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RESUMO

O uso crénico de drogas tem sido associado com mudangas na expressao génica
no cérebro, produzindo mudangas nos circuitos neurais a longo prazo, resultando
em comportamento compulsivo ou craving. Evidéncias sugerem que a droga pode
induzir neuroadaptagcdes complexas apds a exposicdo e essas alteracdes sao
mediadas por um padréo dinamico de regulagdo génica. Tem-se relatado que as
mudancas nos circuitos neurais comecam apos a primeira exposicao, alterando a
expressao de genes importantes para o estado de dependéncia. N6s estudamos
a expressao génica do mRNA (acido ribonucleico mensageiro) FosB (homdlogo B
do oncogene viral de osteossarcoma murino), BDNF (fator neutréfico derivado do
cérebro) e DRDS5 (receptor de dopamina D5) em pacientes dependentes
internados para tratamento clinico. Para a analise molecular, foi coletado sangue
periférico em tubo com anticoagulante e a extragdo de RNA dos linfécitos nao
passou de 2 horas apos a coleta. O RNA foi usado para a sintese de cDNA (acido
desoxirribonucleico complementar) o qual foi amplificado por PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) em tempo real usando o primer especifico. Houve uma
expressao reduzida de mRNA FosB visto o fold-change calculado ter sido de -
1,15 em dependentes de crack-cocaina (CUD) e de -2,17 em dependentes de
alcool (AUD) quando comparados a controles ndo dependentes. O tamanho do
efeito gs de Hedge do Log FosB/Act foi de 0,66 (efeito médio de acordo com a
convengao de Cohen) para o CUD e 0,3 (efeito pequeno) para o AUD. Entretanto,
houve um aumento da expressédo dos mRNAs BDNF e DRD5 em ambos grupos
CUD e AUD comparados aos controles. O fold-change da expressao de mRNA
BDNF para o CUD foi de 2,25 e de 2,0 para o AUD, e o tamanho do efeito gsde
Hedge do Log de BDNF/Act foi de 0,35 e 0,36 (efeitos pequenos para médios)
respectivamente. O fold-change da expressao do mRNA DRDS5 foi de 2,22 para
ambos os grupos CUD e AUD, e o tamanho do efeito gs de Hedge do Log de
DRD5/Act foi de 0,25 e 0,26 (efeitos pequenos), respectivamente. Esses dados
sugerem que € possivel a deteccdo de mudangas da expressao génica de
ocorréncia central em linfécitos presentes no sangue periférico e estas mudancgas
podem refletir as alteracbes moleculares que ocorrem nos circuitos neurais na
dependéncia quimica.

Palavras-chave: Expressao de mRNA, FosB, BDNF, DRD5



ABSTRACT

Chronic drug use has been associated with changes in gene expression in the
brain, yielding long-term neural circuit changes resulting in compulsive behavior or
craving. Evidence suggests that the drug may induce complex neuroadaptations
after exposure and these changes are mediated by a dynamic pattern of gene
regulation. It has been reported that changes in neural circuits begin after the first
exposure, altering the expression of genes important for the state of dependence.
We studied the gene expression of mMRNA (messenger ribonucleic acid) FosB (B-
cell homolog of murine osteosarcoma viral oncogene), BDNF (brain-derived
neutrophic factor) and DRD5 (dopamine D5 receptor) in dependent patients
hospitalized for clinical treatment. For molecular analysis, peripheral blood was
collected in an anticoagulant tube, and the extraction of RNA from the
lymphocytes did not exceed 2 hours after collection. RNA was used for the
synthesis of cDNA (complementary deoxyribonucleic acid) which was amplified by
PCR (real-time polymerase chain reaction) using the specific primer. There was a
reduced FosB mRNA expression since the fold-change calculated was -1,15 in
crack-cocaine dependents (CUD) and -2.17 in alcohol dependents (AUD)
compared to non-dependent controls. The Hedge’s effect size gs of the Log
FosB/Act was of 0.66 (medium effect size according to Cohen’s convention) the
CUD and of 0.3 (small effect size) for the AUD. However, there was an increase in
the expression of BDNF and DRD5 mRNAs in both CUD and AUD groups
compared to controls. The fold-change of the BDNF mRNA expression for the
CUD was 2.25 and 2.0 for the AUD, and the Hedge’s gs effect size of the Log
BDNF/Act of 0.35 and 0.36 (small to medium effect size), respectively. The fold-
change of DRD5 mRNA expression was 2.22 for both CUD and AUD groups, and
the Hedge’s gs effect size of the Log DRD5/Act of 0.25 and 0.26 (small effect size),
respectively. These data suggest that it is possible to detect changes in gene
expression of central occurrence in lymphocytes present in the peripheral blood
and these changes may reflect the molecular changes that occur in neural circuits
in drug addiction.

Keywords: mRNA expression, FosB, BDNF, DRD5S



LISTA DE ABREVIATURAS

AVT, area tegmental ventral

AUD, do inglés alcohol use disorder (transtorno do uso de alcool)

CPF, cortex pré-frontal

CUD, do inglés cocaine use disorder (transtorno do uso de crack-cocaina)

BDNF, do inglés brain-derived neutrophic fator (fator neurotréfico derivado do
cérebro)

cDNA, do inglés complementary deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico
complementar)

CREB, do inglés cAMP response elemento-binding (elemento de ligagdo ao 3’5
adenosina-monofosfato-ciclico (AMPc)

CT, doinglés cycle threshould (limiar do ciclo)

DRD5, do inglés dopamine receptor D5 (receptor de dopamina D5)

EDTA, do inglés ethylenediamine tetraacetic acid (acido etilenodiamino tetra
acético)

FosB, do inglés murine osteosarcoma viral oncogene homolog B (homélogo do
oncogene viral de osteossarcoma murino)

FAB, do inglés The Frontal Assessment Battery)

HAM-D, do inglés Hamilton Depression Rating Scale

HAM-A, do inglés Hamilton Anxiety Rating Scale

Log, logaritmo

MRNA, do inglés messenger ribonucleic acid (acido ribonucleico mensageiro)
MeCP2, do inglés methyl CpoG-binding protein 2 (proteina 2 de ligagdo ao Metil-
CpG)

MMSE, do inglés Mini-Mental Status Examination

NAc, do latim nucleus accumbens (nucleo accumbens)

OCDS, do inglés Obsessive-Compulsive Drinking Scale

OCCS, do ingles Obsessive Compulsive Cocaine Scale

RT-PCR, do inglés reverse transcription polymerase chain reaction (reagdo da

transcriptase reversa, seguida da reagao em cadeia da polimerase)
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1 Introducgéao

1.1 Dependéncia Quimica

Em margo de 2016, a 59° sessdo da Comissdo sobre Drogas Narcéticas do
Escritério das Nag¢des Unidas sobre Drogas e Crimes (UNODC) da Organizagao
Mundial da Saude relatou que 1 entre 20 pessoas de idades entre 15 e 64 anos
usaram uma droga ilicita em 2013. Aproximadamente 1 em 10 pessoas que usaram

drogas ilicitas, sofre de algum transtorno do uso de drogas (UNODOC-WHO, 2016).

O transtorno do uso de drogas € um termo diagndstico para o abuso de drogas e a
dependéncia é definida como um transtorno mental. Assim, a dependéncia quimica
esta classificada entre os transtornos psiquiatricos, sendo considerada uma doenca
cronica multifatorial. Como tal, a dependéncia é caracterizada como progressiva,
incuravel, porém tratavel relativamente, apesar das consequéncias significativas
para o dependente (FISCHER et al., 2015).

A dependéncia de drogas € uma condicdo que abrange uma porgao pequena dos
usuarios (cerca de 10%), entretanto esse numero torna-se significativo considerando
o nivel de alteracdo comportamental que o individuo dependente apresenta
(UNODC-WHO, 2016). Nesses individuos susceptiveis, o consumo repetido da
substancia induz um padréao de uso compulsivo com consequente perda de controle
do uso e desejo incontrolavel (fissura ou mais frequentemente referido na literatura
como craving) para o uso da substancia, estabelecendo e mantendo um padrao
aditivo, caracterizado pelo uso excessivo da droga, além de gasto exagerado de
tempo em atividades relacionadas a busca pela substancia (SANCHIS-SEGURA,;
SPANAGEL, 2006).

