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RESUMO 

 
 
 
 
RAMOS, J. S. A. Análise de polimorfismos na região promotora do gene citocromo 

P4502E1 (CYP2E1) em indivíduos alcoolistas do município de Goiânia-GO. 2016. 76 p. 

Dissertação de Mestrado em Genética, Pontifícia Universidade Católica de Goiás. 

 
O gene citocromo P4502E1 (CYP2E1) codifica uma enzima que é a principal constituinte do 

Sistema microssomal de oxidação do etanol. Variações genéticas presentes no gene CYP2E1 

resultam em diferenças significativas na atividade enzimática, entretanto o significado 

funcional dessas variações no metabolismo do etanol permanece controverso, uma vez que 

ainda não existe uma correlação evidente com diferenças na atividade catalítica da enzima. 

No presente estudo, a variabilidade da região promotora do gene CYP2E1 foi analisada em 

amostras de alcoolistas de um Centro de Atenção Psicossocial (CAPS) do Estado de Goiás, da 

cidade de Goiânia e os resultados foram comparados com os dados obtidos pelo projeto 1000 

Genomas. Foi realizado um estudo de associação entre polimorfismos da região promotora do 

CYP2E1 e o dano genotóxico em alcoolistas, para isso foram realizados a reação de 

sequenciamento e o ensaio cometa. Nas nossas análises não houve relação dos dados de 

polimorfismos encontrados com o dano genotóxico. Entretanto, a análise de genotoxidade dos 

grupos analisados mostrou maior dano genotóxico no grupo caso (alcoolistas) em relação ao 

grupo controle (p<0,05). Considerando todas as populações avaliadas, 17 pontos de variação 

foram encontrados. Estes pontos de variação estão arranjados em 22 haplótipos diferentes. 

Um elevado desequilíbrio de ligação foi observado entre as variantes nas posições -1295 e -

1055, nos grupos caso e controle e nas populações americana, europeia e asiática. 

Considerando a complexa interação entre fatores genéticos e ambientais na resposta 

interindividual ao uso de bebidas alcoólicas, é desejável a realização de estudos acerca dessa 

interação em populações com características genéticas distintas.  

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: CYP2E1; etanol; metabolismo; polimorfismos. 
  



    
ABSTRACT 

 
 
 
 
RAMOS, J. S. A. Analysis of polymorphisms in the promoter region of the gene 

cytochrome P4502E1 (CYP2E1) in alcoholics of the municipality of Goiânia-GO. 2016. 76 

p. Dissertation Master in Genetic. Pontifícia Universidade Católica de Goiás. 

 

The Cytochrome P4502E1 (CYP2E1) gene encodes an enzyme which is the main constituent 

of microsomal ethanol oxidizing system. Genetic variation present in the CYP2E1 gene result 

in significant differences in enzyme activity, however the functional significance of these 

variations in the metabolism of ethanol remains controversial, since there is not yet a clear 

correlation with differences in catalytic activity of the enzyme. In this study, the variability of 

the promoter region of the CYP2E1 gene was analyzed in samples of alcoholics of a 

Psychosocial Attention Center (CAPS) in the state of Goiás, in the city of Goiânia and the 

results were compared with the data obtained by the 1000 Genomes project. We conducted a 

study of association between polymorphisms of the promoter region of the CYP2E1 and 

genotoxic damage in alcoholics, for this sequencing reaction and the comet assay were 

performed. In our analysis there was no correlation of data polymorphisms found with 

genotoxic damage. However, genotoxicity analysis of the groups showed greater genotoxic 

damage in the case group (alcoholic) compared to the control group (p<0,05). Considering all 

populations evaluated, 17 points of variation were found. These points of variation are 

arranged in 22 different haplotypes. A high linkage disequilibrium was observed between the 

variants at positions -1295 and -1055, in the case and control groups and the American, 

European and Asian populations. Considering the complex interaction between genetic and 

environmental factors in response of interindividual alcoholic beverages, it is desirable to 

conduct studies about this interaction in populations with different genetic characteristics. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 
 

O álcool é uma substância psicoativa com propriedades que podem levar a 

dependência e que ao longo dos séculos tem sido amplamente utilizada em diversas culturas. 

A difusão do consumo de bebidas alcoólicas está associada a uma ampla variedade de 

problemas sociais e de saúde, além de impor um alto custo financeiro para a sociedade 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2015).  

O consumo nocivo de bebidas alcoólicas se tornou um problema de saúde pública que 

tem aumentado progressivamente e atingido pessoas cada vez mais jovens, sendo responsável 

pela morte de aproximadamente 3,3 milhões (5,9%) de pessoas no mundo anualmente. Mais 

de 200 tipos de doenças e lesões físicas e psíquicas possuem relação causal com o consumo 

nocivo do álcool. Câncer, cirrose, desordens mentais e comportamentais são frequentemente 

associados ao consumo do álcool. No entanto, uma proporção importante da carga de doença 

atribuível ao álcool é decorrente de lesões não intencionais e intencionais, incluindo-se 

aquelas devidas a acidentes de trânsito, violências e suicídios (GARCIA E FREITAS, 2015).  

Com os recentes avanços das técnicas em biologia molecular, novos métodos vêm 

sendo incorporados ao estudo da etiologia do alcoolismo. A força dos achados de estudos 

epidemiológicos, que comprovam a existência da participação genética nos transtornos de 

dependência alcoólica faz com que pesquisadores invistam nos estudos moleculares para 

identificar a etiologia do uso crônico e da dependência ao álcool. (MESSAS E VALLADA 

FILHO, 2004).  

Variações genéticas nas enzimas que atuam no metabolismo do álcool como a álcool 

desidrogenase (ADH) e a citocromo P4502E1 (CYP2E1) determinam diferenças 

interpopulacionais na prevalência do alcoolismo, e constituem os únicos genes que possuem 

um papel confirmado na susceptibilidade ou resistência ao alcoolismo (VIEIRA, 2012). 

Diversos são os genes candidatos relacionados ao metabolismo do etanol que, de 

alguma forma, estejam envolvidos com a ação do álcool no organismo, mas, devido à 

contribuição dos fatores ambientais na origem da dependência alcoólica, tem sido difícil 

estabelecer, precisamente, que alelos participariam desse processo. Estudos genéticos sobre a 

dependência alcoólica sugerem que o meio ambiente tanto pode aumentar ou diminuir a 

expressão genética de predisposição ao alcoolismo (REBELLO E CARVALHO, 2008).  

Nesse contexto, o gene CYP2E1 participa de uma das vias envolvidas no metabolismo
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oxidativo do etanol e atinge níveis máximos de expressão após o consumo crônico de álcool, 

em particular nas regiões mais vulneráveis aos danos causados pelo etanol (por exemplo, o 

fígado). A presença de diversos pontos de variação neste gene e a influência que a respectiva 

enzima por este codificada exerce, em nível do metabolismo do etanol, têm estimulado a 

investigação no sentido de desvendar o eventual papel de polimorfismos do gene CYP2E1 na 

etiologia do alcoolismo (MARQUES, 2010).   

 A região promotora do gene CYP2E1 possui alguns pontos de variação importantes, 

que foram descritos em outros trabalhos. Os polimorfismos na região promotora do CYP2E1 

estão localizados em um sítio putativo de ligação para o fator de transcrição Hepatocyte 

Nuclear Factor (HNF-1) e tem sido associado ao aumento de transcrição do gene. A transição 

C>T na posição -1055 e a transversão G>C na posição -1295 são exemplos de polimorfismos 

que estão localizados no sítio de ligação do fator de transcrição HNF-1 e podem estar 

relacionados com a variação na expressão gênica do CYP2E1 (CARVALHO, 2012). Os dois 

polimorfismos citados são relatados em literatura associados com uma atividade de 

transcrição quase dez vezes maior, quando comparados com os não portadores dos 

polimorfismos e que este fenômeno estaria associado ao aumento da produção de acetaldeído 

endógeno em alcoolistas (TAKAMORI, 2012). 

A produção científica que envolve a relação entre o consumo nocivo de álcool e a 

gênese desse distúrbio ainda é insuficiente e configura-se em um campo de investigação a ser 

descoberto (MANGUEIRA, 2015). Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar a 

variabilidade dos polimorfismos de base única (SNPs) presentes na região promotora do gene 

citocromo P4502E1 (CYP2E1) em indivíduos alcoolistas do município de Goiânia-Goiás, 

Brasil e associá-los com o dano genotóxico avaliado pelo ensaio cometa. Concomitantemente 

a isso procuraremos identificar se os polimorfismos da região promotora do gene CYP2E1, 

estão em desequilíbrio de ligação e se são herdados em conjunto na forma de haplótipos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
 
 
2.1. Metabolismo do etanol 
 
 
 
 

O etanol ou álcool etílico (C2H5OH) é uma molécula de baixo peso molecular e 

componente principal de bebidas alcoólicas, podendo ser obtido através do processo de 

fermentação de açúcares (sacarose, maltose, glicose ou frutose) e ao ser metabolizado fornece 

ao organismo energia com cerca de 7,1 kcal/g (GARCIA, 2009; TAKAMORI, 2012;  

VIEIRA, 2012). 

A absorção do etanol no trato gastrointestinal, após ser ingerido, dependerá de vários 

fatores (Quadro 1) (SEITZ E MUELLER, 2010). No organismo humano o etanol é absorvido 

de forma rápida por difusão passiva simples e não sofre processos de digestão 

(CEDERBAUM, 2012; RAMCHANDANI, 2013). 

 
 
Quadro 1.  Fatores que influenciam a absorção gastrointestinal do etanol.  

Fonte: Adaptado de Seitz e Mueller, 2010. 
 
 

Oitenta por cento do álcool ingerido é absorvido no intestino delgado superior e vinte 

por cento é absorvido no estômago. Cerca de 2-10% do etanol administrado via oral é 

absorvido e excretado de forma inalterada através dos pulmões, pele e rins. O etanol restante 

absorvido entra no fígado através da veia porta para então ser oxidado em acetaldeido e deste 

em acetato que posteriormente será convertido a acetil-CoA (ZAKHARI, 2006; SEITZ E 

MUELLER, 2010; VIEIRA, 2012). 

Várias reações que ocorrem nos hepatócitos participam da biotransformação do etanol, 

principalmente reações de oxidação/redução envolvendo várias enzimas e resultando produtos 

que podem ter toxicidade maior ou não em relação ao composto original e que podem 

interagir com moléculas-alvo (DNA, RNA, proteínas) (DRUMMOND, 2005; KOOP, 2006; 

VOGEL, 2007).

Volume e concentração do etanol  

Perfusão sanguínea no estomago e duodeno 

Ingestão simultânea de alimentos 

Taxa de esvaziamento gástrico 

Temperatura Corporal 

Ciclo Menstrual 
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A oxidação do álcool nos hepatócitos ocorre através de três sistemas enzimáticos 

distintos que geram produtos especificos na qual está o acetaldeído, uma substância tóxica ao 

organismo humano e altamente reativo que pode contribuir para uma lesão tecidual 

(ZAKHARI, 2006). As três vias enzimáticas de oxidação são: via desidrogenase alcoólica, 

sistema microssomal de oxidação do etanol (MEOS) e catalase (Figura 1). O acetaldeído 

produzido é oxidado para acetato predominantemente por ação da enzima aldeído 

desidrogenase-2 (ALDH2) que está localizada principalmente na mitocôndria hepática 

(TSENG, 2007; SEITZ E MUELLER, 2010). 

 

 

Figura 1.  Representação esquemática das vias oxidativas do metabolismo do etanol.  
Fonte: Adaptado de Zakahari, 2006. 
 

Em indivíduos cujo consumo de álcool ocorre em um nível moderado e/ou ocasional, 

grande parte do álcool ingerido é quebrado pela enzima álcool desidrogenase (ADH) e 

convertido em acetaldeído. Durante esta reação, um próton de hidrogênio (H+) é removido do 

álcool e transferido para uma molécula chamada nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD), 

que por sua vez, é reduzida a NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida). Esta 

reação fornece um alto valor energético proveniente da NADH que também participa de 

outras reações metabólicas passando o H+ para outros compostos (KOOP, 2006; GARCIA, 

2009; VIEIRA, 2012). 

