163
Metodologia para estudo do polimorfismo do gene da enzima
alcool desidrogenase

André Soares Rebellot
Maria da Gléria da Costa Carvalho?

Resumo

As principais enzimas responsaveis pelo metabolismo do alcool sdo a alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase
(ALDH). EsSas enzimas estao presentes em varias formas e sdo codificadas por diferentes genes. Alguns desses genes
apresentam polimorfismos, e as enzimas codificadas por eles podem apresentar diferencas quanto a eficiéncia metabolica
em relacdo ao alcool e ao aldeido acético. EsSa variacdo tem se mostrado um fator que influencia a quantidade de alcool
ingerido e o risco no aumento de abuso e dependéncia ao alcool. Neste trabalho, nds descrevemos um método que
permite estudar o polimorfismo de um dos genes da enzima alcool desidrogenase, 0 gene ADH1C. O DNA foi isolado
de doadores e 0 polimorfismo foi determinado pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Noossos resultados confirmam
aviabilidade da técnica por nés descrita para o estudo do polimorfismo do gene ADH1C.

Palavras-chave: Alcool desidrogenase; polimorfismo; dependéncia alcodlica.

INTRODUCAO

O conjunto de enzimas chamadas de al-
cool desidrogenase (ADH) apresenta uma gran-

A enzima alcool desidrogenase (ADH)
cataliza a reacdo de oxidacdo do etanol na pre-

senca da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD), que é reduzido a forma NADH, ge-
rando, como conseqiliéncia, uma molécula de
acetaldeido. EsSe, por sua vez, é oxidado na
presenca da enzima aldeido desidrogenase
(ALDH), numa reagdo em que, novamente,

de complexidade genética e funcional. Essas
enzimas variam bastante em suas propriedades
farmacocinéticas. As varias formas da enzima
ADH sdo divididas em cinco classes distintas,
de acordo com as subunidades, composicéo de
suas isoenzimas e suas propriedades fisico-qui-

micas (OSIER et al.,2002; AGARWAL, 2001;
DICK; FAROUD, 2003). Os genes para ADH
estdo localizados no cromossoma 4 e se divi-
dem em grupos, conforme resumido no Qua-

NAD ¢ reduzido a NADH, dando origem a
uma molécula de acido acético, conforme se
apresenta na Figura 1 ( RANG; DALE;
RITTER, 1997).
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Classe Gene Alelo Mudanca de Efeito na
nucleotideo proteina
I ADHI1 ADHI1A*1; Forma selvagem
ADH2
ADHI1B*1; Forma selvagem
ADHIB*2; 47G>A Arg>His
AL ADHI1B*3; 369C>T Arg>Cis
ADHI1C*1; Forma selvagem
ADHIC*2; 349G>A [le>Val
11 ADH4 ADH4 -192; -159; -75 | Advidade
reduzida
111 ADHS5 ADHS5 Forma selvagem
___[V A{_?_H7 r’\[)H? Forma .t;clv;igcm
V ADHG6 ADHG6 o

Quadro 1- Classificagio dos genes da Alcool Desidrogenase

NAD* NADH NAD* NADH

ADH ALDH

CH3CHo0H — — — = CH3CHO — — — = CH3COOH

Etanol Acetaldeido Acido Acético

Figura 1- Esquema de ox1dagoes sucessivas do etanol.

dro 1. Nesse Quadro, também sdo apresenta-
dos os alelos correspondentes e os tipos de
polimorfismo mais estudados.

Apesar das fortes evidéncias de compo-
nentes genéticos associados ao alcoolismo, a
deteccdo de polimorfismo em genes especificos
envolvidos nessa relacdo tem dado resultados
ainda insatisfatérios. Muitos sdo o0s genes can-
didatos, mas, devido a contribuicdo dos fatores
ambientais na génese desse distarbio, tem sido
dificil estabelecer, com seguranca, que alelos
participariam desse processo. Esses genes pro-
vavelmente interagem com os fatores
ambientais, porque 0s experimentos genéticos
sugerem que 0 meio ambiente tanto pode exa-
cerbar quanto proteger a expressdo genética de
predisposi¢éo ao alcoolismo (DICK; FAROUD,
2003; DAVIS et al., 2002; MESSAS;
VALLADA FILHO, 2004).