1.2 Disfungo6es executivas na dependéncia quimica

A deficiéncia ou hipoatividade das funcbes executivas frontais tais como:
planejamento de agdes futuras, direcionamento do comportamento em torno de um

objetivo, resolugcdo de problemas, tomada de decisdes, inibigdo de respostas



12

inadequadas, memoria operacional (ou de trabalho), sdo caracteristicas
comportamentais que estdo presentes em dependentes de drogas (GEORGE;
KOOB, 2013).

A falha em controlar respostas inadequadas (comportamento inibitério) compromete
o controle pelo desejo da droga, resultando no consumo compulsivo. Bem como, a
autoconsciéncia alterada, interfere no reconhecimento de que o uso da droga é uma
doenca e precisa de tratamento. Por fim, todas essas mudangas comprometem

profundamente a fungao social do individuo (VOLKOW et al., 2012)

1.3 Alterag6es moleculares envolvidas na dependéncia quimica

O uso de drogas aditivas tem sido associado a alteragao da expressao génica no
cérebro, resultando em mudangas de longo prazo nas sinapses, nos circuitos
neurais, bem como consequentes alteracbes neuroadaptativas e comportamentais,
promovendo a tolerancia e o aumento do comportamento de busca pela droga, que
podem estar subjacentes ao desenvolvimento e manutengdo da dependéncia
quimica (GUJEWSKI et al., 2016; SCHMIDT; MCGINTY; WEST, 2013; NESTLER,
2008).

Substancias quimicas (cocaina, alcool, morfina, canabindides e outros) ou atividades
gratificantes (ex.: jogos, sexo) s&o conhecidas por ativar o circuito de recompensa
no cérebro, ou seja, ativagcdo de neurbnios dopaminérgicos da area tegmental
ventral (AVT) do mesencéfalo e suas proje¢cdes para o sistema limbico: nucleo
accumbens, estriado dorsal, amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal (ROBISON;
NESTLER, 2011).

Segundo Nestler (2012), a ativagdo da droga em receptores do circuito de
recompensa ativa sinapses excitatorias, aumentando a permeabilidade de canais de
célcio e ativando segundos mensageiros no meio intracelular desses neurdnios.
Estes segundos mensageiros alcangam o nucleo, ativando a transcrigdo da proteina
de ligacdo em resposta ao AMPc (CREB) em curto tempo de exposigcdo ao

psicoestimulante. A ativacdo de CREB aumentada, ativa a transcricdo de outros
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genes como fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), dinorfinas (opidédes
endégenos) e familia Fos, como o FosB. As alteracbes nos niveis de transcri¢ao

desses genes iniciam e desenvolvem o estado de dependéncia (Fig. 1).

Receptores
oy - Recep

Regulagédo de muitos
Mensageiros % processos celulares
/ e _
T rtad secundarios
ransporta o;‘s — | & fosforilagéo proteica /—\
Drogas \ \

Canais

Fatores de transcricéo |

™ AdaptacBes estaveis na
\\ <] fungéo neural

/

L e

Figura 1: Acgbes transcripcionais das drogas de abuso. Embora as drogas tenham

seus alvos proteicos imediatos, a longo prazo, esses efeitos sdo regulados por
segundos mensageiros ativados no interior dos neurdnios. No nucleo, a regulagao
de genes especificos ativados pela droga, levam a comportamentos anormais que
caracterizam a dependéncia (NESTLER, 2012).
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Nao ha, no entanto, nenhum estudo em humanos que tenha investigado se essas
mudancas neuronais desenvolvidas na dependéncia podem ser medidas a nivel
molecular. Assim, considerando a hipotese de que os linfécitos presentes no sangue
periférico serviriam como “sondas” que reproduzem as alteragdes da expressao
génica observadas nos circuitos neurais (VOUSOOGHI et al., 2015) este trabalho
propde-se a investigar a expressao génica de genes-alvos no desenvolvimento e
manutencido do estado de dependéncia em pacientes internados para o tratamento

da dependéncia quimica.
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FUNDAMENTAGAO TEORICA
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2 Fundamentacgao Tedrica

2.1 Alvos moleculares envolvidos na dependéncia quimica

O “estado de dependéncia” € uma condicdo mental que possui um componente
genético associado ao contexto psicolégico/social do individuo no momento da
exposicao a droga (ROBISON; NESTLER, 2011).

O longo tempo de exposi¢ao a droga, faz com que mecanismos de regulagao
epigenéticos ocorram influenciados pela substancia, promovendo alteragdes nos
circuitos de recompensa cerebral, especialmente neurénios dopaminérgicos e suas
projecbes para o sistema limbico, altamente estimulado durante o uso de drogas
(NESTLER, 2008).

Tem-se relatado na literatura que substancias psicoativas como cocaina, alcool,
anfetaminas e outras, podem fosforilar proteinas reguladoras de transcrigdo como
CREB e MeCP2 (do inglés, methyl CpG-binding protein 2). Uma vez fosforiladas,
estas proteinas “liberam” sitio de transcricao do éxon |V da proteina BDNF, proteina
capaz de promover alteragdes estruturais nos circuitos neuronais (Fig. 2). Ainda
como efeito cascata dessas alteracbes moleculares apés o uso de drogas, genes
responsaveis por iniciar o ciclo celular como os da familia Fos, especialmente o
FosB, tém sua expressao alterada logo nas primeiras exposi¢cdes a droga, podendo
permanecer alterados por periodo indeterminado, além de promover repressao ou
ativagdo de outros genes-alvos (NESTLER, 2008; NESTLER, 2012; MCCARTHY et
al., 2012; MOST et al., 2014).
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A Cocaina aumenta a expressao de BDNF

Cocaina
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Figura 2: Alteragbes induzidas pela cocaina na expressdo de BDNF na via
dopaminérgica mesolimbica.

A: A Ativagdo da expressao génica induzida pela cocaina na regido promotora do
exon |V do BDNF é facilitada pela fosforilacdo de CREB e associagcdo de CREB
fosforilada com a proteina de ligagdo a CREB. Subsequentemente, a MeCP2
fosforilada é dissociada do DNA metilado e as histonas tornam-se acetiladas,
resultando em cromatina transcricionalmente ativa.

B: Exemplo simplificado de alteragdes induzidas pela cocaina no BDNF e na
sinapse dopaminérgica. A cocaina liga-se ao transportador de dopamina do terminal
pré-sinaptico dos neurbnios dopaminérgicos, bloqueando a recaptagao da dopamina
aumentando a concentracdo do neurotransmissor na fenda sinaptica. O aumento da
liberagdo de BDNF dos neurbnios dopaminérgicos da AVT (area tegmental ventral)
tem sido associado ao comportamento de busca por drogas.

C: A exposigao repetida a cocaina leva ao aumento da expressao do BDNF na via
mesolimbica. O BDNF é liberado dos neurdnios dopaminérgicos da AVT (azul), dos
neurénios glutamatérgicos do CPF (cértex pré-frontal) (vermelho) e dos neurdnios

GABAérgicos do NAc (nucleo accumbens) (laranja). Linhas coloridas representam o
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transporte anterégrado de um tipo especifico de célula e as linhas cinzas pontilhadas
representam o transporte retrégrado do BDNF (MACCARTHY et al., 2012).

Uma vez que a finalidade do uso de drogas € a estimulagdo de neurdnios
dopaminérgicos, principalmente localizados na AVT e suas projegdes para o nucleo
accumbens, amigdala e hipocampo (MCCARTHY et al., 2012), a analise do receptor
de dopamina ligado a proteina G estimulante D5, foi sugerida como importante alvo

neste trabalho.

Os receptores dopaminérgicos D5 estao presentes, principalmente, no hipocampo e
no talamo. Além disso, esses receptores também sdo encontrados nos corpos

celulares de neurdnios dopaminérgicos na AVT (BUTTARELLI et al., 2011).

Pesquisadores relatam que receptores do tipo D1 (D1-D5) ligados a proteina G
estimulante, sejam componentes importantes na via de aprendizagem relacionada a
recompensa mesolimbica (GOODARZI et al., 2009).

Além disso, devido a grande afinidade (10 vezes maior) do receptor D5 pela
dopamina, é coerente assumir que esses receptores possuem papel importante no
desenvolvimento da dependéncia (VOOUSOOGHI et. al, 2015).

2.1.2 Possiveis alteragoes epigenéticas geradas apos exposicao a drogas

Epigenética literalmente significa “acima do genoma”, ou seja, modificacbes
quimicas do DNA e das histonas, promovendo mudangas na transcricao sem alterar
a sequéncia do DNA (MCCARTHY et al., 2012).