O sistema microssomal de oxidação do etanol assume um papel importante no 
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metabolismo do álcool, particularmente quando os níveis de consumo são elevados e de forma 

crônica. A principal componente do MEOS é a enzima citocromo P450, que converte o álcool 

em acetaldeído, porém à custa de gasto de energia (ATP)  (VIEIRA, 2012; 

RAMCHANDANI, 2013). Na reação mediada pela citocromo P450 ocorre à liberação de um 

oxigênio e uma molécula reduzida, a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida 

(NADPH) que resulta em calor e na formação de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

(NADP) e água (KOOP, 2006; VOGEL, 2007; CEDERBAUM, 2015). 

Estas reações geram como bioprodutos moléculas contendo oxigênio, chamadas de 

radicais livres ou espécies reativas de oxigênio (ROS) que contribuem para o estresse 

oxidativo observado após o consumo de álcool. As ROS podem interagir com lipídios, 

proteínas e DNA em um processo chamado de peroxidação, que pode ter consequências 

nocivas como a inativação de proteínas e danos no DNA levando a morte celular (KOOP, 

2006; VOGEL, 2007; PLEMENITAS, 2015). 

Outra via de metabolização do etanol é mediada pela enzima catalase que sob 

condições fisiológicas é responsável por menos de 2% do metabolismo do etanol ingerido 

(CEDERBAUM, 2012; VIEIRA, 2012). A participação deste sistema na oxidação do etanol 

ocorre com o consumo de peroxido de hidrogênio (H2O2), posteriormente transformado em 

água e assim como no MEOS, não há formação de ATP (WEBB et al., 2011; 

RAMCHANDANI, 2013). 

Na fase final do metabolismo do etanol o acetato é convertido em acetil coenzima A 

(acetil CoA) com o desdobramento de ATP para AMP (adenosina monofosfato). A acetil CoA 

poderá entrar no ciclo do ácido cítrico (Ciclo de Krebs) transformando-se em dióxido de 

carbono e água (ZAKHARI, 2006; CEDERBAUM, 2012; VIEIRA, 2012). 

 
 
 
 
2.2  Aspectos moleculares 

 
 
 
 
2.2.1  Superfamília Citocromo P450 (CYP450) 

 
 
 
 

A superfamília CYP450 é um grupo formado por enzimas classificadas como 

hemeproteínas e estão presentes em uma variedade de plantas e animais e com uma atividade 

catalítica muito diversificada (CEDERBAUM, 2008; CEDERBAUM, 2015). A designação 
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CYP450 deriva do fato de estas enzimas se ligarem às membranas ao longo da célula (cyto) e 

devido à presença de um grupamento tiol-heme, responsável pela absorção de luz a 

comprimentos de onda próximos dos 450nm, quando na presença de monóxido de carbono 

(CO) (DRUMMOND, 2005; MARQUES, 2010; CEDERBAUM, 2015). 

As CYP450 encontram-se ligadas à membrana do retículo endoplasmático das células 

de vários órgãos e participam no metabolismo de ácidos graxos, esteroides e xenobióticos,  

sendo expressas principalmente no fígado e em menor extensão em outros órgãos como o 

intestino, pulmões ou cérebro (CARTMELL et al. 2005; DRUMMOND, 2005; 

CEDERBAUM, 2008). 

As diversas CYP450 possuem uma nomenclatura baseada na homologia da sequência 

de aminoácidos. Os genes e as enzimas codificadas por estes recebem a designação de CYP 

(citocromo P450), seguida da atribuição sequencial de um número árabe, letra e número 

árabe, correspondendo à família (>40% similaridade), subfamília (>55% de similaridade) e 

gene específico dentro da subfamília respectivamente (CEDERBAUM, 2008; DRUMMOND, 

2005; MARQUES, 2010).  

De acordo com os dados mais recentes, estão identificadas 18 famílias genicas em 

humanos, 44 subfamílias, 58 pseudogenes e 57 genes funcionais sequenciados. Os membros 

das subfamílias CYP1, CYP2 e CYP3 são descritos como sendo os mais envolvidos com o 

metabolismo de xenobióticos e participam da fase I dessa biotransformação, chamada também 

de ativação (HINES, 2008; ZANGER & SCHWAB, 2013). 

 
 
 
 
2.2.2  Subfamília Citocromo P4502E1 (CYP2E1) 

 
 
 
 

O gene CYP2E1 está localizado no cromossomo 10q24.3-qter, é constituído por 9 

exons, 8 introns (Figura 2) e codifica uma proteína de aproximadamente 57 KDa 

(DRUMMOND, 2005; TAKAMORI, 2012). A enzima CYP2E1 está envolvida na oxidação 

de uma série de componentes orgânicos de baixo peso molecular, incluindo benzeno, N-

nitrosamina e etanol (VOGEL, 2007; ZENG et al., 2013).  

A enzima é constitutivamente expressa no fígado, órgão onde atinge níveis máximos 

de expressão, em particular nas regiões mais vulneráveis aos danos causados pelo etanol. Esta 

isoforma representa 7% do conteúdo total de CYP450 no fígado sendo também expressa, em 

menor extensão, em outros locais severamente afetados pelo consumo de etanol como o trato 
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gastrointestinal ou o cérebro (CARTMELL et al., 2005; MARQUES, 2010; TAKAMORI, 

2012). 

A isoforma CYP2E1 é o principal constituinte do MEOS, uma das vias envolvidas no 

metabolismo oxidativo do etanol e outros xenobióticos. Altas concentrações de etanol 

exercem um forte efeito indutor na atividade catalítica da CYP2E1, sendo que até o momento 

é a única isoforma CYP conhecida por ser regulada desta forma (CARTMELL et al., 2005; 

DRUMMOND, 2005). O efeito indutor do etanol na atividade da enzima pode levar a um 

aumento da transcrição e da estabilidade da enzima através de mecanismos transcricionais, 

pós-transcricionais e pós-traducionais. Verifica-se uma dualidade de efeitos em que, por um 

lado, a atividade da CYP2E1 promove a ativação de carcinogênicos e outros compostos 

tóxicos e, por outro lado, desempenha funções importantes ao nível do metabolismo, 

nomeadamente na gluconeogénese, e na destoxificação de uma grande variedade de 

xenobióticos, entre os quais o etanol (VOGEL, 2007; MARQUES, 2010).  

Para além do consumo de etanol, vários outros compostos endógenos ou exógenos 

podem atuar como substratos e, simultaneamente, induzir a atividade da enzima. Fatores 

como o estado nutricional e metabólico do organismo, obesidade ou diabetes participam 

também nos complexos mecanismos de regulação da atividade desta enzima (CEDERBAUM, 

2012; CELORRIO et al. 2012; ZANGER & SCHWAB, 2013). 
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2.2.3  Polimorfismos do gene CYP2E1 

 
 
 
 

O gene CYP2E1 contém vários polimorfismos, alguns dos quais parecem afetar a 

expressão da proteína (DRUMMOND, 2005). De acordo com o Banco de Dados de 

nomenclatura dos alelos do Citocromo P450 (CYP) humano 

(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2e1.htm), foram descritos 7 alelos e 14 variantes alélicas para 

o gene CYP2E1 (Tabela 1) e é possível que as variantes alélicas apresentem diferentes níveis 

de expressão da enzima, influenciando assim a suscetibilidade individual a carcinógenos 

(ZANGER & SCHWAB, 2013). 

 
 
Tabela 1.  Nomenclatura dos alelos do gene CYP2E1.  

ALELO POSIÇÃO ALTERAÇÃO NUCLEOTIDICA 
CYP2E1 * 1A 

 
Nenhuma 

CYP2E1 * 1B Intron 7 9896C>G 
CYP2E1 * 1C Região flanqueadora 5’ 6 repetições 

CYP2E1 * 1Cx2 

  CYP2E1 * 1D Região flanqueadora 5’ 8 repetições 
CYP2E1 * 2 Exon 2 1132G>A 
CYP2E1 * 3 Exon 8 10023G>A 
CYP2E1 * 4 Exon 4 4768G>A 

CYP2E1 * 5A Região flanqueadora 5’ -1295G>C; -1055C> T; 7632T>A 
CYP2E1 * 5B Região flanqueadora 5’ -1295G>C; -1055C>T 
CYP2E1 * 6 Intron 6 7632T>A 

CYP2E1 * 7A Região flanqueadora 5’ -333T>A 
CYP2E1 * 7B Região flanqueadora 5’ -71G>T; -333T> A 
CYP2E1 * 7C Região flanqueadora 5’ -333T>A; -352A>G 

Fonte: Banco de dados de nomenclatura dos alelos do Citocromo P450 (CYP) humano, 2014.  
 
 

O efeito dos polimorfismos do gene CYP2E1 no metabolismo do álcool vem sendo 

estudado e os alelos *5 (região promotora), *6 (intron 6) e *1D (região promotora) são 

descritos com maior evidência de associação com alterações nos níveis de expressão da 

enzima e podem estar associados com o alcoolismo e distúrbios associados (DASGUPTA, 

2015).  

De acordo com as recomendações para a nomenclatura convencional das variantes 

alélicas do gene CYP2E1 o alelo selvagem equivale a CYP2E1*1A e a atividade da enzima 

codificada por esse alelo é normal. Os polimorfismos com substituição C>T  encontrado na 

posição -1055 e com substituição G>C  encontrado na posição -1295 correspondem aos alelos 
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CYP2E1*5A  e  CYP2E1*5B, respectivamente. (MARICHALAR-MENDIA et al., 2010; 

RAMCHANDANI, 2013; ZANGER & SCHWAB, 2013). 

Um importante alelo de alta prevalência (CYP2E1* 5) formado por dois 

polimorfismos na região flanqueadora 5’ (encontradas nas posições -1295 e -1055, 

respectivamente) ocorrem em completo desequilíbrio de ligação em algumas populações e 

parece envolver um local de ligação para o fator de transcrição HNF-1, levando a um aumento 

da transcrição na atividade catalítica da enzima (DRUMMOND, 2005; GARCÍA-

BAÑUELOS et al., 2012; RAMCHANDANI , 2013). 

O polimorfismo localizado no íntron 6 com substituição T>A na posição 7632 gera a 

variante alélica CYP2E1*6, também conhecida por estar associada com o aumento da 

expressão e atividade enzimática (MARICHALAR-MENDIA et al., 2010; ZANGER & 

SCHWAB, 2013; ZENG et al., 2013).  

Outro polimorfismo descrito na literatura do CYP2E1 é um polimorfismo de inserção 

na região promotora de 96pb, na qual segundo a nomenclatura convencional o alelo de 

inserção é nomeado CYP2E1*1D, e o alelo de não inserção, CYP2E1*1C (TANG et al., 

2010). 

As frequências da distribuição das variantes alélicas do gene CYP2E1 são dependentes 

da etnia do grupo estudado (KHAN et al., 2009; TANG et al., 2010). Alguns alelos são 

aproximadamente dez vezes mais frequentes em Asiáticos do que em Europeus. O alelo *5B, 

por exemplo, tem sido descrito com uma prevalência maior em populações asiáticas (cerca de 

40% são homozigotos ou heterozigotos) em comparação com populações caucasianas 

(inferior a 8%). Para o alelo *1D a frequência encontrada foi de  23% em chineses,  31% para 

afro-americanos e  1-7% para caucasianos (RAMCHANDANI , 2013). 

Estudos envolvendo as variantes do gene CYP2E1 têm sido desenvolvidos, porém os 

resultados ainda são controversos, possivelmente devido às dificuldades na interpretação 

sobre o mecanismo biológico de ação das mutações sendo necessários mais estudos para 

compreender os mecanismos de regulação da transcrição e pós-tradução do gene CYP2E1 e 

seu papel na metabolização do álcool   (CEDERBAUM, 2008; MARQUES, 2010; 

RAMCHANDANI, 2013). 
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2.3 Ensaio cometa e avaliação do dano genotóxico 

 
 
 
 

O Ensaio Cometa, ou Eletroforese em Gel de Célula única, é um método de estudo 

genotóxico  desenvolvido por Ostiling e Johanson (1984) e posteriormente foi modificado por 

Singh et al., (1988) que avalia danos ao DNA de células individuais e possibilita quantificar 

quebras da fita simples e dupla no DNA (COLLINS et al., 2008).  

