indigena Total 2 2
T 3(75) 3(75)
C 1(25) 1(25)
TT 6 (14,0) 4(9,5) 10 (11,8)
TC 24 (55,8) 17 (40,5) 41 (48,2) 0.192
Total CcC 13 (30,2) 21 (50,0) 34 (40,00
o Total 43 42 85
T 36 (41,9) 25(29.,8) 61 (35,9) 0.112
C 50 (58,1) 59(70,2) 109 (64,1)
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Tabela 7. Comparagdo entre os gendtipos de bebés expostos e ndo expostos filhos

de maes de pele branca autodeclarada num modelo de alelo de risco.

1 Genoti
Cor da pele CMOUPY " Usuarias (%)  Nio usudrias (%) P

materna bebé
Branca CC 2(13,3) 17 (48,6) 0,026
TT +TC 13 (86,7) 18 (51,4)

3.1.3.2.1 Desfechos neonatais adversos e o polimorfismo
Foi encontrada diferenca significativa na média do peso (tabela 1, p=0,013)

sendo menor nas criangas expostas ao crack/cocaina, mas ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos quando comparadas categorias de
crescimento fetal intrauterino (pequeno, grande e adequado para idade gestacional),
que constituem-se em importante fator de risco para a mortalidade neonatal (tabela
1). Na tabela 8 se compararam os bebés expostos e ndo expostos, dos quais se tem
amostra biologica materna (45 usudrias de crack e 89 nio usuarias), com a presenga
de desfechos neonatais adversos que ja foram relatados na literatura associados a
cocaina. A porcentagem de criangas pequenas para a idade gestacional (PIG) foi
menor nas criangas expostas quando comparadas com as nio expostas (Tabela 8,
4,4% e 14,6% respetivamente), contrdrio a numerosos estudos prévios (ver
metandlise de Gouin et al. 2011), mas ¢ preciso considerar que outros fatores
podem contribuir para este desfecho (Pereira et al. 2014). Por outro lado, a
prematuridade foi mais frequente nas criancas expostas de forma similar a estudos

anteriores.
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Tabela 8. Desfechos neonatais.

Desfecho adverso Expostos N (%) Nao exposto N (%)
Baixo peso (<2500 g) 7 (15,6) 334
Prematuridade 7 (15,6) 1(1,1)

Criangas pequenas para

idade gestacional 2(44) 13 (14.6)
Abstinéncia neonatal 1(2,2) 0
Total * 12/45 (27,0) 15/89 (18,9)

*Cada bebé podia apresentar mais de um desfecho.

Nos bebés expostos foi encontrado um caso de abstinéncia neonatal.
Contrario aos outros desfechos adversos da tabela 8 que foram associados a EPC
em numerosos estudos, na literatura hd pouca comprovacgao dos relatos iniciais de
abstinéncia neonatal da década de 1980 e 1990. Alguns estudos bem controlados
relataram sinais leves, incluindo nervosismo e irritabilidade que ndo precisaram de
tratamento e ndo estavam relacionados a problemas neurolégicos (Eyler et al. 2001,
M. Behnke & Smith, 2013). Os sintomas de uso indevido de substincias nao
opidides como a cocaina, associados a abstinéncia neonatal ainda estd sujeita a
debate. Hudak e Tan (2012, citado por Jones & Fielder 2015) apresentam um
resumo dos sinais associados ao abuso materno de substincias ndo-opidides. Esses
pesquisadores propdem que os recém-nascidos expostos a essas substancias possam
estar experimentando uma toxicidade especifica a substincia em vez de uma

sindrome de abstinéncia. O quadro torna-se ainda mais complexo quando as
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mulheres gravidas usam multiplas substancias, com potenciais efeitos sinérgicos de
multiplas substancias, que podem complicar a capacidade de avaliar a abstinéncia e
distinguir isso da toxicidade. Deve-se lembrar que das usuarias de crack das quais
se tem informacdo de consumo de outras substincias, nenhuma consumiu opidides

(auto-relato), que ha uma sindrome de abstinéncia nos bebés melhor documentada.