A modificacdo da cauda da histona (proteina chaperona que protege e enovela o
DNA) consiste no processo de acetilagdo, ou seja, retirada da carga positiva da
histona, liberando o material genético para a transcrigéo. Ja o processo de metilagao
da histona, consiste em tornar essa proteina novamente positiva, reprimindo o gene
que ela envolve. Essas alteragdes quimicas ocorrem devido a exposi¢cado aguda a
drogas e sao sugeridas como responsaveis por alterar genes especificos envolvidos
na dependéncia (NESTLER, 2008).
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Neuroadaptacbes e alteragdes transcripcionais induzidas por drogas influenciam
uma complexa rede regulatoéria que controla como e quando os mRNA sinapticos
sdo traduzidos (MOST et al., 2014).

As alteracbes transcripcionais podem ser transitorias ou persistentes, sao reguladas
a longo prazo e sao criticas para as respostas adaptativas de um organismo
subjacentes a varias modificagbes no comportamento, incluindo a dependéncia de
drogas, e sdo influenciadas pelo aumento da sintese e liberagdo de BDNF
(MCCARTHY et al., 2012).

Embora os mecanismos subjacentes a dependéncia de drogas sejam complexos, ha
uma forte correlagéo entre exposicéo a drogas de abuso como cocaina, anfetamina,
alcool e neuroadaptagdes no sistema dopaminérgico (MOST et al.,, 2014). Essas
adaptacdes ocorrem devido a tais compostos psicoestimulantes interferirem na
sinalizacdo dopaminérgica, elevando os niveis de dopamina na sinapse. A
administracao repetida de drogas pode causar mudangas permanentes nos niveis
de dopamina, bem como alteragdes transitdérias ou permanentes na expressado do
BDNF, implicando em alteragdes neuronais de longa duragao induzida por drogas
(MCCARTHEY et al., 2012).

As alteragdes moleculares a nivel de expresséao génica observadas durante o estado
de dependéncia quimica e que sdo subjacentes as alteragdes nos circuitos
neuronais, podem refletir na mudanga do comportamento observados nos quadros

de dependéncia quimica, sendo assim, alvo do presente estudo.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar os niveis de expressado génica de genes-alvos no estado de dependéncia
quimica FosB, BDNF e DRD5 em sangue periférico de individuos internados para o
tratamento da dependéncia de drogas, comprovando a possivel relagdo entre as
alteracbes moleculares determinantes no processo de dependéncia que ocorrem no
sistema nervoso central e as alteragcdes observadas em linfécitos como “sondas” que

evidenciam esses processos a nivel periférico.

3.1.2 Objetivos especificos

e Comparar os niveis de expressao dos genes FosB, BDNF e DRD5 em
sangue periférico de dependentes quimicos internados para o tratamento da
dependéncia e controles nao-usuarios pareados pelas caracteristicas sécio-

demografica.

* Avaliar se os niveis de expressao génica observados possuem correlagao
com o estado clinico de dependéncia quimica mensurados por testes

cognitivos.
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4 Metodologia

4.1 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos participantes de ambos os géneros entre 18 e 75 anos que estavam
internados no Hospital da Policia Militar do Estado do Espirito Santo e apresentavam
diagndstico de dependéncia de crack-cocaina (grupo CUD de cocaine use disorder)
ou de alcool (grupo AUD de alcohol use disorder) de acordo com os critérios do
Manual de Estatistica e Diagnédstico de transtornos Mentais (Diagnostic and Statistic
Manual of Mental Disorders - DSM-5 (anexo |); estavam em abstinéncia em um
intervalo minimo de 24 horas e no maximo 90 dias podendo fazer uso de nicotina
e/ou cafeina e encontravam-se estaveis. Além disto, os pacientes deveriam ser
capazes de ler, escrever, bem como assinarem termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo Il/1ll) aceitando a inclusdao no projeto de pesquisa e doagao de 5

ml de sangue periférico usado nas analises de expressao génica.

Também foram incluidos no estudo individuos saudaveis que nao apresentavam
histéria e/ou critérios para o diagndstico de dependéncia quimica ou outros
transtornos mentais, portanto, ndo sendo usuarios e/ou dependentes quimicos ou
apresentando desordens neuropsiquiatricas, pareados pelas caracteristicas socio-
demograficas (idade, género, escolaridade, nivel sdcio-econdmico, etc.) que foram

utilizados como controles (grupo CONT) para os testes de expressao génica.

4.1.2 Testes cognitivos

Os participantes incluidos no estudo passaram por avaliacdo clinica psiquiatrica
prévia conferindo o critério para diagnostico da dependéncia quimica, por uma
entrevista estruturada para coletar as informagdes sdcio-demograficas e padrdes de
uso das substancias e avaliagao cognitiva breve mediante aplicagcdo de uma bateria

de avaliagdo da fungao frontal e o mini-exame do estado mental.

A FAB (The Frontal Assessment Battery) avalia seis diferentes dominios de fungéo

executiva: conceitualizagéo, flexibilidade mental, programagdo motora, sensibilidade
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a interferéncia, controle inibitério e autonomia (anexo IV) (CUNHAS; NOVAES,
2004). Cada item é pontuado de zero a trés, totalizando uma soma de dezoito

pontos para a pontuacido maxima.

Para rastreio do estado mental do individuo foi usado a escala cognitiva do Mini-
exame do estado mental - MMSE do original Mini-Mental Status Examination. Esta
escala avalia pelo menos cinco fungbes cognitivas: orientagdo, registro, atencéao e

célculo, evocagao e linguagem (anexo V) (BERTOLICCI et al., 1994).

Os individuos saudaveis que aceitaram ser incluidos no estudo também realizaram
os testes cognitivos descritos acima, além de assinarem o termo de consentimento

de forma similar aos individuos dependentes.

Para avaliagao clinica especifica dos pacientes alcoolistas e usuarios de crack-
cocaina, foi realizado um exame que avalia o desejo intenso (craving) pela droga e,
tanto para alcoolistas quanto para os CUD, foram aplicadas escalas que avaliaram

os niveis de depressao e ansiedade.

O craving foi pontuado com uma escala breve composta de 5 itens (1, 2, 4, 5 e 13)
adaptada da Escala de Beber Obsessivo-Compulsivo (OCDS) (ANTON et al., 1995;
ANTON et al., 1996; ANTON, 2000) para AUD, e da Escala de Cocaina Obessivo-
Compulsivo (OCCS) (VORSPAN et al., 2012) para CUD, que avalia o desejo pela
droga em um sentido restrito de acordo com De Wildt et al. (2005). As questbes
desta escala breve sao respondidas em uma escala que varia de 0 a 4, resultando

em uma pontuacao total entre 0 e 20.

A gravidade dos sintomas de depressdo foi analisada por um questionario de
multipla escolha (Escala de HAM-D). Este instrumento avalia a gravidade dos
sintomas de depressao, como baixo humor, insénia, agitagcao, ansiedade e perda de
peso (Hamilton, 1960). O examinador deve escolher entre as respostas possiveis
para cada questao entrevistando o paciente e observando os sintomas do paciente.
Cada questao tem entre 3 e 5 possiveis respostas que aumentam em gravidade. Na
escala original, as primeiras 17 questdes contribuem para a pontuacgao total,

enquanto as questbes 18 a 21 fornecem informagdes adicionais sobre depressao
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(por exemplo, variacdo diurna, sintomas parandides), mas ndo sao incluidas na

pontuacao total da escala.

O nivel dos sintomas de ansiedade foram avaliados por meio de um questionario
estruturado de multipla escolha (Escala de HAM-A) (Hamilton, 1959). A escala
consiste em 14 itens, cada um deles definido por uma série de sintomas, e mede
tanto a ansiedade psiquica (por exemplo, agitagdo mental e angustia psicoldgica)
quanto a ansiedade somatica (por exemplo, queixas fisicas relacionadas a

ansiedade).

4.2 Coleta de sangue

Foram coletados 5 ml de sangue periférico por pungdo venosa em seringas estéreis
de 10 ml e agulhas estéreis de 27 milimetros de espessura. Apds a pungéo, o
sangue foi introduzido em tubo contendo o anticoagulante EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid) e mantido em temperatura ambiente e recipiente adequado até a
chegada no laboratério para extragcdo de RNA. O tempo entre a coleta e o processo

de extracao de RNA néo foi superior a 2 horas.