Esse teste é utilizado em uma ampla variedade de aplicações que incluem: 

biomonitoramento, em uma grande variedade de espécies e em sistemas in vitro e in vivo; 

avaliação do dano do DNA e do estresse oxidativo em relação a inúmeras doenças, assim 

como a avaliação da proteção pela atuação de antioxidantes; genética toxicológica (in vitro e 

in vivo, em células humanas, de outros animais e de plantas); monitoramento ecológico e 

toxicologia aquática; uso como ferramenta na investigação do dano e do reparo de DNA em 

diferentes tipos celulares, em resposta a inúmeros agentes genotóxicos (COLLINS et al., 

2008; BAGATINI & MALUF, 2011). 

O principio da técnica é simples e consiste em fazer passar uma corrente elétrica pelas 

células lisadas da amostra em análise, embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusão, 

sobre lâminas de microscopia. As células são englobadas em gel e espalhadas sobre uma 

lâmina e submetidas a uma corrente elétrica que promove uma migração dos segmentos de 

DNA livres, resultantes de quebras, para fora do núcleo. Após a eletroforese, como o DNA 

tem carga negativa, se estiver rompido (clastogênese), migra para fora do núcleo, ficando com 

a aparência de um cometa ou cauda (SILVA et al., 2000). Nesta metodologia, as análises 

podem ser realizadas em microscópios ópticos comuns, quando as células são coradas com 

nitrato de Prata ou corante Giemsa, ou em microscópios de fluorescência, quando coradas 

com brometo de Etídio, Acridine Orange ou iodeto de propídeo. 

Quando comparado com outras técnicas, o ensaio cometa apresenta algumas 

vantagens, dentre elas: (1) Apresenta sensibilidade em apontar baixo nível de danos no DNA; 

(2) Requerimento de baixo número de células por amostras; (3) Flexibilidade; (4) Baixo 

Custo; (5) Fácil aplicação; (6) Habilidade de conduzir estudos utilizando pequena quantidade 

de substância; e (7) Tempo relativamente curto para a realização de experimentos (TICE et 

al., 2000).  
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2.4  Projeto 1000 Genomas  

 
 
 
 

O projeto 1000 Genomas (THE 1000GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2010; 

2012; 2015) é um consórcio internacional estabelecido para fornecer uma descrição detalhada 

da variação genética humana (com uma frequência de ocorrência de >1%), incluindo SNPs, 

variantes estruturais e seu contexto de haplótipos, por meio de técnicas de sequenciamento de 

nova geração. 

Inicialmente (2008) foi avaliado o genoma completo de mil indivíduos de diferentes 

populações, aumentando em 2012 para 1.092 indivíduos oriundos de 14 populações diferentes 

e em 2015, na conclusão do projeto, o genoma de 2.504 indivíduos de 26 populações 

divididos em 5 superpopulações: África (AFR), Europa (EUR), Leste Asiático (EAS), Sul 

Asiático (SAS), e as Américas (AMR) foram avaliados (THE 1000GENOMES PROJECT 

CONSORTIUM, 2015). 

O conjunto de dados disponibilizados de forma pública na internet e obtidos em 

diferentes indivíduos é uma ferramenta essencial para estudos genéticos como a associação e 

identificação de genes candidatos para diferentes doenças e padrões de diversidade gênica 

populacional com a produção de um catálogo de variações genéticas (polimorfismos) e 

avançando para a criação de um mapa em alta resolução das principais diferenças entre os 

seres humano (INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 

2012; INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2015; 

GAZAL et al., 2015). 

Consórcios como  o Projeto 1000 Genomas é fundamental para alcançarmos uma 

compreensão abrangente da variação humana, entretanto é necessário que ocorra a analise de 

um conjunto cada vez mais diversificado de populações humana (THE INTERNATIONAL 

HAPMAP 3 CONSORTIUM, 2010). A população brasileira, por exemplo, ainda não foi 

analisada pelos projetos de sequenciamento e seria uma excelente fonte de estudos, tendo em 

vista que esta constitui uma das populações mais heterogêneas do mundo. 
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2.5  Aspectos epidemiológicos 

 
 
 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) o consumo abusivo de 

bebidas alcoólicas é considerado um fator de risco das principais Doenças Crônicas Não 

Transmissíveis, bem como dos acidentes e violências.  

Conforme as estatísticas do Relatório Global sobre Álcool e Saúde da Organização 

Mundial de Saúde (WHO, 2014) sobre o uso per capita de álcool puro, houve no Brasil um 

consumo de 8,7 litros no ano de 2010, sendo a média mundial  de 6,2 litros per capita  

(Figura 3). 

A análise deste indicador possibilitou avaliar o padrão de uso de álcool na população 

adulta permitindo identificar características sócio demográficas associadas e tendências de 

consumo.  

 
 

 

Figura 3.  Consumo mundial per capita de bebidas, em litros de álcool puro, 2010. 
 Fonte: Adaptado de Global status report on alcohol and health (WHO, 2014). 
 
 

Dados da Pesquisa Nacional de Saúde (PNS), realizada pelo Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE) em 2013, revelaram que o percentual para a população 

brasileira com 18 anos ou mais de idade que costumava consumir bebida alcoólica uma vez 

ou mais por semana, foi de 36,3% entre os homens enquanto, entre as mulheres foi de 13,0% 

(Figura 4).  
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De maneira consistente com o PNS, o levantamento da Vigilância de Fatores de Risco 

e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico (Vigitel) de 2014, demonstrou 

que a frequência do consumo abusivo de bebidas alcoólicas (ingestão de bebidas alcoólicas, 

em uma única ocasião, nos últimos 30 dias sendo cinco ou mais doses para homens ou quatro 

ou mais doses para mulheres) foi maior entre os homens (24,8%) do que em mulheres (9,7%) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
* ‡ : Intervalo de confiança 
Figura 4.  Proporção de pessoas de 18 anos ou mais de idade que costumam consumir bebida 
alcoólica uma vez ou mais por semana, com indicação do intervalo de confiança de 95%, 
segundo o sexo e os grupos de idade- Brasil – 2013. 
Fonte: Adaptado de IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenação de Trabalho e Rendimento, 
Pesquisa Nacional de Saúde 2013. 
 
 

Segundo os dados obtidos pelo Vigitel em 2014, em ambos os sexos, o consumo 

abusivo de bebidas alcoólicas foi mais frequente entre os indivíduos mais jovens, entre 19 a 

34 anos. De acordo com os dados obtidos pela PNS em 2013, a maior frequência do consumo 

abusivo de bebidas alcoólicas ocorreu na faixa etária de 25 a 39 anos com um percentual de 

28,5% (Figura 4). 

Estudo descritivo realizado por Garcia e Freitas em 2015 a partir dos dados da PNS do 

ano de 2013 demonstra prevalências maiores entre os fumantes ocasionais (35,2%; IC95% 

30,4; 40,0%), comparados aos fumantes diários (27,4%; IC95% 25,6; 29,2%), e tais categorias 

apresentaram prevalências mais elevadas do que os não fumantes (11,1%; IC95% 10,6; 11,6%). 
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Entre as regiões, prevalências mais expressivas foram encontradas no Centro-Oeste (16,2%; 

15,0; 17,3%) e Nordeste (15,6%; IC95% 14,8; 16,4%), enquanto a menor foi no Sul (11,1%; 

10,0; 12,2%). 

 
 
 
 
2.6 Centro de atenção psicossocial – Álcool e drogas 

 
 
 
 

Considerando os elevados índices sobre o uso e abuso de bebidas alcoólicas, a 

existência de centros de atendimento que ofereçam assistência direta ao indivíduo com 

transtornos decorrentes do uso e dependência de substâncias psicoativas e a sua família torna-

se necessário (PILLON E LUIS, 2004).  

Através da reorganização dos serviços e das ações de saúde mental surgiram dois 

serviços de atenção representados pelos Núcleos de Atenção Psicossocial (NAPS) e pelos 

Centros de Atenção Psicossocial (CAPS). No ano de 2002, o Ministério da Saúde através das 

Portarias n° 336/GM e 816/GM regulamentou o atendimento do dependente de álcool e 

drogas em Centros de Atenção Psicossocial (CAPS-Ad)  (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004).  

O CAPS-Ad é uma unidade de atendimento em saúde mental, com equipe 

multiprofissional composta principalmente por médico, enfermeiro, psicólogo, terapeuta 

ocupacional e assistente social que realiza atendimentos individuais (medicamentoso, 

psicoterápico, de orientação), atendimentos em grupos e visitas domiciliares (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2004).  

Conforme preconizado pela Política do Ministério da Saúde para a Atenção Integral a 

Usuários de Álcool e outras Drogas, o CAPS se caracteriza pela existência de uma rede 

formada por diversos pontos de atenção interconectados entre si e diversos estabelecimentos 

que prestam o atendimento à saúde e encaminham o paciente conforme suas necessidades 

(OLIVEIRA, 2010). 

Devido ao elevado numero de alcoolistas crônicos atendidos no CAPS-Ad Casa do 

município de Goiânia-GO, essa unidade foi escolhida para realização da coleta de material 

para o desenvolvimento do presente estudo.  
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3. OBJETIVOS 
 
 
 
 
3.1. Objetivo geral 
 
 
 
 

Avaliar a variabilidade dos polimorfismos de base única (SNPs) presentes na região 

promotora do gene citocromo P4502E1 (CYP2E1) em indivíduos alcoolistas do município de 

Goiânia-Goiás, Brasil e associa-los com o dano genotóxico avaliado pelo ensaio cometa.  

 
 
 
 
3.2.Objetivos específicos 
 
 
 
 
1. Avaliar as frequências de oito polimorfismos da região promotora do gene CYP2E1 

(rs3813867, rs6413422, rs2031920, rs2031921, rs181373843, rs147346339, rs3813870, 

rs2031922) no grupo de alcoolistas com as obtidas para o grupo controle; 

2. Correlacionar as frequências referentes aos polimorfismos de base única da região 

promotora do gene CYP2E1 obtidos do grupo caso e controle com os dados do projeto 

1000 Genomas; 

3. Identificar os haplotipos e desequilíbrio de ligação (LD) existentes na região promotora do 

gene CYP2E1; 

4. Avaliar o efeito genotóxico, ao qual estão expostos os indivíduos que fazem uso crônico 

de bebidas alcoólicas, com a utilização do ensaio cometa; 

5. Contribuir para a compreensão da relação do polimorfismo genético com o consumo de 

álcool e os danos ao material genético. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
 
4.1. Casuística 
 
 
 
 

A presente pesquisa contempla um estudo do tipo caso-controle. No período de janeiro 

de 2014 a novembro de 2015 foram avaliados 84 alcoolistas com idade igual ou superior a 18 

anos do município de Goiânia-Goiás, Brasil. Além desse grupo, foram avaliados 96 

indivíduos que não consomem álcool de forma crônica, também com idade igual ou superior a 

18 anos do município de Goiânia, que apresentaram condições socioambientais (idade, sexo) 

e estilo de vida (hábito tabagista) semelhante aos alcoolistas, perfazendo o grupo controle.  

Os critérios de inclusão para o grupo caso considerados para o presente estudo foram: 

paciente previamente diagnosticado pelo Ambulatório do Centro de Atenção Psicossocial – 

Álcool e drogas (CAPS Ad/Casa) como alcoolista por fazer o uso crônico de álcool, possuir 

mais de 18 anos, ter concordado em participar do estudo e assinado o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusão para o grupo caso 

foram: pacientes com menos de 18 anos, não ser considerado alcoolista e não ter concordado 

em participar e assinar o TCLE (Apêndice A).  

Tais indivíduos foram escolhidos aleatoriamente e as amostras de sangue foram 

obtidas voluntariamente, de acordo com TCLE. Dados como idade, hábitos sociais, tempo de 

uso e formas de álcool consumido foram anotados em um questionário de estilo de vida 

(Apêndice B) para a realização dos dados estatísticos.  