Até o momento, 0s Unicos genes
comprovadamente envolvidos com a suscepti-
bilidade ou resisténcia ao alcoolismo tém sido
aqueles relacionados ao metabolismo do etanol,
mais especificamente, 0s genes codificadores da
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alcool desidrogenase (ADH) e da aldeido
desidrogenase (ALDH). Outros genes, entre-
tanto, tém sido bastante estudados, tais como
0s genes para os receptores do acido gama amino
butirico (GABA), receptores de dopamina,
transportadores de dopamina, neuropeptideo
Y (DICK; FAROUD, 2003; DAVIS et al.,
2002; MESSAS;VALLADA FILHO, 2004).

Este trabalho tem como objetivo descre-
ver uma metodologia que permite estudar o gene
da enzima alcool desidrogenase (ADH). Tal es-
tudo nos permitira, futuramente, caracterizar a
presenca de polimorfismos da ADH na popu-
lagdo brasileira e estabelecer uma possivel cor-
relacdo com o alcoolismo.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

Trata-se de um estudo de genética
molecular, em que todos os individuos convi-
dados a participar foram informados através de
termo de consentimento, livre e esclarecido, no
qual foi explicado o objetivo da pesquisa, assim
como o procedimento de coleta da amostra.

O desenvolvimento experimental deste
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Medicina da Universidade Fede-
ral do Rio de Janeiro (UFRJ), Protocolo de
Pesquisa n° 069/07 — CEP emitido em 16/06/
2007.
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Sitio Iniciadores direto e reverso Condigoes de | Enzima | Tamanho do
polimérfico ciclagem fragmento
(pb)
Sitio Sitio
auscnte pn.'ﬁL']]'[L'
ADHIC A3FXNFORI1 (5> -TTGTTT 95°C (15s), Sspl 378 |274+1
Ile 349Val |ATCTGT GATTTTTTT 176G (155); 04
TGT-3") 72°C (75s)
A3FXNREV3 (5 -CGT TAC
TGT AGA ATA CAA AGC-3)

Quadro 2- Processamento do DNA pela PCR

Coleta

Foi coletado escovado de células prove-
nientes da mucosa oral através de friccdo, du-
rante 30 segundos, na parte interna da boche-
cha (superior e inferior), sempre girando a es-
cova. O processo é repetido com uma segunda
escova no outro lado da bochecha. Apds a cole-
ta, a escova é guardada em um tubo e transpor-
tada para o laboratério, a temperatura ambien-
te. Esse procedimento é indolor e sem risco para
o individuo.

Extracdo do DNA

A escova com 0 material bioldgico é mer-
gulhada em tubo eppendorf de 1,5 mL que
contém 500 uL de tampdo de lise (Tris-HCI
10 mM, pH 7.5; EDTA, 10 mM; NaCl 10
mM; SDS a 2 %) e 15 uL de proteinase K,
10mg/mL. Movimentos circulares sdo feitos para
retirar o material da escova.

O material é incubado por 2 horas a 56
°C. Sédo adicionados 500 uL de
fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (1:1) e, logo
em seguida,o tubo é agitado por cerca de 1
minuto, centrifugado a 8000 rpm por 5 minu-
tos, com posterior retirada da fase aquosa
com”tip” de barreira que é transferida para ou-
tro tubo previamente marcado. Adicionam-se
15 uL de NaCl 5M e 1000 uL de etanol a
95% e mistura-se por inversdo. Em seguida, o
material é incubado a 20°C, no minimo por 1

hora, com posterior centrifugacdo durante 20
min. a 8000rpm. O sobrenadante €é retirado
por succdo e secado.

Finalmente, 0 DNA ¢ ressuspendido em
26 uL de 4dgua e estocado a -20°C.

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

O DNA foi processado através da PCR,
conforme descrito no Quadro 2. A PCR é feita
usando-se 2ml de DNA, 100ng de cada inicia-
dor, dNTP 200 mM, MgCl, 2.0mM, KCI
50mM, Tris HCI 10mM (pH 8,4), e 0,5 U de
“amplitag DNA polimerase” em um volume
total de 25ml.

Todos os protocolos de ciclagem séo fei-
tos conforme descrito na Tabela 2, com uma
ciclagem inicial de 95°C, por 5 min, e uma
final de 72°C, por 10 min

Os produtos da PCR sé&o digeridos com
5U da enzima de restri¢do Sspl, com o uso do
tampdo recomendado pelo fabricante New
England Corporation (OSIER et al., 2002).