4.3 Extragao de RNA e sintese de cDNA

A extracado de RNA total a partir de sangue foi feita pelo método de colunas (Fig.3),
utilizando o Qiamp Blood RNA Mini Kit (Cat. No. 52304, Qiagen, Alemanha) e
seguido protocolo disponibilizado pelo fabricante. Apds a extracdo, o RNA foi eluido

em agua livre de RNAse armazenado em freezer a -80 'C.
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Procedimento
QIAamp RNA Blood Mini
sangue

lisar eritrocitos
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eritrocitos lisados

T leucécitos intactos

lise de leucécitos

QlAshredder

adicdo de etanol

= homogenizacdo com
€
= ligacdo do RNA total
a membrana
do QlAamp

Figura 3: llustracdo do método de extracdo de RNA total em colunas fornecido pelo

fabricante (Cat. No. 52304, Qiagen, Alemanha).

Posteriormente, o RNA total foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop 2000
Thermo Fisher Cientific, EUA) para averiguar quantidade de material extraido. Em
seguida, 400 nanogramas de RNA total foram utilizados para a transcrigao reversa
(RT) utilizando-se o RT? First Strand Kit (Cat. No. 330404, Qiagen, Alemanha). O
total de cDNA sintetizado ap6s o processo de RT foi diluido em 1:3 em agua livre de

RNAse propria do kit e armazenado em freezer a -20 °C.
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4.4 Reagao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real - RT-PCR

Para avaliagao dos niveis de expressao génica foi utilizada a técnica de RT-PCR, na
qual foram utilizadas trés amostras de cDNA (tréplicas biolégicas) do mesmo
individuo para cada reagao. O método de detecgao da amplificagdo das regides de
interesse utlizado foi o RT? SYBR Green ROX FAST Mastermix (Cat. No. 330620,
Qiagen, Alemanha) e ABI PRISM 7500 Sequence Detection Systems (Applied
Biosystems, EUA).

A quantidade de mix de RT-PCR utilizado para cada um dos pocos das reacdes foi
de 5 ul; 2,6 pl de agua estéril; 0,4 ul de primer personalizado e 2 ul de cDNA diluido

de cada paciente em tréplicas.

Em todas as reagdes foi utilizado o primer para gene housekeeping ou de referéncia
o da BActin (NM_001101.3, Qiagen, Alemanha), seguido do primer do gene de
interesse FosB (NM_006732.2, Qiagen, Alemanha), BDNF (NM_001709.4, Qiagen,
Alemanha) e DRD5 (NM_000798.4, Qiagen, Alemanha). A média dos valores CT
(Cycle Threshold, Fig. 4) entre o gene housekeeping e o gene de interesse para
cada grupo (dependentes e controles), foram utilizadas para a quantificacéo relativa

da expresséao génica.
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Figura 4: llustracdo do valor de CT, correspondente ao numero de ciclos da RT-
PCR que sao necessarios para que a quantidade de cDNA das amostras rompa o
limiar de detecg¢ao da fluorescéncia (Adaptado de NOLAN et al., 2006).

4.5 Analise estatistica

Para a comparacgao da idade entre os grupos CONT, CUD e AUD foi empregada
uma analise de variancia (ANOVA), e as comparagdes de outras caracteristicas
sociodemograficas (género, escolaridade, estado civil, situagéo trabalhista e uso de

tabaco) foram feitas por testes ndo-paramétricos (Qui-quadrado).

As diferengas de expresséao relativa observadas entre o grupo controle e os grupos
dependentes foram obtidas utilizando a média dos valores de CT de cada grupo,
usando como gene de referéncia a BActina, além dos genes-alvos FosB, BDNF e
DRD5. Em seguida, fez-se o calculo de fold-change como proposto por Schmittgen

e Livak (2008):
2-ACTdepend / 2-ACT control
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O resultado desse célculo evidencia quantas vezes o gene em estudo esta expresso
em relagdo ao gene normalizador ou de referéncia. Entretanto, caso a média do CT
no grupo controle seja menor do que a observada no grupo tratamento ou, no caso,
dependentes, significa que o valor encontrado do fold-change é negativo,

representando uma redugao da expressao génica (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008).

A proporgao dos valores de CT dos genes de FosB, BDNF e DRD5 sobre o CT do
gene de referéncia Beta-Actina (Act) (FosB/Act, BDNF/Act e DRDSb/Act) foi
convertida em logaritmo na base 10 (Log FosB/Act, Log BDNF/Act e Log DRD5/Act)
de acordo com Yamada et al. (2013) para cada sujeito para as analises da
expressdo do mRNA destes genes entre os grupos. Estes dados foram

representados pela média e erro padréao da média (e.p.m.).

Assim, para a comparagdo dos Logs FosB/Act, BDNF/Act e DRD5/Act entre os
grupos CONT, CUD e AUD, foi empregada uma analise de covariancia (ANCOVA)
tendo idade e uso de tabaco como covariaveis (SULLIVAN et al., 2001), visto que
estas variaveis poderiam influenciar na expressédo dos genes, mesmo que estas

variaveis nao tenham se diferenciado entre os grupos.

Para a verificagdo de uma possivel associagcdo do desempenho executivo (FAB) e
cognitivo global (MMSE) e os genes pesquisados, foram realizadas analises de
regressao multipla corrigidas pela idade e escolaridade, visto que estas variaveis
poderiam influenciar o desempenho cognitivo (CRUM et al., 1993) tendo os escores
da FAB e do MMSE como potenciais preditores dos Logs FosB/Act, BDNF/Act e
DRD5/Act como variaveis dependentes analisados individualmente. Para estas

analises foram introduzidos todos os sujeitos envolvidos no estudo.

Adicionalmente, os tamanhos de efeito foram calculados usando Cohen d porém
corrigido para amostra populacional por Hedge gs (LAKENS, 2013) para comparagao
entre amostras independentes (teste t ndo-pareado) dos valores dos Logs FosB/Act,
BDNF/Act e DRD5/Act.

Em todas as analises foi empregado um nivel de significancia para p < 0,05. O
SPSS Statistics Base 24.0 (SPSS Inc, EUA) e o GraphPad Prism 7.0 (GraphPad
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Software Inc, EUA) foram utilizados para analise estatistica e apresentacdes

graficas, respectivamente.
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RESULTADOS
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5 Resultados

5.1 Caracteristicas sociodemograficas dos sujeitos

O grupo CONT apresentou uma média de idade aproximadamente 5 anos acima dos
grupos CUD e AUD, mas a ANOVA nao encontrou diferenga significante na
comparagao entre os grupos (Tab. 1). O grupo AUD teve uma maior proporg¢ao de
mulheres, porém esse dado ndo foi estatisticamente significante na comparagao
entre os grupos. Além disso, os grupos AUD e CUD apresentou uma maior
proporgao de tabagistas, entretanto, na comparagao entre os grupos, essa diferencga
nao foi significante. Assim, os grupos CONT, AUD, CUD apresentaram bom

pareamento para idade, género e uso de tabaco.

Entretanto, as outras caracteristicas sociodemograficas como a escolaridade,

situagao trabalhista e estado civil, ndo foram equivalentes entre os grupos (Tab. 1).

De um modo geral, a maior parte dos grupos deste estudo foi constituida por
individuos de boa a elevada escolaridade. A escolaridade mensurada por anos de
estudo foi diferente entre os grupos (p < 0,05), possivelmente, em decorréncia da
maior propor¢cado de pacientes com escolaridade de grau médio no grupo AUD em
contraste com a maior proporg¢ao de individuos com maior grau de escolaridade nos
grupos CONT e CUD.

A situacao trabalhista foi significativamente diferente entre os grupos (p < 0,001) em
funcdo da maior proporgcéo de desemprego e trabalho informal em contraste com a

menor proporgao de trabalho formal nos grupos CUD e AUD.

Houve, ainda, diferenga significante quanto ao estado civil (p < 0,01) visto que houve
uma maior proporgao de sujeitos casados ou em unido estavel nos grupos CONT e
AUD, diferentemente de boa parte do grupo CUD, que foi constituida por pacientes

que eram solteiros ou viuvos.
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Estas diferencas poderiam ser esperadas na populacdo de dependentes de crack-
cocaina e alcool como consequéncias social e comportamental usualmente

encontradas nos transtornos do uso de substancias.