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas (CEP) da Universidade 

Federal de Goiás (UFG), com o número de referência 476.938 (Anexo A). 

 
 
 
 
4.2  Coleta e processamento das amostras 

 
 
 
 

As amostras biológicas foram obtidas a partir de coleta por punção venosa de 10 ml de 

sangue periférico dos alcoolistas e dos participantes do grupo controle, na qual  5 ml foram 

acondicionadas em tubos vacutainer heparinizados e 5 ml em tubos vacuntainer contendo 

EDTA, sendo posteriormente armazenadas em isopor com gelo e encaminhadas 
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imediatamente ao Laboratório de Radiobiologia e Mutagênese (LabMut) da Universidade 

Federal de Goiás (UFG) onde foram armazenadas em freezer a -20ºC.  

As coletas do grupo caso foram realizadas no Centro de Atenção Psicossocial – Álcool 

e drogas (CAPS Ad/Casa)  no município de Goiânia-Goiás, Brasil. 

 
 
 
 

4.3  Ensaio cometa 

 
 
 
 

O ensaio cometa foi realizado conforme metodologia descrita por Hartmann et al. 

(2003), com modificações. Para a realização do ensaio cometa, foram utilizadas amostras 

biológicas de 76 pessoas do grupo caso e 66 pessoas do grupo controle devido a inviabilidade 

de algumas amostras ou por impossibilidade de realização do ensaio cometa imediatamente 

após a coleta de sangue. As lâminas foram limpas e preparadas com uma pré-cobertura de 

agarose com ponto de fusão normal (Normal Melting) a 1,5%. Foram utilizados 10 μL de 

sangue de cada indivíduo e diluídos em 1 mL de tampão PBS em tubo plástico tipo Eppendorf  

de 2  ml. Em seguida foram retirados 10 μL desta solução e embebidos em 120 μL de agarose 

com baixo ponto de fusão (Low Melting Point)  a 0,5%, a qual estava em banho Maria a 37ºC. 

Essa mistura foi colocada em lâmina preparada com a pré-cobertura de agarose com ponto de 

fusão normal (Normal Melting) 1,5% e coberta com uma lamínula.  

As lâminas foram colocadas na geladeira a 4ºC durante dois minutos para que 

houvesse a solidificação do material. Após esse tempo as lamínulas foram retiradas e as 

lâminas foram colocadas em cubas de vidro apropriadas e protegidas da luz já com solução 

Tampão de Lise gelada (2,5M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100 e 10% 

DMSO, pH10,0) e permaneceram imersas por até 24 horas. 

Após 24 horas as lâminas foram retiradas da lise e colocadas em uma cuba horizontal 

de eletroforese e fonte eletroforética (Hoefer, EUA), incubadas em tampão alcalino (300 mM 

NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13,0) deixando descansar por 30 minutos e protegidas da luz. A 

corrida eletroforética foi realizada por 25 minutos, a 25 volts e 300 mA. Esta etapa foi feita 

com a cuba de eletroforese no gelo para manter a temperatura a 4ºC e ao abrigo de luz.  

A neutralização foi feita com uma solução Tampão Tris a 0,4M (pH 7,5) por três 

vezes, durante 5 minutos.  Após a neutralização essas lâminas foram lavadas duas vezes com 

água destilada e colocadas para secar “overnight” em temperatura ambiente na posição 
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inclinada. A fixação foi feita com etanol absoluto por 5 minutos e o DNA foi corado com 20 

μL da solução de brometo de etídio a 10 ng/μL. Após a fixação a lamínula foi novamente 

colocada sobre a lâmina deixando descansar por aproximadamente 5 minutos. Após esse 

tempo essas lâminas foram analisadas sob microscopia de epifluorescência Axio Imager 2® 

(Carl Zeiss, Alemanha) utilizando um conjunto de filtros de excitação 515-560 nm, para 

fluorescência vermelha. Os núcleos das células foram visualizados utilizando a objetiva de 

10X e a imagem fluorescente foi captada utilizando o software ISIS®.  Foram analisadas duas 

lâminas para cada indivíduo e foram contadas, ao todo, 100 células por indivíduo, as quais 

foram avaliadas com o auxílio do programa “Comet score” versão 1.5 no qual foram 

analisados quatro parâmetros relacionados a danos genômicos: Comprimento da cauda do 

cometa, Porcentagem de DNA na cauda  e Momento da cauda de Olive.   

 
 
 
 
4.4  Extração e quantificação das amostras 

 
 
 
 

A extração de DNA foi realizada com o kit de extração ReliaPrep™ Blood gDNA 

Miniprep System (Promega®, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. 

Em seguida, as amostras extraídas foram quantificadas utilizando-se o equipamento 

espectrofotômetro NanoVue PlusTM (GE Healthcare, EUA) com alíquotas de 1 μL seguindo as 

recomendações do fabricante.  

Após a quantificação as amostra de DNA foram diluídas para a concentração final de 

20 ng/µL de DNA. Em seguida as amostra foram armazenada em freezer a    -20°C, até o 

momento do uso. Para garantir a pureza do DNA, foram avaliados os seguintes parâmetros de 

absorbância:  

A260/A230 ≥ 1,7 (Avaliar contaminação por sais, polissacarídeos e compostos 

orgânicos como fenol)  

260/A280 = 1,8 a 2,0 (Avaliar contaminação por proteínas) 
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4.5  Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 
 
 
 

Fragmentos gênicos da região promotora do gene CYP2E1 foram detectados 

utilizando a reação de PCR convencional. O primer utilizado e a temperatura de desnaturação 

estão listados na tabela abaixo (Tabela 2).  

 
Tabela 2.  Sequência do oligonucleotídeo iniciador e sua respectiva temperatura de 
desnaturação.  

PRIMER SEQUÊNCIA 
TEMPERATURA DE 

DESNATURAÇÃO 

CYP2E1 
F: CCGTGAGCCAGTCGAGTCTA 

95 ◦C 
R: GGAAAGAGTGAGTCAACCAATTCTG 

* F-Senso; R-Antisenso 
 

A reação de PCR foi realizada no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler da 

Applied Biosystems® (Califórnia, EUA). O protocolo de termociclagem pode ser visualizado 

na Tabela 3. 

 
Tabela 3.  Protocolo de termociclagem para amplificação por PCR convencional. 

CICLOS TEMPERATURA (ºC) TEMPO ETAPA 
1 95 05' Ativação enzimática 

40 
95 10" 

 
61 20" Ciclagem 40 X 
72 25" 

 
1 72 05' 

 
1 4 ∞   

 
O volume utilizado para cada PCR pode ser visualizado na Tabela 4.  Como controle 

negativo para o gene citocromo P4502E1 (CYP2E1) utilizamos uma amostra contendo a 

mistura de reagentes e água ultrapura sem o DNA. 

 
Tabela 4. Protocolo de termociclagem para a genotipagem do primer CYP2E1.   

Reagentes [ ] Inicial [ ] Final Vol. 1 reação 
Buffer 10X 1X 2,5 µL 

CYP2E1 F 10 mM 1 mM 0,5 µL 
CYP2E1 R 10 mM 1 mM 0,5 µL 

dNTP 10 mM 0.2 mM 0.5 µL 
MgCl2 50 mM 1.5 mM 0,75 µL 

Taq Platinum 5 U/µL 1U 0,2 µL 
H2O 

  
15.3 µL 

DNA   100 ng/µL 5 µL 
[ ]: Concentração 
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4.6  Eletroforese em gel de agarose 

 
 
 
 

Para a detecção dos amplicons, o produto de PCR foi submetido à eletroforese em gel 

de agarose com concentração de 2%, corado com Brometo de Etídeo. A agarose foi dissolvida 

em tampão TBE na concentração de 1X (89 mM Tris; 89 mM Ácido Bórico; 2 mM EDTA) e 

aquecida em forno micro-ondas. Após o resfriamento, à temperatura ambiente, o brometo de 

etídio (1 mg/mL) foi adicionado à solução e esta foi colocada em uma cuba de eletroforese 

para polimerização. 

As amostras foram colocadas em poços individuais e submetidas a eletroforese 

conduzida em cuba horizontal e fonte eletroforética (Hoefer, EUA) sob voltagem constante 

(90 V), durante uma hora. Foi utilizado como padrão molecular o marcador de massa 

molecular (100 pb) Low DNA MassTM Ladder da Invitrogen™,     2  μL de cada produto de 

PCR combinados a 5  μL de tampão de carregamento (0,5% azul de bromo fenol e 20% de 

glicerol).  

Ao final do processo, o resultado foi registrado através de captura da imagem do gel 

sob luz ultravioleta utilizando o fotodocumentador GelDoc XR BioRad®. 

 
 
 
 

4.7  Reação de sequenciamento 

 
 
 
 

Os produtos de PCR foram purificados pelo método EXO-SAP, utilizando as enzimas 

Exonuclease I e Fosfatase Alcalina (do inglês Shrimp Alkaline Phosphatase). Em linhas 

gerais, 5 μL de produto da PCR foi adicionado a 1μL de solução Exo/Sap (0,5 μL 

Exonuclease I, 0,5 μL SAP), depois incubado a 37ºC por 90 minutos e então a 80ºC por 20 

minutos. 

Posterior a purificação foi realizado a reação de sequenciamento por eletroforese 

capilar utilizando o método de Sanger com o Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing 

Standart Version 3.1 (Applied Biosystems™, Foster City, CA, USA), seguindo 

recomendações do fabricante.  

Na reação de sequenciamento foram utilizados 1μL de BigDye®, 2 μL de solução 

tampão 5X (fornecido pelo fabricante), 2,5 μL de primer (F/R), 1 μL do produto de PCR 
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purificado por Exo-SAP e ajustados com 3,5 μL água livre de RNase e DNase para um 

volume final de 10 μL. A amplificação foi realizada em termociclador (Veriti® 96-Well 

Thermal Cycler da Applied Biosystems) com o protocolo que consiste de 25 ciclos, cada um 

composto por etapas de desnaturação a 95ºC por 20 segundos, anelamento dos iniciadores a 

50ºC por 15  segundos  e extensão a 60ºC por 1 minuto. 

O produto final foi precipitado com a adição de 40 μL de isopropanol (álcool 

isopropílico) 65%. A mistura foi agitada durante 30 segundos, incubada por 20 minutos à 

temperatura ambiente e centrifugada a 2.000rcf por 45 minutos. Ao final, o sobrenadante foi 

retirado e desprezado e, em seguida, a placa foi vertida e centrifugada novamente por 1 

minuto a 300rpm. O precipitado foi lavado com 250 μL de etanol a 60% e centrifugado a 

2.000rcf por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e inverteu-se a placa e centrifugou-se 

por 1 minuto a 400rpm. Foram adicionados 100 μL de etanol 60% e a placa centrifugada 

invertida por 10 minutos a 2.000rcf e descartado o sobrenadante. O precipitado foi 

centrifugado por 1 minuto a 500rpm e incubado a 95ºC por 1 minutos para a completa 

evaporação do etanol.  

Foi adicionado ao precipitado 10 μL de solução de formamida Hi-Di, deixado a 

temperatura ambiente por 5 minutos e posteriormente agitado durante 1 minuto. A placa 

contendo o precipitado foi centrifugada e então aquecida a 95ºC por 5 minutos e colocada no 

gelo por 1 minuto. Após as etapas citadas a placa pode ser injetada no sequenciador 

automático.  

O sequenciamento dos fragmentos ocorreu em um sequenciador automático de DNA  

ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™, CA). As reações de 

sequenciamento ocorreram em ambas às direções, “forward” e “reverse” para a montagem da 

fita consenso.  

A avaliação da qualidade do sequenciamento foi realizada utilizando o programa 

Sequence Analyzer versão 6 (Applied Biosystems) descartando-se regiões de baixa qualidade 

(nucleotídeos com valor PHRED inferiores a 25 foram descartados e posteriormente 

reavaliados).  Os dados fornecidos pelo sequenciador foram avaliados e editados no software 

SeqScape versão 3 (Applied Biosystems™) e editadas manualmente para a correção de 

possíveis erros utilizando o programa Bioedit Sequence Alignment Editor  versão 7.2.5 

(HALL et al. 1999). Cada SNP detectado  (Tabela 5) foi anotado individualmente e 

comparado com as variações já descritas para a sequência genômica do CYP2E1 por meio do 

software CLC Sequence Viewer versão 7.6.1 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca). Cada SNP teve 
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sua posição correta definida a partir da comparação com a sequência NM_000773.3, 

considerando a Adenina do primeiro ATG traduzido como base número +1. 