Andlise do produto formado

A analise do produto formado foi reali-
zada através da técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida a 10%.O gel foi obtido pela
mistura de acrilamida-bisacrilamida (30:8)
3,32ml; tampdo TBE 5x concentrado 2
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ml;persulfato de amoneo 10%, 240il; TEMED
2,661l e agua destilada 4,44 ml.

O tampdo TBE 5x concentrado contém
Tris-base 60,5g, acido borico 30,859, EDTA
3,72g, diluidos em agua destilada para 1I.

O gel é corrido em cuba apropriada para
eletroforese, com tampdo TBE 1x concentrado.
A voltagem utilizada foi de 80 volts.

Coloracdo pela prata

Em seguida o produto do gel é evidenci-
ado com coloracdo pela prata, obedecendo-se
as seguintes etapas:

1. Colocagdo do gel em solucdo fixadora,
formada pela mistura de 5ml de etanol, 0,37
ml de acido acético e agua destilada para 50ml.
O periodo de fixacdo é de 15 minutos, com
agitacéo leve.

2. Retira-se a solucéo fixadora e cora-se
pela prata. O gel é imerso em uma solugdo com
0,1g de nitrato de prata em agua destilada para
50 mL de volume final e deixado durante 10
minutos com agitacdo leve.

3. Em seguida, o gel é lavado rapidamen-
te com 50ml de agua destilada e colocado em
solucdo reveladora que contém 1,59 de NaOH,
0,4mg de formaldeido e agua destilada para
50ml de volume fina.

Apos a coloragdo satisfatoria das bandas,
0 gel é encubado em 50 ml de solugdo fixadora,
por 10 minutos, seguindo-se adocumentacédo
fotogréafica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de verificar a viabilidade
do método utilizado para obtencdo do DNA
através de escovado da mucosa oral, realizamos
a coleta e extracdo de DNA de doadores volun-
tarios, conforme descrito em Materiais e Méto-
dos.

Posteriormente, o DNA foi amplificado
pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR),
utilizando-se o iniciador para a regido do gene
ADHI1C (lle349Val). Conforme mostra o re-
sultado da Figura 2, os produtos de amplifica-
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Figura 2 - Produto amplificado do gene

ADH1C.
Nota: Canal 1- escala de pares de base 100pb;
Canal 2- produto amplificado de 378 pb
ndo sensivel a acdo da enzima Sspl;Canal 3-
produto amplificado sensivel a Sspl onde se
notam os produtos de 274 €104 pb

Figura 3 - Analise de individuos homozigéticos e

heterozigoticos.

Nota: Canal 1- escala de pares de bases ( 100 pb); Canal
2 - DNA de individuohomozigoto, apresentando dois
fragmentos de 104 e 278 pb, correspondendoao tipo A/
A ou lle.lle; Canal 3- DNA de individuo homozigético,
apresentandoauséncia de sitio de restrigdo para enzima
Sspl, o que corresponde ao gendtipo G/G ou Val/Val;
Canal 4- DNA de individuo heterozig6tico sendo um
alelo com auséncia do sitio de restricdo para enzima Sspl
com gendtipo G e aminoécido na proteina Val, e 0 outro
alelo com a presenca do sitio de restricdo com genotipo A
e aminodcido lle.



¢do obtidos ap6s tratamento com a enzima de
restricdo Sspl sdo compativeis com os esperados
e descritos por Osier e colaboradores(2002).
Observa-se, no canal 2, um produto amplifica-
do de 378 pares de base (pb). Um produto com
esse peso molecular indica que este gene néo foi
sensivel ao tratamento com a enzima de restri-
¢do Sspl. Ja no canal 3, vemos o produto de
amplificacdo do gene ADH1C apresentando 2
fragmentos, respectivamente de 104 e 278pb,
demonstrando que esse alelo é sensivel a enzima
de restrigdo Sspl.