Com relagdo aos padrdes do uso de drogas, os pacientes que constituiram os
grupos CUD e AUD e que se encontravam internados em um hospital publico para o
tratamento da dependéncia quimica, apresentaram um uso bastante elevado de

alcool (doses/dia) e de crack-cocaina (pedras/dia) (Tab.1).

Neste estudo, os pacientes dos grupos CUD e AUD nao apresentaram desempenho
executivo (FAB) e cognitivo global (MMSE) diferente do grupo CONT. Dessa forma,

0s grupos deste trabalho também foram pareados pelo desempenho cognitivo.

As pontuagdes para avaliar depressdo (HAM-D) estiveram dentro da faixa
considerada normal e as da escala de ansiedade (HAM-A) indicaram sintomas de
leve a moderados em ambos os grupos CUD e AUD. Infelizmente, estas escalas nao

foram aplicadas no grupo CONT.

As pontuagbdes do craving mensuradas pelos 5 itens das escalas OCDS para o
alcool ou OCCS para o crack-cocaina, foram de leve a moderada intensidade em
ambos transtornos do uso de substancias. As médias das pontuacbdes nestas
escalas foram similares as encontradas em estudos prévios (KLAUSS et al., 2014;
BATISTA et al., 2015).
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Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficas dos controles saudaveis (CONT, n =
12), usuarios de crack (CUD, n = 10) e alcoolistas (AUD, n = 12).

Grupos
CONT CuD AUD p valor
(n=12) (n=10) (n=12)
Caracteristicas sociodemograficas
Idade [média (DP)] 47,9 42,5(12,4) 42,3(9,0) F(2,33)= 0,38
(11,2) 1,0
Género n (%) Masculino 8 (66,7%) 8(80,0%) 5(41,7%) X,=358 0,17
Feminino 4 (33,3%) 2(20,0%) 7 (58,3 %)
Anos de educagdo >5 2 (16,7%) 0 (0,0%) 2(16,7%) X,=12,64 0,049~
n (%) <6>9 3(25,0%) 2(20,0%) 0 (0,0%)
<10>13 1(8,3%) 3 (30,0%) 8 (66,7%)
>13 6 (50%) 5 (50,0%) 2 (16,7%)
Situagdo trabalhista Trabalho formal 5 (41,7%) 1(10,0%) 1(8,3%) X,=3353 0,007***
n (%) Servidor publico 2 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Trabalho 0 (0,0%) 1(10,0%) 0 (0,0%)
informal 0 (0,0%) 4 (40,0%) 9 (75,0%)
Desempregado 0 (0,0%) 4 (40,0%) 1(8,3%)
Trabalho 4 (33,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Intermitente 1(8,3%) 0 (0,0%) 1(8,3%)
Contrato
temporario
Aposentado
Estado Civil Solteiro 2(16,7%) 3 (33,3%) 541,7%) X,=20,3 0,009**
n (%) Casado ou
unido estavel 10 1(10,0%) 6 (50,0%)
Divorciado (83,3%) 2 (22,2%) 0 (0,0%)
Viavo 0 (0,0%) 3 (33,3%) 0 (0,0%)
N&o declarado 0 (0,0%) 1(11,1%) 1(8,3%)
0 (0,0%)
Padrao de uso de drogas
Quantidade de uso (diaria) 0 (0,0) 14,8 (6,9) 23,9 (17,0)
pedras/dia drinks/dia
Idade de inicio do uso de drogas - 33,4 (9,1) 16,6 (5,0)
(anos)
Uso de Tabaco® Sim 2 (16,7%) 5 (55,6%) 6 (50,0%) X,=4,15 0,126
Néao 10 (83,3%) 4 (44,4%) 6 (50,5%)
Exame Clinico
FAB® 13,3 (3,1) 14,1 (2,7) 12,1(2,8) F(2,33)=1,3 0,27
MMSE® 28,0 (2,5) 28,3 (2,1) 275(36) 7 0,80
HAM-D° 6,5 (2,9) 4,3(1,7) F(2,33)=0,2
HAM-A® 10,3 (8,4) 9,3 (8,3) 3
Craving scores® 5,5 (5,6) 6,6 (5,8)

Escores de Craving = 5-itens de OCDS/OCCS, FAB = Frontal Assessment Battery, MMSE = Mini-
mental Status Examination, HAM-D = Hamilton Depression, HAM-A = Hamilton Anxiety. a = dados de
um sujeito do grupo CUD estava faltando, b = dados de dois sujeitos do grupo CUD estavam faltando
e foram imputados por regressao linear, ¢ = dados de quatro sujeitos do grupo CUD e AUD estavam

faltando e nao foram imputados. *p < 0,05, ** p < 0,01, *** = 0,001.
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5.2 Andlise da expressao relativa para o gene FosB em pacientes usuarios de

crack, alcool e controles

A expressdo de mRNA de FosB foi reduzida, com valor de fold-change de -1,15 nos
individuos CUD e -2,17 nos AUD (Tab. 2). Os sinais negativos no resultado do
célculo de fold-change sao devido ao ACT do grupo controle ter sido menor do que
os grupos AUD e CUD, indicando que a expressao génica sofreu reducéo, seguindo
orientagdes para os calculos de fold de SCHIMITIGEN e LIVAK (2008), ou seja,

-1/fold-chenge calculado para encontrar quantas vezes houve a redugéo.

Tabela 2 — Expressao de FosB de individuos controles (CONT, n = 12), usuarios de
crack (CUD, n = 10) e alcoolistas (AUD, n = 12).

Expressao de FosB Grupos
CONT CuD AUD
(n=12) (n=10) (n=12)

Fold change e valores de CT

Média CT Beta-Actina 17,03 17,03 16,44

FosB 25,14 25,34 25,66
ACT 25,14 -17,03=8,11 25,34-17,03=8,31 25,66 -16,44 = 9,22
Fold change -1,15 -2,17

Apesar das médias do Log FosB/Act dos grupos CUA e AUD terem sido
discretamente maiores quando comparadas ao grupo controle, a ANCOVA, tendo
idade e uso de tabaco como covariaveis, ndo apresentou diferencas estatisticamente
significantes [F(2,33) = 0,69; p = 0,51; R? = 0,047] (Fig. 4). O tamanho de efeito gs de
Hedge para duas amostras independentes foi de 0,66 para o CUD (CONT =0,173
0,035; CUD = 0,196 £ 0,056) e de 0,30 para o grupo AUD (CONT= 0,173 + 0,035;
AUD = 0,185 % 0,052) quando os Logs FosB/Act dos grupos CUD e AUD foram

comparados aos controles separadamente.
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Figura 4: Média dos valores de CT em Log para o gene FosB em pacientes usuarios

de crack (n=10), alcool (n=12) e controles (n=12).

5.2.1 Associagdo da expressdo do gene FosB com os testes cognitivos em

todos sujeitos

Os escores da FAB ou do MMSE nao se mostraram associados ao Log FosB/Act

pela andlise de regressdo multipla corrigida pela idade e escolaridade (Fig. 5).
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Figura 5: Regressdo linear da associagao entre os escores do teste FAB e a
expressao do gene FosB.

5.3 Andlise da expressao relativa para o gene BDNF em pacientes usuarios de
crack, alcool e controles

A expressdao de mRNA de BDNF no grupo CUD foi de 2,25 fold-change e no grupo
AUD foi de 2,0 fold-change. Neste caso, como o valor do ACT do grupo CONT foi
maior do que os valores de ACT dos grupos AUD e CUD, houve um aumento na

expressdo de BDNF em ambos grupos de pacientes AUD e CUD (Tab. 3).
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Tabela 3 — Expressao de BDNF de individuos controles (CONT, n = 11), usuarios de
crack (CUD, n = 10) e alcoolistas (AUD, n = 12).

Expressao de BDNF Grupos
CONT CuD AUD
(n=11) (n=10) (n=12)
Fold change e valores de CT
Média CT Beta-Actina 15,66 16,11 17,04
BDNF 32,51 31,85 32,32
ACT 32,51-15,66 = 31,85-16,11 = 32,32-17,04 =
16.85 15,74 15,28
Fold change 2,25 2

As médias do Log BDNF/Act dos grupos CUA e AUD foram menores comparados ao
CONT. Entretanto a ANCOVA nao encontrou uma diferenca estatisticamente
significante na comparacdo entre os grupos [F(2,32) = 0,78; p = 0,47; R?> = 0,054]
(Fig. 6). O tamanho de efeito gs de Hedge para duas amostras independentes foi de
0,36 para o CUD (CONT = 0,298 + 0,051; CUD = 0,270 = 0,080) e de 0,35 para o
grupo AUD (CONT = 0,298 + 0,051; AUD = 0,276 = 0,072) quando os Logs

BDNF/Act dos grupos CUD e AUD foram comparados aos controles separadamente.
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Figura 6: Média dos valores de CT em Log para o gene BDNF em pacientes

usuarios de crack (n=10), alcool (n=12) e controles (n=10-11).