 
Tabela 5.  SNPs da região promotora do gene CYP2E1 identificados nesse estudo.  

 SNP ID 
ALTERAÇÃO 

NUCLEOTÍDICA 
POSIÇÃO 

GENÔMICA 
Loco 1 rs3813867 G>C -1295 
Loco 2 rs6413422 A>C -1129 
Loco 3 rs2031920 C>T -1055 
Loco 4 rs2031921 C>T -1027 
Loco 5 rs181373843 G>A; G>C -1009 
Loco 6 rs147346339 A>G -1005 
Loco 7 rs3813870 A>G -930 
Loco 8 rs2031922 T>C -807 

 
 
 
 
4.8  Análise dos dados do projeto 1000 Genomas 

 
 
 
 

Os dados do projeto 1000 Genomas referentes ao gene CYP2E1 foram obtidos no site 

oficial do projeto (www.1000genomes.org) (THE 1000GENOMES PROJECT 

CONSORTIUM, 2010; 2012). A região avaliada neste estudo, região promotora 5' do gene 

CYP2E1, foi filtrada a partir dos arquivos .vcf baixados do site oficial do projeto 1000 

Genomas e concatenados com os dados obtidos a partir das análises das amostras obtidas para 

esse estudo (alcoolistas e controles). O arquivo .vcf resultante foi convertido para o formato 

GENEPOP e ARLEQUIN usando o programa PGDSpider 2.0.19 (LISCHER E EXCOFFIER, 

2012). Para as variações encontradas em uma das análises, mas não na outra, i.e., pontos de 

variação que ocorreram exclusivamente nas análises das amostras brasileiras e vice-versa, 

esses pontos foram considerados monomórficos no grupo onde eles não variaram e a base 

considerada foi a presente na sequencia padrão utilizada na análise (NM_000773.3). As 

frequências alélicas e genotípicas de cada loco foram estimadas por contagem direta através 

do software GenePop® 4.0 (RAYMOND E ROUSSET, 1995). A aderência das frequências 

genotípicas em relação às proporções teóricas de Hardy-Weinberg foi avaliada pelo teste 

exato de Guo e Thompson (GUO E THOMPSON, 1992), utilizando-se o software GenePop® 

4.0 (RAYMOND E ROUSSET, 1995). 
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4.9  Análise estatística 

 
 
 
 

Os dados clínicos, epidemiológicos e laboratoriais foram arquivados em um banco de 

dados criado no programa Excel 2010 (MICROSOFT®), para posterior conversão por meio 

do programa Convert (GLAUBITZ, 2004) para utilização do arquivo no software Arlequin v. 

3.5.2 (EXCOFFIER E LISCHER, 2010). 

Para a analise dos dados sócio demográficos e do ensaio cometa foi utilizado o 

programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versão 20.0 (IBM, Chicago, IL, 

USA), na qual foram realizados os testes de Qui-Quadrado e t-Student, respectivamente. A 

estatística descritiva foi utilizada para caracterizar a população estudada e os resultados 

obtidos foram expressos como médias ± desvio padrão. O teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) 

foi utilizado para os pressupostos da normalidade dos dados obtidos para as variáveis 

numéricas. Posteriormente, foram aplicados testes de hipóteses não paramétricos. Os testes 

aplicados foram o de Kruskal Wallis, para mais de dois grupos e o teste U de Mann Whitney, 

para até dois grupos. Para analisar a correlação entre as variáveis numéricas foi utilizado o 

coeficiente de correlação de Spearman. Foi considerado o valor de 5% (p<0,05) para a 

significância estatística. 

Para a análise do possível desequilíbrio de ligação (LD), o arquivo .vcf foi convertido 

para o formato de .ped LINKAGE e a inferência do padrão de desequilíbrio de ligação (LD) 

na região foi realizada usando o programa Haploview® 4.2 (BARRETT et al., 2005). As 

imagens de LD foram geradas pelo Haploview utilizando-se os SNPs com o alelo menos 

frequente com uma frequência alélica mínima (MAF) de 0,01. As regiões com elevado LD 

(blocos de segregação) foram inferidas pelo método do Intervalo de Confiança (GABRIEL et 

al., 2002). 

Dada a associação positiva do desequilíbrio de ligação entre os pontos de variação 

encontrados, mas a fase de ligação entre cada um destas variantes desconhecida, foi realizada 

uma inferência computacional dos haplótipos definindo-se a provável constituição de cada um 

dos cromossomos dos indivíduos analisados.       

Para a inferência dos haplótipos, dois métodos computacionais foram empregados: o 

software PHASE v2 (Stephens et al., 2001; Stephens e Donnelly, 2003) que implementa um 

método Bayesiano para reconstrução do haplótipo mais provável; e algoritmo de máxima 

verossimilhança implementado no software PL-EM (Qin et al., 2002), que calcula pela 
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maximização da expectativa cada um dos haplótipos presentes nas amostras. Foram realizadas 

10 corridas independentes para cada um dos métodos e os resultados foram então comparados 

entre si. Para este procedimento foi utilizado um script em Perl denominado HaploRunner 

(desenvolvido por E. C. Castelli – disponível em http://bioinfo.icb.ufg.br), versão 1.1b.  

Este script executou as 25 corridas independentes de cada algoritmo, comparando os 

resultados obtidos em todas as corridas e entre ambos os métodos. Foram aceitas somente as 

inferências de haplótipos que atenderam a dois requisitos: a) tiveram probabilidade de 

inferência superior a 90%; b) obtiveram o mesmo haplótipo inferido em todas as corridas para 

cada um dos programas e entre os dois programas. Para o método PHASE foram utilizados os 

seguintes parâmetros: number of iteractions: 1000; thinning interval: 1; burn-in value: 1000 e 

valores seed diferentes para cada corrida. Para o algoritmo PL-EM foram utilizados os 

seguintes parâmetros: Top value: 0; Parsize value: 2; Buffer: 1300 e Round value: 200. As 

relações entre os haplótipos obtidos foram inferidas construindo-se uma network, utilizando-

se para tanto o algoritmo median joining implementado no programa Network® 4.6.1.0 

(BANDELT et al., 1999). 
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5. RESULTADOS 
  
 
 
 
5.1. Caracterização geral do grupo caso e controle 
 
 
 
 

A tabela 6 apresenta os dados referentes às características sócio demográficas dos 

grupos caso e controle quanto à faixa etária, sexo, hábito tabagista e uso de medicamentos. 

Houve uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos caso e controle 

quando se avaliou a faixa etária, o hábito tabagista e o uso de medicamentos (p<0,01). Não 

houve diferença estatisticamente significativa em relação à distribuição dos grupos de acordo 

com o sexo (p<0,20). 

A faixa etária >35 anos foi mais frequente no grupo caso (p<0,01). O sexo masculino 

predominou nos grupos caso e controle (p<0,20) Sobre o hábito tabagista houve diferença 

entre os grupos, com predominância de fumantes no grupo caso e não fumantes no grupo 

controle (p<0,01). Também houve variação entre os grupos quanto ao uso de medicamentos, 

na qual, há maior uso de medicamentos no grupo caso ao contrario do grupo controle em que 

a maioria não faz o uso de medicamentos (p<0,01) (Tabela 6). 

No grupo caso obteve-se uma média na faixa etária de 44 anos (±8,13 anos), sendo a 

idade mínima de 25 anos e a máxima de 60 anos e para o grupo controle obteve-se uma média 

de 36 anos (±9,17 anos), variando entre 20 a 56 anos.  

 
Tabela 6. Características sócio demográficas dos grupos caso e controle. 

Variáveis Sócio demográficas 
Grupo n (%) 

Total p*  
Caso Controle 

Faixa etária 
   

 
≤ 35 anos 11 (14,5%) 35 (53,0%) 46 (32,4%) 

<0,01 
>35 anos 65 (85,5%) 31(47,0%) 96 (67,6%) 

     Sexo 
    

Feminino 12 (15,8%) 16 (24,2%) 28 (19,7%) 
<0,20 

Masculino 64 (84,2%) 50 (75,8%) 114 (80,3%) 

     Tabagismo 
    

Não 19 (25,0%) 54 (81,8%) 73 (51,4%) 
<0,01 

Sim 57 (75,0%) 12 (18,2%) 69 (48,6%) 
 

Uso de Medicamentos 
    

Não 19 (25,0%) 47 (71,2%) 66 (46,5%) 
<0,01 

Sim 57 (75,0%) 19 (28,8%) 76 (53,5%) 
*Teste Qui-Quadrado 
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5.2 Danos no DNA detectados pelo ensaio cometa 

 
 
 
 

A avaliação dos danos ao DNA, calculados pelos parâmetros: Tail Length (TL), 

porcentagem de DNA na cauda (%DNA) e Olive Tail Moment (OTM) está representada na 

Tabela 7. Os resultados obtidos, analisando a média ± DP (desvio padrão), mostraram maior 

dano genotóxico no grupo caso em relação ao grupo controle quando analisado os parametros 

comprimento da cauda (TL) (p<0,001), à porcentagem de DNA na cauda (p<0,002) e 

momento da cauda de Olive  (OTM) (p <0,001). 

Em relação ao parâmetro Tail Length (TL) foram obtidas os resultados de 14,23 ± 8,15 

para o grupo caso e 9,75 ± 5,49 para o grupo controle. Quanto ao parâmetro porcentagem de 

DNA na cauda (%DNA) os resultados obtidos foram 23,70 ± 13,38 para o grupo caso e 15,74 

± 10,36 para o grupo controle. Os resultados obtidos para o parâmetro Olive Tail Moment 

(OTM) foram 7.81 ± 5.92 no grupo caso e 4,04 ± 3,85 no grupo controle. 

 
 
Tabela 7.  Valores médios ± desvio padrão (DP) do Tail Length (TL), da porcentagem de 
DNA na cauda (% DNA) e do Olive Tail Moment (OTM) obtidos pelo ensaio do cometa para 
os grupos caso e controle. 

 
 

Neste estudo, o dano genotóxico do grupo caso não mostrou associação com o tempo 

de tabagismo e  etilismo, carga tabágica e quantidade de álcool/dia associadas para os 

parâmetros do ensaio cometa analisados, apresentando valores de p>0,05 (Tabela 8). 

 
 
Tabela 8. Estimativas da correlação de Spearman dos parâmetros do ensaio cometa entre os 
hábitos tabagista e alcoolista para o grupo caso. 

 

Dano genômico 
Grupo (Média ± Desvio padrão) 

Z p** 
Caso (nc = 1) Controle (nc = 7) 

TL 14,23 ± 8,15 9,75 ± 5,49 4,17 <0,001 
% DNA 23,70 ± 13,38 15,74 ± 10,36 4,26 <0,002 

OTM 7,81 ± 5,92 4,04 ± 3,85 5,41 <0,001 
*nc = não consta **Teste t-Student 

    

Matriz de correlação TL % DNA OTM 
Tempo de tabagismo (anos) r=-0,14; p=0,23 r=0,00; p=0,97 r=-0,05; p=0,67 

Carga tabágica r=-0,10; p=0,38 r=0,02; p=0,88 r=-0,01; p=0,93 
Tempo de etilismo r=-0,19; p=0,09 r=-0,06; p=0,61 r=-0,07; p=0,55 

Quantidade de álcool/dia r=0,09; p=0,44 r=0,08; p=0,47 r=0,10; p=0,42 
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5.3 Frequências alélicas,  genotípicas e aderência  ao equilíbrio de 

Hardy-Weinberg 

 
 
 
 

Após a análise da variabilidade da região promotora do gene CYP2E1, das 84 

amostras oriundas dos alcoolistas do Centro de Atenção Psicossocial, dos 96 do grupo 

controle e dos indivíduos incluídos no projeto 1000 Genomas, foram encontrados 17 pontos 

de variação (Tabela 9). 