Na Figura 3, ilustramos as diferencas
entre os individuos homozigéticos e heteroz-
igticos. Para tanto, DNA de trés voluntarios
diferentes foi extraido, amplificado por PCR e
posteriormente tratados com enzima de restri-
¢do Sspl e o produto submetido a analise em
gel de poliacrilamida e corado pela prata, con-
forme foi descrito. No canal 2, vemos a presen-
ca de apenas 2 fragmentos de 104 e 278 pb,
respectivamente. Tal dado indica que esse gene
é sensivel a enzima de restricdo, como referido
na Figura 2. Conclui-se, também, que o indivi-
duo € do tipo homozigético, ja que os dois alelos
apresentaram o0 mesmo comportamento. No
canal 3, temos outro exemplo de individuo
homozig6tico. Pode-se observar a presenca de
apenas 1 fragmento de 378 pb, o que indica
ndo s6 que o gene desse individuo néo é sensi-
vel a Sspl, como também que os seus alelos se
comportaram da mesma forma, demonstrando
a homozigose. Ja no canal 4, verificamos a pre-
senca de trés bandas de peso molecular 104,
278 e 378 pb, respectivamente. Esse fato de-
monstra a heterozigose desse individuo, ja que
um alelo se mostrou sensivel a enzima Sspl (ori-
ginando 2 fragmentos de 104 e 278 conforme
descrito anteriormente) e o outro ndo sensivel
(um fragmento apenas de 378pb).

O gene que apresenta a auséncia de sitio
de restricdo para a enzima Sspl corresponde ao
genotipo Guanina/Guanina (G/G), significan-
do que vai formar uma proteina com a compo-
sicdo Val349Vval (Val corresponde ao
aminoécido valina) situada no exon 8. Essa é a
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forma ancestral do gene. Esse gendtipo, como
descrito, indica predisposicdo ao alcoolismo. Ja
0 DNA sensivel a enzima de restricdo
corresponde ao tipo Adenina/Adenina (A/A), o
que gera, na posicdo 349, o tipo portador de
Isoleucina, ou seja, 11e349lle, o que sugere pro-
tecdo ao alcoolismo pelos dados da literatura.
O genotipo tipo A/A, que produz a enzima
[1e349lle, corresponde a enzima de alta ativi-
dade (OSIER et al., 2002; XINGGUANG et
al., 2006; CONNIE et al., 2003). O tipo
heterozigotico, obviamente, apresenta o
genotipo A/G, que gera a enzima do tipo lle
349Val.

Esses resultados nos possibilitam dizer
gue nossa técnica se mostrou eficiente para a
analise do gene ADH1C e seu polimorfismo,
podendo, dessa forma, ser empregada com su-
cesso na analise da composi¢cdo genotipica de
uma dada populagdo, além de se poder avaliar
se ha relagdo entre 0s gendtipos e a presenca ou
ndo de predisposicdo ao alcoolismo nessa mes-
ma populacdo. Conforme foi dito anteriormen-
te, o tipo G/G é indicador de que o individuo é
predisposto ao alcoolismo, e o tipo A/A é pro-
tegido. Claro esta que essas conclusdes ndo sdo
tdo simples, ja que, como foi enfatizado na In-
troducdo, trata-se de uma doenga complexa, que
envolve tanto a participacéo de outros genes bem
como fatores ambientais. Como foi dito, o mé-
todo também permite caracterizar o gendtipo
de uma dada populacdo brasileira quanto ao
gene ADH1C, dado esse que, segundo nos cons-
ta, ndo foi ainda levantado. O estudo da popu-
lagdo brasileira é de grande importancia, devi-
do, principalmente, a sua enorme miscigena-
¢do. Podemos acrescentar também que, atual-
mente, a esperanca da medicina no emprego da
farmacogendmica é muito grande, pois sabe-
mos que os alelos apresentam polimorfismos
com distribuicdo variada em diferentes popula-
¢Oes, 0 que influencia a resposta a medicamen-
tos (LICINIO, 2001). Conhecer, portanto, o
gendtipo de um individuo permite que ele pos-
sa, no futuro, receber a conduta terapéutica mais
adequada.
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Methodology to study the polymorphism of alcohol dehydrogenase gene

Abstract

The main enzimes responsible for the metabolism of ethanol are alcohol dehidrogenase (ADH) and
aldehyde dehidrogenase (ALDH). These enzymes are present in many forms and are encoded by different
genes. Some of these genes are polymorphic and the enzymes encoded by these genes may present different
metabolic efficiency towards alcohol and acetic aldehyde. These variations has been shown to influence the
quantity of alcohol intake and in the higher risk of alcohol abuse and dependence. In this work we describe
a method that allows to study the polymorfism of one of the genes for the alcohol dehidrogenase enzyme, the
gene ADH1C. The DNA was isolated from volunteers and the polymorfism of the ADH1C gene was
determined by polymerase chain reaction (PCR). Our results confirm the feasibility of the technique described
by us to study the polymorfism of the ADH1C gene.

Keywords: Alcohol dehydrogenase- Genetic polymorphism- Alcohol dependence.
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