5.3.1 Associagao da expressao do gene BDNF com testes cognitivos em todos

sujeitos

Na andlise de regressdo multipla tendo idade e escolaridade como covariaveis,
sendo o Log BDNF/Act a variavel dependente e os escores da FAB e MMSE as
variaveis independentes incluindo todos os sujeitos deste estudo, os escores da FAB
foram responsaveis por 17,6% da variancia dos valores do Log BDNF/Act, F(2,32) =
3,276; p = 0,035, R? ajustado = 0,176; IC 95% [0,002; 0,023]. A FAB apresentou
correlacao significativa de ordem zero (r = 0,499, B = 0,56) com o Log BDNF/Act,
apresentando efeito parcial significante (p = 0,002) no modelo completo (Fig. 7). Os

escores do MMSE n&o se mostrou associado ao Log BDNF/Act.
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Figura 7: Regresséo linear da associagao entre os escores do teste FAB e a

expressao do gene BDNF. **p = 0,002

5.4 Andlise da expressao relativa para o gene DRD5 em pacientes usuarios de

crack, alcool e controles

A expressdao de mRNA de DRDS5 foi aumentada nos grupos AUD e CUD, com valor

de fold-change de 2,22 em ambos grupos (Tab. 4).

Tabela 4 — Expressao de DRDS5 de individuos controles (CONT, n = 12), usuarios de

crack (CUD, n = 9) e alcoolistas (AUD, n = 11).

Expressao de DRD5 Grupos
CONT CuD AUD
(n=12) (n=10) (n=11)
Fold change e valores de Ct
Média CT Beta-Actina 14,79 15,62 15,88
DRD5 31,53 30,97 31,28
ACT 31,53-14,79 = 30,97-15,62 = 31,28-15,88 =
16,74 15,35 15,4
Fold change 2,22 2,22
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As médias do Log DRDb5/Act dos grupos CUA e AUD discretamente menores
comparado ao grupo controle, porém a ANCOVA, tendo idade e uso de tabaco como
covariaveis, ndao encontrou diferengas estatisticamente significantes [F(2,31) = 0,77;
p = 0,47; R? = 0,056] (Fig. 8). O tamanho de efeito gs de Hedge para duas amostras
independentes foi de 0,26 para o CUD (CONT = 0,297 + 0,089; CUD = 0,266 +
0,101) e de 0,26 para o grupo AUD (CONT = 0,297 + 0,089; AUD = 0,274 + 0,083)
quando os Logs DRD5/Act dos grupos CUD e AUD foram comparados aos controles

separadamente.
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Figura 8: Média dos valores de CT em Log para o gene DRD5 em pacientes

usuarios de crack (n = 9) alcool (n = 11) e controles (n = 12).

5.4.1 Associagao da expressao do gene DRD5 com testes cognitivos em todos

sujeitos

Os escores da FAB ou do MMSE nao se mostraram associados ao Log DRD5/Act

pela andlise de regressdo multipla corrigida pela idade e escolaridade (Fig. 9).
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Figura 9: Regressdo linear da associagao entre os escores do teste FAB e a
expressao do gene DRDS.
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6 Discussao

Os dados sociodemograficos dos sujeitos estudados (controles, usuarios de crack e
alcoolistas) estdo em acordo com a literatura para cada um dos grupos analisados
(BATISTA, et al., 2015; KLAUSS et al., 2014; KLAUSS et al., 2018; KLAUSS et al.,
2018).

A média de idade dos grupos estudados variou de 42 a 48 anos, a maioria
constituida por homens, exceto o grupos de alcoolistas, além disso, 50% ou mais
dos dependentes eram tabagistas. Entretanto, ndo houveram diferengcas nas
comparagoes destas caracteristicas entre os grupos. O desempenho executivo
avaliado por um breve teste de rastreio foi equivalente entre os grupos e as
pontuacdes encontradas sdo compativeis com a escolaridade na populacao
brasileira (BEATO et al., 2012). O desempenho cognitivo global avaliado pelo mini-
exame do estado mental também foi equivalente entre os grupos com pontuagdes
semelhantes as encontradas em populagbes mundiais (CRUM et al., 1993).
Portanto, os individuos que compuseram os grupos deste estudo, mostraram-se
razoavelmente pareados por idade, género, uso de tabaco e desempenhos

executivo e cognitivo global.

Os individuos nao foram pareados, entretanto, pela escolaridade, situacao
trabalhista e estado civil, sendo as diferencas encontradas relacionadas as
consequéncias comportamentais e principalmente sociais, usualmente observadas
nesta condicdo (TIFFANY et al., 2012). No entanto, os grupos de dependentes de
crack-cocaina e de alcool deste estudo apresentaram bom nivel de escolaridade
(80-83% dos dependentes relataram acima de 10 anos de estudo), o que pode estar

relacionado com o bom desempenho executivo e cognitivo global.

Assim, os resultados das analises moleculares e desempenho cognitivo aqui
apresentados, provavelmente, ndo tiveram influéncia da idade, género, uso de
tabaco e escolaridade. Entretanto, estas varidveis foram consideradas como
covariaveis em analises nas quais o fator dependente analisado teria alguma

influéncia da idade e do uso de tabaco, como no caso da expressao génica de FosB,
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BDNF e DRDS, e da idade e escolaridade, no caso dos desempenhos executivo
(FAB) e cognitivo global (MMSE).

Com relacao as analises moleculares feitas em sangue periférico, e os estudos das
células mononucleares (linfécitos) presentes em sangue periférico tem sugerido que
essas células funcionariam como “sonda” refletindo as mesmas mudancgas
moleculares que ocorrem no sistema nervoso central em doencgas neuroinflamatérias
e psiquiatricas, constituindo uma boa amostra bioldgica para anélises moleculares in
vivo que refletem o estado do individuo mais préximo da realidade (CENTOZONE;
BATISTTINI; MACCARRONE, 2008; ROOFAZON et al., 2010; BUTTARELLI et al.
2011).

No entanto, ndo encontramos estudos na literatura que tenham realizado analises
moleculares em sangue periférico, mais precisamente em linfocitos, em
dependentes quimicos. Com base nisso, nossos estudos tiveram como objetivo
inicial a analise das possiveis alteragcbes moleculares a nivel de expressao génica
apresentadas em linfécitos de pacientes dependentes de crack e de alcool,
comparados a individuos controles nao-usuarios de drogas. Foram analisadas as

expressodes génicas do gene FosB, BDNF e DRDS.

Com relagao ao gene FosB, o calculo de fold-change sobre as diferencas de CTs do
FosB e Act (ACT) demonstrou uma redugéo de -1,15 no grupo CUD e de -2,17 no
grupo AUD com relagdo do CONT, sugerindo ter ocorrido uma redugdo da

expressao deste gene nos pacientes dependents de crack-cocaina e de alcool.

E preciso ressaltar que na expressdo génica, maiores valores de CT refletem
limiares de ciclo tardios, ou seja, o ciclo quantitativo no qual o mRNA do gene alvo é
capturado, é tardio, significando que o numero de cépias do cDNA é menor,
consequentemente, ha menor quantidade de mRNA na amostra pesquisada
(SHIMITTGEN e LIVAK, 2008). Com base nisso, os valores maiores do Log
FosB/Act observados nos grupos CUD e AUD refletem valores maiores de CT para
captura do mRNA do FosB, e, por conseguinte, a menor expressdo deste gene

nestes grupos de pacientes.
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Os valores gs de Hedge de 0,66 para CUD e de 0,30 para AUD do Log FosB/Act
indicam, respectivamente, tamanhos de efeito médio e pequeno de acordo com
Cohen (1992) nas comparagdes com o grupo CONT sugerindo que embora nao
tenham sido encontradas diferengas significantes na comparagao estatistica entre os
grupos, nos tamanhos dos efeitos sobre os controles pode ser considerado de
relevancia clinica. Interessantemente, em uma interpretacdo adicional os efeitos
clinicos indicam que a chance de um individuo do grupo CUD apresentar Log
FosB/Act maior que o de um individuo do grupo controle € de, aproximadamente,

64%, e de 50% para um individuo do grupo AUD.