As comparagdes a seguir entre os desfechos adversos e os polimorfismos,
sdo mostradas para filhos de maes autodeclaradas brancas, pretas e pardas. As

categorias restantes tém poucos individuos e ndo sdo mostradas.

Ao comparar bebés com a presenca de desfechos adversos mostrados na
tabela 8 junto com o gendtipo materno em um modelo de alelo de risco, ndo foi
encontrada diferenca entre os grupos (tabela 9). A mesma comparag¢ao foi feita com
o polimorfismo dos bebés e os desfechos adversos, e por ultimo, nas diades
disponiveis, foram considerados ambos os polimorfismos (mae-bebé) comparando

com os desfechos adversos e ndo foi encontrada diferenga (dados nao mostrados).
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Tabela 9. Presenca de desfechos adversos entre bebés com e sem exposi¢ao pré-

natal ao crack/cocaina comparado com o polimorfismo de ABCB/ materno.

C(;r Genotipo D(;ésfechg Expostos Nao expostos Total
mie M Tpge  NCA N - '
CC nao 2 (100,0) 24 (85,7) 26 (86,7) 1
sim 0 4(143)  4(13,3)
Total 2 (100,0) 28 (100,0) 30(100,0)
CT+TT  nido 11 (78,6) 33(82,5) 44 (81,5) 0,7
branca sim 3(21,4) 7(17,5) 10 (18,5)
Total 14 (100,0) 40 (100,0) 54 (100,0)
Total  ndo 13 (81,3) 57(83,8) 70 (83,3) 0,7
sim 3(18,8) 11(16,2)  14(16,7)
Total 16 (100,0) 68 (100,0) 84 (100,0)
cC nio 9 (75,0) 8(88,9) 17(81,00 0,603
sim 3(25,0) 1(1L,1)  4(19,0)
total 12 (100,0) 9 (100,0) 21 (100,0)
preta CT+TT ndo 9(64,3) 7(70,0) 16 (66,7) 1
e sim 5(35,7) 3(30,0)  8(33,3)
parda total 14 (100,0) 10 (100,0) 24 (100,0)
Total  ndo 18 (69,2) 15(78,9) 33(73,3) 0,517
sim 8 (30,8) 421,1)  12(26,7)
total 26 (100,0) 19 (100,0) 45 (100,0)

* Baixo peso, restricao de crescimento, abstinéncia neonatal, prematuridade
b

Segundo a literatura, o alelo T diminuiria a protecdo contra potenciais
teratdgenos porque sabe-se que este transportador na placenta desempenha um
papel significativo na protecdo do feto de xenobioticos (Ceckova-Novotna et al.
2006, Mao, Q 2008). A hipdtese era que aqueles individuos que tivessem o alelo T,
seriam menos eficientes em transportar a cocaina/crack ou algum dos metabdlitos

associados para fora da placenta e poderiam ter maiores desfechos adversos
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associados ao uso.

Entretanto ndo se encontrou associacdo entre esse alelo e

desfechos perinatais que ja foram associados com exposi¢do pré-natal a cocaina na

literatura (tabela 9). Por outro lado, a comparagdo entre as criangas que precisaram

ser hospitalizadas ou ndo, mostrou diferenga significativa nos bebés de maes

autodeclaradas brancas, sendo internados mais frequentemente os filhos de maes

que tinham o alelo T (tabela 10). A mesma andlise se mostrou significativa

considerando o genotipo apenas do bebé (tabela 11) e os gendtipos mae-bebé

(tabela 12).