Considerando apenas as amostras brasileiras, oito pontos de variação foram detectados 

na região promotora do CYP2E1, nas posições -807 (rs2031922), -930 (rs3813870), -1005 

(rs147346339), -1009 (rs181373843), -1027 (rs2031921), -1055 (rs2031920), -1129 

(rs6413422) e -1295 (rs3813867) (considerando a primeira A do primeiro ATG traduzido 

como nucleotídeo +1) e nove pontos de variação estavam presentes somente nas amostras do 

1000 Genomas. Todos os sítios de variação encontrados e as suas frequências em brasileiros e 

nas outras populações avaliadas no projeto 1000 Genomas são apresentados na Tabela 9. 

Todas as variações exclusivas do Brasil ou de alguma população do projeto 1000 

Genomas foram consideradas como sítios monomórficos nas demais populações, 

considerando o nucleotídeo presente na sequência de referência (NM_000773.3) como o 

nucleotídeo presente nestes pontos. 

Das nove variações encontradas exclusivamente nas populações avaliadas pelo projeto 

1000 Genomas, todas apresentaram frequências superiores a 1% em pelo menos uma das 

populações.  

O número de pontos de variação por população variou entre cinco e oito. As 

populações brasileira (grupos caso e controle) e Cingaleses de Tamil habitantes do Reino 

Unido (STU) apresentaram o maior número de variações. Sete dos dezessete pontos de 

variação foram encontrados em apenas um grupo populacional. 

As frequências genotípicas aderiram ao esperado pelo Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

para todos os marcadores (P > 0,05) (Tabela 10). Não foram detectados desvios para o 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg nas amostras Brasileiras. 
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5.4 Desequilíbrio de ligação 

 
 
 
 

A presença de uma associação significativa entre os pontos de variação na região 

promotora do gene CYP2E1 foi avaliada pela mensuração do Desequilíbrio de Ligação (LD) 

(D') (Lewontin, 1964), utilizando o software Haploview 4.1 (Barrett et al., 2005). A Figura 6 

mostra o padrão de LD obtido utilizando-se os pontos de variação que apresentaram 

frequência alélica mínima (MAF) de 1%. 

A avaliação do LD apresentados pelos grupos caso e controle e populações americana, 

europeia e asiática indicou a presença de regiões cujos polimorfismos               -1295G>C  e  -

1055C>T apresentam um forte desequilíbrio (Figura 6). Os padrões de LD variam entre os 

grupos avaliados, especialmente entre as amostras das populações americana e leste asiática. 

Utilizando o método de intervalo de confiança executado no software Haploview, 

apenas na população americana foi detectado um bloco envolvendo toda a região promotora 

do CYP2E1. Também foi observado um bloco com elevado LD na população leste asiática. 

Na população africana, dois blocos de LD foram detectados envolvendo as extremidades da 

região promotora do gene CYP2E1.  
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Figura 6.  Desequilíbrio de Ligação entre os pares de SNPs no gene CYP2E1.  

 

A imagem foi gerada pelo programa Haploview usando SNPs com frequência ≥ 1%. Áreas em vermelho escuro 
indicam forte LD (LOD ≥ 2, D '= 1), azul indica LD fraco (LOD ≤ 2, D '= 1) e branco indica que não há LD (LD 
≤ 2, D '≤ 1). Os blocos de haplótipos foram definidos pelo método de intervalos de confiança implementado no 
software Haploview. Diferentes valores de D' são representados dentro dos quadrados como percentagens. LOD 
log das probabilidades; D', correlação par a par entre os SNPs. Posições de SNPs foram estimados considerando 
a adenina no primeiro ATG como uma base +1. 
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5.5 Diversidade, frequência e relações entre os haplótipos 

 
 
 
 

Dada à associação positiva entre os pontos de variação da região promotora, os 

haplótipos foram inferidos por dois métodos probabilísticos: PHASE, e algoritmo de máxima 

verossimilhança implementado no software PL-EM (QIN et al., 2002). A inferência de 

haplótipos foi realizada em 2.684 (2.504 amostras do projeto 1000 Genomas e 180 amostras 

brasileiras). O projeto 1000 Genomas permite que os dados sejam baixados já com fase 

inferida.  

A análise revelou a presença de 22 haplótipos diferentes utilizando os 17 pontos de 

variação considerando todas as populações em conjunto (Tabela 11). A probabilidade média 

de cada par de haplótipos foi 0,999995 para o método PHASE e 0,99997 para o algoritmo PL-

EM. A Tabela 12 apresenta a frequência relativa dos 22 haplótipos encontrados nos dados do 

projeto 1000 Genomas e nas amostras caso e controle. 

O haplótipo H01 foi o mais frequentemente encontrado em todas as populações 

avaliadas (Tabela 12). O segundo haplótipo mais frequente considerando todos os grupos é o 

H02 seguido pelos haplótipos H03 e H04, respectivamente. A população brasileira apresentou 

o maior número de haplótipos sendo um exclusivo do Brasil, haplótipo H22. 
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Tabela 11. Haplótipos encontrados considerando os pontos de variação presentes na região 
promotora do gene CYP2E1. 

H
ap

ló
ti

p
os

 Pontos de variaçãoa 
-1

29
5 

-1
28

2 

-1
12

9 

-1
07

8 

-1
05

5 

-1
02

7 

-1
00

9 

-1
00

5 

-9
30

 

-8
97

 

-8
88

 

-8
57

 

-8
46

 

-8
07

 

-7
93

 

-7
86

 

-7
63

 

H01 G T A G C T G A A T C C C T T C A 
H02 G T A G C T G A G T C C C T T C A 
H03 G T A G C T G A A T C C C C T C A 
H04 C T A G T C G A A T C C C C T C A 
H05 C T A G C C G A A T C C C C T C A 
H06 G T A G C T G G A T C C C T T C A 
H07 G T C G C T G A A T C C C T T C A 
H08 C T A G C T G A A T C C C C T C A 
H09 G T A G C T G A A T C C C T G C A 
H00 G T A G C T C A A T C C C T T C A 
H11 G T A G C T G A G T C C T T T C A 
H12 C T A G T C G A A T C C C T T C A 
H13 G T A G C T G A A T C T C T T C A 
H14 G T A G C T G A A G C C C T T C A 
H15 G G A G C T G A A T C C C T T C A 
H16 G T A G C T G A G T C C C T T C C 
H17 G T A G C T G A A T T C C T T C A 
H18 G T A A C T G A A T C C C T T C A 
H19 G T A G T T G A A T C C C T T C A 
H20 C T A G C T G A G T C C C C T C A 
H21 G T A G C T G A A T C C C T T A A 
H22 G T A G T C G A A T C C C C T C A 

a Posição genômica referenciada tendo a base A do primeiro ATG traduzido como a +1.  
Alelo alternativo de cada ponto de variação está marcado em cinza. 
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Para avaliar a similaridade entre estes haplótipos da região promotora do CYP2E1 e 

concatena-los em grupos relacionados, uma rede de haplótipos foi construída (Figura 7).  

 
Figura 7. Rede de haplótipos ilustrando as relações entre os 22 haplótipos (Tabela 8) 
encontrados em populações mundiais. 

 
A rede de haplótipos foi calculada utilizando-se o algoritmo median joining pelo software Network 4.6.1.0.  
O tamanho da área do círculo é proporcional à frequência dos haplótipos. 
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5.6 Danos no DNA detectados pelo ensaio cometa nos grupos caso e controle distribuídos 

de acordo com as variantes na região promotora do gene CYP2E1 

 
 
 
 

Comparando a análise molecular com os danos genotóxicos entre os grupos caso e 

controle, não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes, exceto para o 

parâmetro OTM nos locos 1,3 e 4 (Tabela 13). Os locos 1, 2, 3, 4, 7 e 8 correspondem aos 

SNPs rs3813867, rs6413422, rs2031920, rs2031921, rs3813870, rs2031922, respectivamente. 

Os locos 5 e 6 não foram analisados, pois só apresentaram o genótipo homozigoto normal. 

 
Tabela 13. Estimativas da correlação dos parâmetros do ensaio cometa (média ± desvio 
padrão) e  os genótipos individuais entre os alcoolistas. 

 
TL % DNA OTM 

Loco 1 (rs3813867)* p= 0,44 p= 0,22 p= 0,29 
Heterozigoto C/G (n=6) 16,72 ± 4,09 30,13 ± 14,33 10,25 ± 3,98 
Homozigoto normal G/G (n=69) 14,02 ± 8,40 23,14 ± 13,26 7,59 ± 6,04 
Loco 2 (rs6413422)* p= 0,85 p= 0,37 p= 0,26 
Heterozigoto A/C (n=1) 14,08 ± 0 35,34 ± 0 11,76 ± 0 
Homozigoto normal A/A (n=74) 14,24 ± 8,21 23,55 ± 13,4 7,75 ± 5,95 
Loco 3 (rs2031920)* p=0,44 p= 0,22 p= 0,29 
Heterozigoto C/T (n=6) 16,72 ± 4,09 30,13 ± 14,33 10,25 ± 3,98 
Homozigoto normal C/C(n=69) 14,02 ± 8,40 23,14 ± 13,26 7,59 ± 6,04 
Loco 4 (rs2031921)* p=0,44 p= 0,22 p=0,29 
Heterozigoto T/C (n=6) 16,72 ± 4,09 30,13 ± 14,33 10,25 ± 3,98 
Homozigoto normal T/T (n=69) 14,02 ± 8,4 23,14 ± 13,26 7,59 ± 6,04 
Loco 7 (rs3813870)* p= 0,87 p= 0,49 p= 0,90 
Heterozigoto A/G (n=8) 13,53 ± 4,8 23,68 ± 8,05 6,86 ± 2,46 
Homozigoto normal A/A (n=67) 14,32 ± 8,49 23,7 ± 13,92 7,92 ± 6,21 
Loco 8 (rs2031922)** p= 0,42 p= 0,22 p= 0,31 
Heterozigoto T/C (n=13) 12,42 ± 5,78 15,86 ± 7,48 5,04 ± 3 
Homozigoto mutado C/C (n=8) 14,69 ± 4,45 28,65 ± 13,44 9,36 ± 4,18 
Homozigoto normal T/T (n=54) 14,61 ± 9,04 24,86 ± 13,9 8,24 ± 6,5 
*Teste U de Mann Whitney  **Teste Kruskal Wallis 
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6 DISCUSSÃO 

 
 
 

 
Os resultados deste estudo demonstram que o consumo crônico do álcool é realizado 

predominantemente por homens com idade superior a 35 anos. Os resultados encontrados são 

consistentes com estudos caso-controle que analisaram alcoolistas (Pastorelli et al., 2001; 

Soya et al., 2008; Marques, 2010) e com os dados do Inquérito domiciliar sobre 

comportamento de risco e morbidade referida de doenças e agravos não transmissíveis 

(Instituto Nacional De Câncer, 2004), Pesquisa Nacional em Saúde (Instituto Brasileiro De 

Geografia E Estatística, 2013) e Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças 

Crônicas por Inquérito Telefônico (Brasil, 2015). A maior frequência de homens alcoolistas 

pode se dar devido ao fato de as mulheres serem mais vulneráveis aos efeitos adversos do 

consumo excessivo de álcool (Marques, 2010). O menor índice de massa corporal e a menor 

quantidade de água corporal, em detrimento da maior quantidade de gordura, associado a 

menor quantidade de enzimas metabolizadoras de álcool, implica em uma taxa de 

metabolização do álcool diferente em relação aos homens. Além disso, o julgamento social 

em relação à mulher que consome álcool continua sendo relevante para a baixa frequência de 

mulheres alcoolistas. Outros estudos também indicam que há uma maior predominância de 

pessoas com faixa etária acima de 35 anos que fazem o consumo crônico de álcool e são 

atendidas em Centros de Atenção Psicossocial (Ballarin et al., 2011; Freitas et al., 2012) 

Os nossos dados sobre o maior uso de medicamentos por parte dos indivíduos que 

perfazem o grupo caso (alcoolistas) pode ser explicado em parte pelo fato de ser preconizado 

pelo Ministério da Saúde Brasileiro que os Centros de Atenção Psicossocial-Álcool e Drogas 

devem oferecer atendimento individual que inclui medicamentos e psicoterápicos, logo é 

esperado que haja um elevado numero de alcoolistas atendidos pelo CAPS-Ad que façam uso 

de medicamentos (Freitas, 2012) 

Sobre o hábito tabagista, nesse estudo houve diferença entre os grupos, com 

predominância de fumantes no grupo caso e não fumantes no grupo controle. O uso 

concomitante de álcool e tabaco ocorreu em 75% dos indivíduos alcoolistas. O consumo 

crônico de álcool e o tabagismo são comuns em alcoolistas e estão associados com uma maior 

produção de acetaldeído (Pastorelli et al.,2001; Soya et al., 2008). O tabagismo pode interferir 

na relação do dano genotóxico e o consumo crônico de álcool e por isso foram realizadas 

analises (Correlação de Spearmman) para o ajuste estatístico. Entretanto, não houve 
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diferenças estatisticamente significantes quando analisados o tempo de tabagismo e carga 

tabágica associadas para os danos genotóxicos avaliados pelo ensaio cometa, sendo que, o 

mesmo ocorreu quando analisado o tempo e a quantidade de consumo álcool/dia. 