Estudos anteriores em roedores indicaram que a exposigao cronica a drogas modula
as regides de recompensa do cérebro através do aumento de uma isoforma da
proteina FosB (delta-FosB) medida diretamente em circuitos de recompensa
(VIALOU et al., 2012). No presente estudo foi observado que os niveis de expressao
de mRNA de FosB foram reduzidos no sangue periférico de pacientes CUD e AUD.
Essa redugao na expressao de mRNA de FosB pode refletir a exposigdo a drogas a
longo prazo, ja que ha evidéncias experimentais de que o grau de indug¢ao do gene
FosB dessensibiliza parcialmente com a exposi¢cao repetida a anfetamina (ALIBHAI
et al., 2007).

Além disso, Renthal et al. (2008) demonstraram que o acumulo de delta-FosB apds
exposicao crbnica a anfetamina dessensibiliza a inducdo de mRNA de c-fos a

repetidas exposi¢cdes a drogas.

Um recente estudo post-mortem mostrou que a expressao das isoformas de FosB foi
regulada negativamente no hipocampo de pacientes dependentes (Gajewski et al.,

2016). Diferentemente, avaliamos a expressao do gene FosB in vivo em linfécitos.

A analise da expressao génica de BDNF apresentou valores de fold-change de 2,25
para o grupo CUD e de 2,0 para o grupo AUD, respectivamente, revelando uma
maior expressao desse gene nos pacientes dependentes de crack-cocaina e de

alcool comparados aos controles nao dependentes.
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Neste caso, o oposto do que foi mencionado para o gene FosB deve ser
considerado, ou seja, menores valores de CT, refletem limiares de ciclo menores,
significando que o mRNA alvo presente na amostra analisada, possui maior
quantidade de codpias. Com isso, os valores de Log BDNF/Act observados nos
grupos CUD e AUD, apresentam valores menores de CT para a captura do gene

BDNF, revelando a maior expressao deste gene nos grupos comparados ao CONT.

A maior expressdao do gene BDNF corresponderam a tamanhos de efeito gs de
Hedge de 0,36 e 0,35 para os grupos CUD e AUD, respectivamente, na compragao
dos Logs BDNF/Act destes grupos comparados aos do grupo CONT, indicando um
efeito de relevancia clinica de pequena a média, de acordo com a convencao de
Cohen (1992). Estes resultados evidenciam que, apesar de ndo haver diferenga
significativa na comparagdo dos Logs BDNF/Act entre os grupos, o aumento na
expressao de mRNA de BDNF em pacientes com transtorno do uso de substancias,
€ clinicamente relevante (SULLIVAN e FEINN, 2012). Adicionalmente, é possivel
sugerir que ha uma chance de, aproximadamente, 60% para que um individuo do

grupo CUD ou AUD apresente maior Log de BDNF/Act que um individuo controle.

Nao encontramos na literatura estudos que avaliaram a expressao génica de BDNF
em usuarios de crack e alcoolistas como realizamos aqui. Entretanto, um Unico
estudo feito com pacientes dependentes quimicos internados para tratamento,
evidenciou que os niveis séricos da proteina BNDF no periodo de abstinéncia foi
maior nos pacientes comparados aos controles (HUANG et al., 2011). Esses dados
corroboram nossos achados de aumento da expressao de mRNA de BDNF em

usuarios de crack e alcool.

Em animais os estudos avaliando o envolvimento do BDNF com a dependéncia
quimica, sdo mais evidentes. Grimm e colaboradores (2003) observaram um
aumento na expressao da proteina BDNF nas estruturas mesolimbicas 90 dias apds

a retirada de auto-administracao repetida de cocaina em ratos.

Outros pesquisadores mostraram que, em experimentos com ratos experientes em

cocaina, a infusdo de BDNF na AVT ou NAc restabeleceu a busca por cocaina apos
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um periodo de abstinéncia e levou a mudancas duradouras no sistema
dopaminérgico mesolimbico (HORGER et al., 1999; MCCARTHY et al., 2012).

Com relagdo ao sistema dopaminérgico, no presente estudo investigamos a
expressao do gene do receptor D5 da dopamina (DRD5) por ser este receptor um

dos mais acessiveis no sangue periférico.

Os fold-changes calculados sobre o ACT para o gene DRD5 foram de 2,2 para
ambos os grupos CUD e AUD com relagéo ao grupo CONT, sugerindo um aumento
da expressao deste gene nos pacientes com transtorno do uso de substancias.
Semelhantemente aos resultados do gene BDNF, os valores de Log DRDS/Act nos
grupos CUD e AUD foram menores que o CONT, refletindo a maior expressao do

gene nestes grupos.

O tamanho do efeito considerando o Log DRDS5/Act foi de 0,26, considerado
pequeno segundo a convengao de Cohen, para ambos grupos CUD e AUD quando
comparados ao grupo CONT. De acordo com a interpretagao alternativa deste dado,
ha uma chance de, aproximadamente, 57% para um individuo do grupo CUD ou
AUD apresentar maiores valores de Log DRD5 comparado a um individuo do grupo
CONT.

O estudo de expressao génica de receptores de dopamina em sangue periférico tem
sido sugerido como um bom paramentro que refletem as alteragdes na expressao de
proteinas neuronais importantes em diversos circuitos cerebrais e que sao

condizentes com a situagao psiquiatrica do individuo (BUTTARELLI et al., 2011).

Goodarzi e colaboradores (2009) avaliaram a expressao de mRNA do receptor de
dopamina D5 em linfécitos de individuos dependentes a opiaceos em tratamento e
abstinentes a longo prazo. Esses pesquisadores observaram uma redugao
significativa na expressdo de mRNA de DRD5 e associaram esses achados ao uso
de metadona nesses pacientes, sugerindo um efeito normalizador do medicamento

sobre a expressao génica do receptor D5.
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Semelhantemente, um estudo que analisou a expressao de mRNA dos receptores
de dopamina (D1, D2, D5) em linfécitos de pacientes dependentes de jogos e

encontrou valores reduzidos do mRNA DRDS5.

Contrariamente, nossos dados mostram um discreto aumento na expressdo de
MRNA DRD5 nao significativo e com pequeno tamanho de efeito de acordo com o
consenso de Cohen (1992). Tais resultados podem sugerir que as alteragbes nas
vias dopaminérgicas mesolimbicas favorecidas pela elevagdo da expressdo de
BDNF apods repetidas exposi¢coes a drogas (ANDERSON et al., 2017; MACCARTHY
et al., 2012; MOST et al., 2014), podem induzir 0 aumento da expressao do receptor

de dopamina D5.

Apesar da possivel relagdo com a dependéncia (VOUSOOGHI et al., 2015;
GOODARZI et al., 2009), a fungao cerebral desse receptor D5 de dopamina ainda
ndao é bem esclarecida devido a falta de antagonistas especificos a eles
(BUTTARELLI et al., 2011). Portanto, esses achados de expressao génica do DRD5

aqui apresentados, precisam ser melhor elucidados em investigagdes adicionais.

Embora este estudo ndo tenha ido além da etapa de transcricdo de genes-alvos
relacionados aos circuitos de recompensa cerebral e estado de dependéncia, outros
trabalhos afirmam haver precisdo e confiabilidade no uso de PCR em tempo real
para estudos que visam correlacionar dados genéticos e disturbios neurolégicos
(VOUSOOGHI et al., 2015; GOODARZ| et al., 2009).

Interessantemente, dos trés genes aqui estudados, apenas os dados de expressao
génica de BDNF apresentou associacédo com o desempenho executivo mensurado
pela FAB, e nenhum deles se mostrou associado ao desempenho cognitivo global
mensurado pelo MMSE, considerando todos os individuos envolvidos neste estudo
(CONT, AUD, CUD), mostrando nao haver diferenga estatisticamente significante na

comparacgao do desempenho cognitivo entre os grupos.

No modelo de regressao linear aplicada no estudo, o desempenho da FAB foi

preditora positiva do Log BDNF/Act, evidenciando que o menor desempenho da FAB
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estaria relacionado a um valor maior do Log BDNF/Act e, portanto, menor expressao
do gene BDNF.