Tabela 10. Bebés hospitalizados com e sem EPC comparado com o polimorfismo

materno.
Cor da Genétipo ot s Expostos Nao
pele materno Hospitaliza¢iao N(%) Expostos Total (%) P
materna N(%)
Nio 1(50,0)0 22(78,6) 23(76,7) 0,418
CC Sim 1(50,00  6(21,4) 7(23,3)
Total 2(100,0) 28 (100,0) 30 (100,0)
Nio 1(7,1)  37(92,5) 38(70,4)  <0,001
Branca CT+TT  Sim 13 (92.9) 3(7.5) 16 (29,6)
Total 14 (100,0) 40 (100,0) 54 (100,0)
Nio 2(12,5)  59(86,8) 61(72,6)  <0,001
Total Sim 14(87,5)  9(13,2) 23 (27,4)
Total 16 (100,0) 68 (100,0) 84 (100,0)
Nio 6(54,5)  6(66,7) 12(60,0) 0,67
CC Sim 5(45,5) 3(33,3) 8(40,0)
Total 11(100,0) 9 (100,0) 20 (100,0)
Parda e Nio 5357  7(77.8) 12(52,2) 0,089
Preta CT+TT  Sim 9(64,3)  2(222) 11(47,8)
Total 14 (100,0) 9 (100,0) 23 (100,0)
Nio 11 (44)  13(72,2) 24 (55.8) 0,119
Total Sim 14 (56,00  5(27.8) 19 (44,2)
Total 25(100,0) 18 (100,0) 43 (100,0
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Tabela 11. Bebés hospitalizados com e sem EPC comparado com o polimorfismo

do bebé.
Cor da " Nio
m;)til:na Gg:l))télpo Hospitaliza¢io E;p(oo/sot)os E);Ip}gzt)OS Total P
Nao 1 (50.0) 13(76.5) 14 (73.7) 0.468
cC Sim 1(50.0) 4(235)  5(26.3)
Total 2 (100) 17 (100.0)  19(100.0)
Nao 1(7.7) 16 (88.9) 17 (54.8) <0,001
Branca CT+TT Sim 12(92.3) 2(11.1) 14 (45.2)
Total 13 (100.0) 18(100.0) 31 (100.0)
Nao 2(13.3) 29(82.9) 31 (82.9) <0,001
Total Sim 13(86.7) 6(17.1)  19(38.0)
Total 15(100.0) 35(100.0) 50 (100.0)
Nao 5(50.0) 3(75.0) 8(57.1) 0.580
CC Sim 5(50.0) 1(25.0) 6 (42.9)
Total 10 (100.0) 4 (100.0) 14 (100.0)
Nao 7 (46.7) 2(100.0)  9(52.9) 0.471
Pardae  CT+TT  Sim 8(53.3) 0 8(47.1)
Preta Total 15(100.0) 2(100.0) 17 (100.0)
Nio 12 (48.0) 5 17 0.185
Total . 83.3% 54.8%
Sim 13(52.0) 1(16.7)  14(45.2)
Total 25(100.0) 6(100.0)  31(100.0)
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Tabela 12. Bebés hospitalizados com e sem EPC comparando com o polimorfismo

mae-bebé.
Cor da
Genétipo ot~ Nao
pele ~ ~  Hospitalizacao Expostos Total P
materna mae-bebé Expostos
Nao 1 (50.0) 11(73.3) 12 (70.6) 0,515
CC Sim 1 (50.0) 4 (26.7) 5(29.4)
Total 2 (100.0) 15(100.0) 17 (100.0)
Nao 1(7.7) 15 (88.2) 16 (53.3) <0,001
Branca  CT+TT  Sim 12(92.3)  2(11.8) 14 (46.7)
Total 13 (100.0) 17 (100.0) 30(100.0)
Nao 2(13.3) 26 (81.3) 28 (59.6) <0,001
Total Sim 13 (86.7) 6 (8.8) 19 (40.4)
Total 15(100.0) 32 (100.0) 47 (100.0)
Nio 3(50.0)  2(66.7)  5(55.6) 1.0
CC Sim 3 (50.0) 1(33.3) 4 (44.4)
Total 6(100.0) 3 (100.0) 9 (100.0)
Nao 4 (40.0) 2 (100.0) 6 (50.0) 0.455
Parda e .
CT+TT  Sim 6(60.0) 0 6 (50.0)
Preta Total 10 (100.0) 2(100.0) 12 (100.0)
Nio 7 (43.8) 4 (80.0) 11(52.4) 0.311
Total Sim 9(56.3)  1(20.0) 10 (47.6)
Total 16 (100.0) 5(100.0) 21 (100.0)

Estes resultados podem ser um indicativo de que a presenca do alelo T

estaria envolvida numa maior vulnerabilidade do bebé a exposicdo a substancias

durante a gravidez.