Maior dano genotóxico foi encontrado no grupo caso em relação ao grupo controle 

para todos os parâmetros avaliados pelo ensaio cometa. Quando alcoolistas bebem álcool em 

grandes quantidades e de forma crônica, eles são expostos a níveis elevados de acetaldeído 

por longos períodos e tem sido sugerido que a toxicidade do acetaldeído no organismo induz 

ao estresse oxidativo, danos genotóxicos e além de ter impacto na susceptibilidade ao câncer 

de cabeça e pescoço (Garcia, 2010; Hakenewertha et al., 2013), carcinoma de boca 

(Takamori, 2012) e doenças hepáticas (Khan et al., 2009). Além disso, os indivíduos do grupo 

caso possuem faixa etária mais elevada e podem ser mais vulneráveis aos efeitos tóxicos do 

acetaldeído devido à capacidade de defesa antioxidante reduzida. Martelle-Palomino e 

colaboradores (2005) ao avaliar, pelo ensaio cometa, o grau de exposição genotóxica ao qual 

estavam expostos 49 indivíduos que faziam o uso exagerado de bebidas alcoólicas, 

abstinentes e controles saudáveis (não fumantes e que não faziam o uso recente de 

tratamentos químicos e físicos) identificaram diferença significativa entre o grupo dos 

alcoolistas (0.48 ±0.24) e grupo controle (0.22 ±0.16) p< 0.0001.  

Além disso, no nosso estudo, a análise dos polimorfismos rs3813867, rs2031920 e 

rs2031921 demonstrou que o alelo não mutado foi mais frequente nos grupos caso (96, 96 e 

96%) e controle (95,8, 94,9 e 94,9%), sendo que nenhum homozigoto mutado foi detectado. 

Pastorelli e colaboradores (2001) ao realizarem um estudo caso-controle com indivíduos 

italianos, sendo 60 alcoolistas e 64 indivíduos não dependentes de álcool identificaram que a 

distribuição dos genótipos CYP2E1 para o alelo mutado foi semelhante nos controles e nos 

alcoolistas. Nenhum homozigoto mutado foi detectado e a frequência do alelo mutado  não foi 

significativamente diferente nos controles (4,7%) e indivíduos dependentes de álcool (2,5%). 

A frequência do genótipo homozigoto não mutado foi maior em alcoolistas (95%) e controles 

(90,6%) em relação ao genótipo heterozigoto. Resultados similares foram identificados em 

um estudo realizado por Plemenitas e colaboradores (2014) ao analisarem uma população 

eslovena composta por 101 alcoolistas, 100 indivíduos ex-dependentes ao álcool e também 97 

controles que não consumiam álcool de forma crônica, na qual não houve diferença na 

distribuição dos genótipos e alelos para o polimorfismo rs2031920 do gene CYP2E1 e o 

genótipo homozigoto e alelo não mutado foram mais frequentes entre os grupos investigados. 

Dutta (2013) ao realizar um estudo com indivíduos do norte da Índia, sendo 100 

controles saudáveis e 120 alcoolistas (60 alcoolistas cirróticos e 60 alcoolistas não cirróticos),  
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não detectou o genótipo homozigoto mutado entre os grupos estudados e também encontrou 

maior frequência do genótipo homozigoto não mutado sendo a frequência de 99; 97,50 e 95% 

pra os grupos controle, alcoolistas cirróticos e alcoolistas não cirróticos respectivamente. 

Rossini e colaboradores (2006) ao analisar o polimorfismo rs2031920 no gene 

CYP2E1 em uma população de alcoolistas no Brasil vivendo na cidade do Rio de Janeiro 

encontraram as frequências genotípicas de 91, 8, e 1% para homozigotos não mutado, 

heterozigotos e homozigotos mutado, respectivamente. 

A população brasileira é altamente miscigenada e consiste na mistura de africanos, 

europeus e ameríndios, De fato, em nossos resultados, quanto à comparação da frequência dos 

pontos de variação  rs3813867, rs2031920  rs2031921 do CYP2E1  entre as 26 populações do 

projeto 1000 Genomas e os grupos caso e controle mostraram que há maior proximidade 

genética, nos pontos de variação citados, entre as amostras da população brasileira com as 

subpopulações Finlandeses na Finlândia, Britânicos da Inglaterra e Escócia, População Ibérica 

da Espanha. Esses resultados confirmam a similaridade no perfil de grande consumo de álcool 

entre a amostra brasileira (grupos casos e controle) e subpopulações europeias, na qual, de 

acordo de acordo com o Relatório Global sobre Álcool e Saúde (Organização Mundial de 

Saúde, 2014) sobre o uso per capita em litros de álcool puro, houve no ano de 2010 um 

consumo de 8,7 litros no Brasil, 12,3 na Finlândia, 11,6 no Reino Unido da Grã-Bretanha e 

Irlanda do Norte (engloba a subpopulação Britânicos da Inglaterra e Escócia) e 11,2 na 

Espanha, sendo  a média mundial  de 6,2 litros per capita.  

Nossos achados também demonstraram que as populações com maior distância 

genética para os pontos de variação  rs3813867, rs2031920  rs2031921 do CYP2E1  com os 

grupos caso e controle foram as subpopulações, Japoneses em Tóquio (Japão), Chineses Han 

em Bejing (China) e Kinh em Ho Chi Min (Vietnã). O Relatório Global da OMS também 

confirma a distância no perfil de consumo entre as populações do Leste Asiático e as 

populações caso e controle na qual o uso per capita, em litros, de álcool puro, no ano de 2010 

na China foi de 6,7, no Japão de 7,2 e no Vietnã de 6,6. 

Chun  e colaboradores (2009) ao estudarem os polimorfismos rs3813867, rs3813870, 

rs2070673, rs2515641 e rs2480257 do gene CYP2E1  por meio de genotipagem de 1.092 

indivíduos coreanos descreveu que o polimorfismo rs3813867 está em desequilíbrio de 

ligação absoluta (LD) (| D '| = 1 e r2 = 1) com o polimorfismo rs2031920 e estimaram que o 

polimorfismo rs2031920 não está associado com a atividade da CYP2E1, mas está associado 

com a indução da atividade da CYP2E1 por interações gene-ambiente, incluindo ligações com 

o consumo de etanol. Outros estudos identificaram desequilíbrio de ligação entre os 
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polimorfismos rs2031920 e rs3813867 (Heathfield, 2014; Polonikov et al., 2013; Wang et al., 

2009) e entre rs2031920 e rs2031921 (Tang et al., 2010) 

Vale ressaltar que não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 

entre os genótipos nos pontos de variação rs3813867, rs2031920  rs2031921 do CYP2E1 com 

os danos genotóxicos avaliados pelo ensaio cometa entre o grupo caso (alcoolistas), pelos  

parâmetros comprimento da cauda do cometa (p=0,44), porcentagem de DNA na Cauda 

(p=0,22) e Momento da cauda de Olive (p=0,29). Contudo, alcoolistas heterozigotos para os 

pontos de variação rs3813867, rs2031920 e rs2031921 apresentaram um dano no DNA 

superior em relação aos indivíduos com o alelo homozigoto não mutado quando analisados os 

parâmetros Comprimento da cauda do cometa (Tail Lenght) e Momento da cauda de Olive 

(OTM). Nossos resultados são biologicamente plausíveis, uma vez que o alelo mutado está 

associado com o aumento da atividade de transcrição enzimática e, portanto, produção mais 

elevada de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Gemma et al., 2006) ocasionando maior 

dano genotóxico. Embora seja possível perceber uma tendência de dano inferior nos 

alcoolistas que apresentam genótipo homozigoto não mutado, devido à falta de significância 

estatística, não é possível afirmar que este efeito seja uma vantagem conferida ao genótipo. A 

falta de significância estatística, em nosso estudo, pode ser explicada pela baixa frequência do 

alelo variante em uma amostra limitada.  

Assim, os resultados do presente estudo demonstram a ausência de correlação entre os 

genótipos encontrados nos pontos de variação rs3813867, rs2031920  rs2031921 do CYP2E1 

e os danos genotóxicos, porém não exclui a possibilidade de estes exercerem alguma 

influência nos danos genotóxicos, visto que a combinação destes e de outros genes do 

metabolismo do etanol também pode contribuir de alguma forma para os danos genotóxicos. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 
 
 
A análise dos resultados desse estudo permitiu obter as seguintes conclusões: 

- A maior parte dos indivíduos do grupo caso é do sexo masculino, com idade acima 

de 35 anos e apresentam histórico de tabagismo. 

- Maior dano genotóxico foi observado no grupo caso em relação ao grupo controle. 

- O dano genotóxico do grupo caso não mostrou associação com o tempo de 

tabagismo e etilismo, carga tabágica e quantidade de álcool/dia.  

- Não houve diferenças estatisticamente significativas entre as frequências do 

genótipo CYP2E1 dos grupos caso e controle. 

- No presente estudo foram identificados 8 pontos de variação na região promotora do 

gene CYP2E1 nas amostras dos grupos caso e controle e 9 pontos de variações 

encontrados apenas nas populações do projeto 1000 Genomas. 

- Um elevado LD entre os polimorfismos -1295 e -1055 foi identificado nas amostras 

dos grupos caso e controle e nas populações asiática, europeia e americana. 

- Não foram encontradas diferenças estatisticamente significantes quanto à relação 

dos danos genotóxicos e os genótipos do grupo caso (alcoolistas). 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

TÍTULO DO PROJETO: UTILIZAÇÃO DE BIOMARCADORES PARA 

AVALIAÇÃO DO DANO GENÉTICO INDUZIDO PELO CONSUMO ABUSIVO 

DE ÁLCOOL 

 

PESQUISADORES RESPONSÁVEIS PELO PROJETO:  

Orientadora: Profa. Daniela Melo e Silva, Dra.  

Doutoranda (pesquisadora responsável): Caroline Oliveira de Araújo Melo, MSc  

   

Telefones: (62)96064416 (Pesquisadora responsável); (62) 3946-1385 (REPLICON)  

Email: carolineomelo@yahoo.com.br 

 

O consumo abusivo de álcool traz inúmeras consequências para a saúde e 

qualidade de vida do indivíduo. O alcoolismo, por si só, é considerado uma doença, 

sendo caracterizada como multifatorial, que não tem restrições à classe social nem idade 

de início do hábito de beber e consiste numa interação de influências poligênicas 

(genéticas e ambientais). Segundo relatório da Organização Mundial da Saúde (WHO, 

2004), o consumo de álcool nos últimos vinte anos tem diminuído nos países 

desenvolvidos e aumentado nos países em desenvolvimento. 

O objetivo principal deste estudo é científico e se baseia em identificar possíveis 

efeitos do uso do álcool, podendo contribuir para o entendimento sobre as 

consequências do seu consumo abusivo, no município de Goiânia - Goiás. Além disso, 

os resultados desse estudo poderão ser utilizados como ferramentas para a detecção 

precoce de enfermidades, o que deve ser levado em consideração para prevenção dos 

males em alcoolistas. 

 

Prezado (a) senhor (a),  

 Por este documento, você está sendo convidado (a) a participar desse estudo. E, 

também, informado (a) e esclarecido (a) sobre como se dará seu envolvimento para que, 

então, possa decidir sobre sua participação.  

  A participação é voluntária e gratuita, e implica, basicamente, em: 

 - aplicação de questionário de estilo de vida; 

 - coleta sanguínea. 
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  O questionário de estilo de vida irá abordar, individualmente, perguntas sobre 

fatores da sua vida que possam estar correlacionados ao consumo do álcool e/ou que 

possam colaborar no entendimento dos resultados obtidos no seu exame laboratorial. A 

aplicação deste será acompanhada pela equipe de pesquisa, a qual auxiliará em sua 

compreensão. Contudo, se durante a aplicação, o participante sentir qualquer 

desconforto, lhe é garantida total liberdade para interromper parcial ou totalmente o 

preenchimento do mesmo, sem obrigações em justificar essa decisão. 

 Sua entrevista – contendo dados que permitam sua identificação, informações 

pessoais e de trabalho - não serão conduzidas (sem sua autorização), a indivíduos não 

integrantes da equipe de pesquisa. Suas informações, relatos e opiniões ficarão em 

segredo. O uso dessas respostas será realizado diante de análise e enquadramento 

estatístico e/ou com conversão dos seus dados identificatórios em códigos (que 

impeçam sua identificação). A partir de então, os resultados obtidos poderão ser 

apresentados e publicados, desde que respeitada a garantia de sigilo que lhe foi dada. 

 A coleta de sangue será realizada para obtenção do seu perfil bioquímico e 

hematológico (baseados nas Diretrizes para Atenção Integral à Saúde do Trabalhador de 

Complexidade Diferenciada, do Ministério da Saúde, agosto de 2006). Será realizada a 

coleta endovenosa de 20 mL de sangue. 

 Nenhuma pesquisa com seres humanos é livre de riscos. Contudo, os 

procedimentos envolvidos no presente estudo oferecem riscos mínimos aos 

participantes, sendo eles: possibilidade de aparecimento de hematoma pós-coleta e 

formação de edema. Mas, caso ocorra qualquer intercorrência devido à coleta de 

sangue, os pacientes serão encaminhados ao Serviço de Atendimento Médico da 

Universidade Federal de Goiás. 

 Solicita-se para obtenção de resultados clinicamente fidedignos que o 

participante se apresente: em jejum alimentar (de 10 a 13 horas, não excedendo 14 horas 

de jejum) e que informe o uso de medicamentos ou a presença de alguma doença.  

 As entrevistas e análises laboratoriais ficarão sob guarda da pesquisadora 

responsável por 5 (cinco) anos, e não será permitido acesso de terceiros (além da equipe 

de pesquisa) a ele.  

 Ressalta-se que todos os dados que permitam sua identificação pessoal serão 

mantidos em sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os 

resultados aqui obtidos serão utilizados somente para estudo científico e não irão 
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prejudicar em algum tratamento que o participante já esteja submetido (a), nem tão 

pouco na sua condição profissional. 

 Sua participação no estudo não sujeita a equipe de pesquisa a te fornecer 

tratamento a qualquer enfermidade que possa vir a ser identificada. 

 Com relação à indenização, diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, 

você poderá buscar a justiça e o que for decidido judicialmente será acatado pelo 

pesquisador. 

  Mesmo após a assinatura deste termo, você tem total liberdade de desistir ou de 

interromper sua colaboração nesse estudo, no momento em que desejar (até dada a 

publicação), sem precisar se justificar. Em que a desistência do participante não trará 

prejuízo algum ao seu trabalho nem a seu bem-estar.  

Os resultados, caso deseje ter acesso a eles, estarão liberados 30 dias após a 

realização da coleta. Para tal, você informa:  

( ) Desejo saber os resultados  

( ) Não desejo saber os resultados  

Os resultados dos exames, obtidos nesse trabalho, poderão compor sua ficha 

médica de exames periódicos no pelo Ambulatório do Centro de Atenção Psicossocial 

(CAPS Ad/Casa), onde poderão ser avaliados pelo médico do SESMT, caso assim você 

consinta: 

( ) Desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados ao médico do 

CAPS Ad/Casa;  

( ) Não desejo que os resultados dos meus exames sejam encaminhados ao CAPS 

Ad/Casa;  

 Sua colaboração será de extrema importância para o êxito desta pesquisa, 

pela qual, agradecemos de antemão.  

 

 

Declaro verdadeiras as informações acima citadas,  

 

 

 

 

________________________________________________ 

Caroline Oliveira de Araújo Melo Pesquisadora Responsável 
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TERMO DE CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO 

Eu____________________________________________________________________

_____________R.G. nº: _______________________________________, abaixo 

assinado, tendo recebido as informações acima, e ciente dos meus direitos abaixo 

relacionados, concordo em participar. 

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer 

dúvida a cerca dos procedimentos, riscos e benefícios e outros relacionados com a 

pesquisa e tratamento a que serei submetido; 

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar 

do estudo sem que isso traga prejuízo em relação ao meu tratamento; 

3. A segurança de que não serei identificado e que será mantido o caráter confidencial 

da informação relacionada com a minha privacidade; 

4. O compromisso de me proporcionar informação atualizada durante o estudo, ainda 

que esta possa afetar minha vontade de continuar participando; 

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenização que legalmente teria direito, 

por parte da Instituição à Saúde, em caso de danos que a justifiquem, diretamente 

causados pela pesquisa e; 

6. Que se existirem gastos adicionais estes serão absorvidos pelo orçamento da 

pesquisa. 

Tenho ciência do exposto acima 

 

 

Goiânia, _____ de _____________________ de _________ . 

 

 

____________________________________ 

Assinatura do paciente 
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APÊNDICE B - QUESTIONÁRIO DE ESTILO DE VIDA 

 

 

1 - Dados de identificação 

N° do prontuário: 

Nome do Paciente: 

.............................................................................................................................................

.............................................................................................................................................   

Diagnóstico principal   (    ) caso (   ) controle 

 

2 – Informações gerais 

Data da entrevista:........................................................ 

Coleta de sangue: ( ) sim ( ) não 

Sexo: ( ) Feminino ( ) Masculino 

De início quero agradecer o(a) senhor(a) por participar neste estudo. Nós estamos 

conduzindo um estudo com a finalidade de esclarecer se determinadas características e 

hábitos de homens e mulheres podem ter relação com algumas doenças decorrentes do 

alcoolismo. Eu farei várias perguntas cujas respostas serão registradas neste caderno. 

Devo dizer que tudo que o(a) senhor(a) responder na entrevista será estritamente 

confidencial e as informações colhidas das inúmeras pessoas que irão participar do 

estudo serão usadas apenas em relatos científicos, sem nenhuma identificação pessoal. 

Os possíveis benefícios deste estudo dependem de que as respostas sejam as mais reais 

(verdadeiras, sinceras) possíveis. Por favor, pergunte se não entender o significado de 

alguma questão. A qualquer momento o(a) senhor(a) pode se recusar a continuar ou a 

responder perguntas específicas. Além do questionário o estudo inclui a coleta de uma 

amostra de sangue. Se houver necessidade de entrar em contato com o(a) senhor(a), 

poderia fornecer seu endereço e telefone? 

Endereço: 

Bairro: 

Cidade 

CEP: 

Telefone: 
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Data de nascimento: ................................................. 

Qual a sua idade? ..................................................... 

Qual a sua profissão? (aquela que o(a) sr(a) exerceu por mais tempo) .............................. 

Raça: (  )branco (  )mulato (  )negro (  )oriental (  )índio (  )outra: 

Cidade e há quanto tempo o(a) Sr.(a) mora nessa cidade? (anos) ...................................... 

Em que cidade/estado/país o(a) Sr.(a) nasceu? 

O(A) Sr.(a) estudou em escola? (  )sim (  )não 

Selecione a opção mais elevada quanto ao grau de instrução: 

(  ) alfabetizado (  ) fundamental incompleto (  ) fundamental completo 

(  ) médio incompleto (  ) médio completo (  ) técnico (  ) universitário 

 

3 – História de Tabagismo 

O(A) Sr.(a) fuma ou já fumou em média 1 cigarro, charuto ou cachimbo, diariamente, 

pelo menos por 1 ano? 

(   ) sim, ainda fuma - Quantos cigarros por dia: 

(   ) nunca fumou 

 (   ) somente no passado – Quantos cigarros fumava por dia:  

Idade de início: 

Idade em que parou: 

 

4 – História de Etilismo 

O(A) Sr.(a) já tomou (ingeriu) bebidas alcoólicas pelo menos 1 vez por mês? 

( )Sim, ainda bebe ( )Nunca ( )Só no passado 

Quando o(a) Sr.(a) costuma beber (ou bebia)? 

( )nas refeições ( )entre as refeições ( )aos finais de semana ( )não tinha horário 

Idade de início: 

Quantidade e tipo de bebida: 

Idade em que parou: 

Idade em que tomou o primeiro porre: 

Quando começou a notar dependência alcoólica: 

Tempo de consumo pesado de álcool: 

Situações decorrentes por causa do consumo de álcool: 

( ) foi atropelado 

( ) acidente de carro/moto/bicicleta por estar embriagado 
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( )queimou alguma coisa ao cozinhar 

( )perdeu o dia de trabalho 

( )machucou alguém 

( )entrou em uma discussão por estar embriagado 

( )perdeu documentos/dinheiro 

( )acordou sem saber onde estava ou como havia chegado lá 

( )fica deprimido 

História familiar 

Alguém na família possui problemas com álcool? 

 

5- Possui alguma doença? (  ) não (  ) sim Qual (is)? ......................................................... 

6- Possui algum defeito de nascimento/desordem genética hereditária? (  ) não (  ) sim 

Qual (is)? ......................................................... 

7- Apresenta histórico familiar de:  

     Diabetes      Hipertensão      Câncer 

     Alergias      Aborto 
     Alterações 

congênitas 

     Outro(s): 

 

8- Você é casado? (  ) sim (  ) não 

Se sim, você e/ou sua esposa possui(em) dificuladade para engravidar? (  ) não (  ) sim 

Qual? ................................................................... 

Teve algum filho com nascimento prematuro? 

9- Pratica exercícios físicos? (   ) Nunca   (   ) Sim – Frequência por semana ................... 

10- Faz uso de medicamentos? (  ) não (  ) sim Qual (is)? ................................................. 

11- Possui dependência química? (  ) não (  ) sim A quê? ................................................. 

12- Histórico de dependência química na família? (  ) não (  ) sim Grau de parentesco? 
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13- Com qual frequência tem apresentado os seguintes sintomas: 

Sintomas 

Frequência 

Sintomas 

Frequência 

Nunca 
Ás 

vezes 
Sempre 

Imediatamente 

após consumo 
Nunca 

Ás 

vezes 
Sempre 

Imediatamente 

após contato 

Assintomático     
Alteração de 

memória 
    

Alteração do 

sono 
    

Alteração na 

vida sexual 
    

Alucinação     Bradicardia     

Chiadeira 

torácica 
    

Cansaço fácil 

nas pernas 
    

Confusão 

mental 

    Diarréias     

Dor de cabeça     Falta de apetite     

Formigamento 

de braços/mãos 
    

Formigamento 

de pernas/pés 
    

Fotofobia     
Irritação da 

pele 
    

Fraqueza 

muscular 
    

Irritação de 

mucosa 
    

Hipertensão     Náusea     

Incontinência 

fecal 

    Salivação     

Incontinência 

urinária 
    Sangramentos     

Irritabilidade     Suor excessivo     

Lacrimejament

o 

    Taquicardia     

Tontura     Tosse     

Visão turva     Vômito     

Tremor     Falta de ar     

Outros:  

 

14- Percebe alguma relação entre o aparecimento dos sintomas e o consumo de álcool?  

(  ) não (  ) sim 

 

 

 

 
 
 
 