E necessario enfatizar algumas limitagdes deste estudo. Primeiro, o tamanho
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da amostra limita o poder estatistico para detectar pequenas contribui¢cdes do
polimorfismo estudado. Segundo, ndo esta claro se a cocaina ou algum dos
metabolitos associados sdo substratos da gp-P mas sabe-se que a expressao dessa
proteina em placentas aumenta significativamente quando expostas a metadona em
combinag¢do com cocaina, comparada com a exposi¢cao com metadona isoladamente
(Malek et al., 2009). A metadona ¢ a terapia de escolha para o tratamento da

dependéncia de opiaceos durante a gravidez.

Por outro lado, a variavel hospitaliza¢do, pode incluir multiplas causas que
deveriam ser analisadas com mais detalhe para caracterizar melhor os desfechos
adversos da amostra. Todavia, ¢ importante salientar que além do consumo de
substancias, a maioria de mulheres usuérias de crack ndo fez pré-natal e estava
exposta a outros estressores como psicopatologias maternas (Mardini et al, 2016)

que poderiam estar contribuindo numa maior porcentagem de bebés hospitalizados.

Outro fator a ser considerado nestes resultados ¢ a falta do estudo dos
haplétipos na amostra. Por exemplo, o RNAm de ABCBI e a glicoproteina P foram
analisados em 73 placentas humanas de caucasianos, bem com os respectivos
gendtipos/haplotipos para os polimorfismos C3435T e G2677T/A de maes e bebés.
Os niveis de mRNA ndo foram diferentes entre estes genotipos. No entanto, as
placentas de maes portadoras de ambos os polimorfismos (3435T e 2677T, TT/TT)
tiveram uma expressdo significativamente menor de glicoproteina P em
compara¢do com placentas de individuos de tipo selvagem (Hitz et al 2004, citado
por Ceckova-Novotna et al., 2006). Na amostra de usudrias de crack somente foi
avaliado um polimorfismo e seria necessario avaliar outros que poderiam estar
influenciando na expressdo da gp-P. Diferentes haplotipos entre etnias explicariam
a associacdo entre o alelo T e o maior nimero de criangas hospitalizadas somente

em maes autodeclaradas brancas.

Embora haja um nimero cada vez maior de pesquisas com o objetivo de

entender o papel dos transportadores de efluxo ABC, atualmente nao ¢ possivel
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usar o conhecimento de genotipo ou haplotipo para prever quais os bebés estariam
melhor protegidos pela sua agdo. Estes resultados seriam transferiveis para outros
grupos de mulheres para quem a toma de fAirmacos durante a gravidez ¢ inevitavel
(mulheres com HIV etc.) e assim reduzir o temor de mulheres que devem tomar

medica¢do durante este periodo (Thajam, 2013).

Finalmente consideramos que estudos como este, levando em conta
variaveis genéticas frente a exposicdes ambientais sdo uma importante via de

compreensdo dos mecanismos e suscetibilidade a agdo teratogénica destes.
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CAPITULO IV

4 CONSIDERAGOES FINAIS

e Nio foi detectada metilagdo na regido UTR e o inicio do exon 1 de
PRKCE em bebés expostos € ndo expostos ao crack.

e O alelo 3435T de ABCRBI foi mais frequente em usudrias brancas que em
ndo usuarias sugerindo associagdo deste alelo com o consumo de
substancias, contrario ao encontrado em homens usuarios de crack e
maconha.

e Nao foi encontrada associagdo entre o polimorfismo C3435T de ABCBI e
os desfechos neonatais adversos: baixo peso, prematuridade, bebés
pequenos para idade gestacional e abstinéncia neonatal entre bebés com
EPC e sem exposi¢do, mas o alelo foi mais frequente em criangas
hospitalizadas filhos de maes usudrias de crack autodeclaradas brancas. A
presenca do alelo T estaria envolvida numa maior vulnerabilidade do bebé

ao uso de substancias durante a gravidez.
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