Neste estudo observamos um aumento da expressdo do gene BDNF nos pacientes
com transtorno do uso de crack-cocaina e de alcool. Como houve uma associacao
significante, mas aparentemente negativa, entre o desempenho executivo e a
expressao do gene BDNF, a maior expressao deste gene na dependéncia quimica
pode ser resultante de uma resposta compensatoria a agao do crack-cocaina ou do
alcool no sistema nervoso central. Por outro lado, entretanto, poderia ser
desfavoravel para as funcdes executivas como € usualmente observado nesta
condicdo (ZAGO-GOMES e NAKAMURA-PALACIOS, 2009; GOLDSTEIN e
VOLKOW, 2012).

Como o BDNF modula a plasticidade sinaptica, o aumento da expressao desse gene
apos exposicao a psicoestimulantes pode causar neuroadaptagdes que contribuem
para o aumento da fungdo dopaminérgica, aumento do comportamento de busca de
drogas, craving, além de modular a aquisicdo de memoria para os efeitos da droga
(ROVARIS et al., 2017; MOST et al., 2014; MCCARTHY et al., 2012).

A associagao entre o teste das fungdes executivas (FAB) e a expressdo do gene
BDNF observada neste estudo ndo encontra correlatos na literatura e sugere que o
aumento da expressao de BDNF nas regides cerebrais de proje¢coes das vias
dopaminérgicas (onde ha maior liberacdo de BDNF), como no cértex pré-frontal
(MCCARTHY et al., 2012), pode prejudicar as fungdes executivas mensuradas pelo
FAB.
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7 Conclusao

* Os niveis de expressao do genes-alvos envolvidos no estado de dependéncia
quimica FosB, BDNF e DRD5 estao alterados em individuos dependentes de
crack-cocaina e de alcool, evidenciando a possibilidade de mensuragao dos

niveis de expressao génica em linfécitos do sangue periférico.

* Foram encontrados niveis de expressao génica reduzidos para o gene FosB

tanto em pacientes alcoolistas quanto usuarios de crack-cocaina.

* Os niveis de expressdao do mRNA de BDNF e DRD5 foram aumentados em

pacientes alcoolistas e usuarios de crack-cocaina

* Houve associacgéao significativa entre os escores do teste da fungéo executiva
FAB e o aumento do Log BDNF/Act correspondendo a reducéo da expressao
do gene BDNF, sugerindo que a aplicagédo desse teste tem um potencial valor

preditivo em relagao a expressao génica de BDNF.

* Essas evidéncias corroboram e comprovam que os linfécitos do sangue
periférico constituem uma boa amostra bioldgica que reflete as alteragdes
moleculares a nivel de expressao génica observadas no sistema nervoso
central, especialmente no circuito de recompensa em pacientes com

transtorno do uso de substancias.
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LIMITACOES DO ESTUDO E
PERSPECTIVAS FUTURAS
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8 Limitagoes do estudo e perspectivas futuras

O estudo possui limitagcbes nos valores de numero amostral devido a rigidez dos
critérios de inclusédo para o estudo. Além disso, os pacientes internados no Hospital
da Policia Militar do Estado do Espirito Santo sdo passiveis de abandonar tanto o
tratamento realizado internamente no hospital, quanto sua participagcado neste projeto

de pesquisa, bem como se recusarem a doarem amostras de sangue.

Outra limitagao deve-se ao fato de que nem todas as amostras de sangue coletada
dos pacientes possuiram quantidades de RNA total suficientes para prosseguimento
da sintese de cDNA.

Essas alteracbes moleculares compdem um quadro inicial e promissor que definem
como estdo os niveis de expressdo génica de moléculas importantes para o
funcionamento da circuitaria de recompensa do sistema nervoso central na

dependéncia quimica e se haveriam mudancgas apds tratamento.

Este estudo exclusivamente realizado em amostra biolégica humana nao encontra,

até o momento, correlatos na literatura.
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Anexo | — Artigo

FosB mRNA Expression in Peripheral
Blood Lymphocytes in Drug Addicted
Patients

Quézia Siva Andors', Jaisa Klauss', Livia Carla de Melo Rodrigues’ and
Estar Miyuks Nakamwa-Palacios ™

Ladoratony of Cograswve Scerces 870 NewropsyChaph e macoiogy. Arogram of Post-Gradvaton » Fiysoogcy Soenoes,
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W Payches amacoligy Frogram of Past Sraditon i Flysacgcsl Souncss, Fadus Uranesly of SE0ee0 S,
Wedne, Bean

FosB gene heterocimeanzas with Jun family protans 10 form actvator proten 1 (AP-1)
complexas that bng 1o AP-1 sites In responsive genes 10 reguiats transcription n al
cals. The genc expression of Fos8 ssems 10 be modified after long tme exposure 10
drugs of sbusa and these changes may be nvoived N craving anc acaiciad bahavior.
This study nvesigatec e Fos8 mMRANA exprassion in paripharal blood ymphocytes
of drug addicied patents using rea-time PCR approach. Thus, patients with crack-
cocaine use dsorgder (CUD, n = 10, aicohol uss dsorcer (AUD, n = 12), and haalthy
non-adaicted subects (CONT, n = 12) were assessed. FosS mANA axprasson was
raducad by 1.15-folc in CUD and 2.17-fold in AUD wnen comparad 10 CONT. Hadpss
efiect size g over log FosS/Act was of 0.66 for CUD and of 0.30 for AUD whan
compared t0 controls. Ths study showed that FosS mRANA exprasson was oetected
n ymphocytes from periphara blood for the first tme, anc 1t was Bss axprassed n
drug addicted patients. This molecular technique may consiitute a potantia perpneral
marker for substanos use disorder.

Keywordx Fos8l, mRNA espressicn, lympobhocyle, crack-cotame cee dacrder, slcohal use dsorder

INTRODUCTION

The use of addictive drugs has been associated with alteration of geme expression in the brain
that result in long-term changes on symapses and neural crouits and consegquent neurcadaptive
and behavioral changes such as tolerance and craving, which may underlic the development and
maintenance of drug addiction (Nestler, 2008; Gajewski et al, 2016).

FosB gene heterodimerizes with Jun famiy proteins to form activator protein 1 (AP-1)
complexes that bind to AP-1 sites in responsive genes to regulate transcription in all cdls. There is
evidence that the FosB genic expressian can de modiSed after long term drug exposure, iIncreasng
craving and aggravating the addictive behavior (Nestler, 2008; Gajewskc et al | 2016).

According to Nestler (2012), drugs of 2buse actives excitatory synapses ineasing Ca’ * channels
permeability into the neuron, triggering intracell targets to induce up or dow=n regulation of genic
expression. These alteration of genic expression in target genes kke CRER, BDNF, and FosB would
be involved in the development of 2 "state of addiction™ (Nestler, 2013).

A truncated product of the FosB gene, the delta-FosB, gradually accumalates trough a course of
repeated exposure to virtually all drugs of abuse and decause of s unusual stabdity, its levels persast
for weeks after drug cessation, mediating the sensitized responses 1o drug exposure (Nestler, 2008,
2013).



RESULTS

We ssed RT-PCR to messure mRNA expressson levels in human
PBLs of CUD and AUD patients in comparison with mom-
addicted controls.

These groups were well-paired by age and gender, but
ocher soco demographic charactenistics was unegual (Table 1).
Schooling was found different among grouaps (p « 0.05) possibly
because of higher proportion of middle school degree in AUD
patients when compared o higher school degree In control and
CUD patients employment sitsation was different among groaps
(p = 0.00]) as larger proportion of CUD asd AUD patients
was unemployed and/or working as freclancers and smaller
proportion of them was formally employed: and marital state was
also different among groups (p < 0,01} as higher proportion was
married or Mving in commoen law In contral and AUD groups,
whereas CUD patients were mostly sirgle or widow (Table 1),
These differences coulé be expected to be seen in crack-cocalne
and akohol aédicted popelation due to important behavioral and
scial comseguences of thew ssbstance use disorders,

Alcohel wse disorder and CUD patlents used high amount of
akobol drinks ard rocks of crack-<ocaine per day, respectively
(Table 1). More than half of them were tobacco users but not
significantly different from contral group. No between growp
differences were found regarding cognitive performance (FAB
and MMSE) (Table 1, see Supplementary Material for clinical
measurements description). Sympeoms of depression in the
HAM-D scored into noemal range and of anxicly (HAM-A)
ndicated mild symptams n boch AUD and CUD patients.
Craving scores {5.tems of OCDS or OCCS) were mid two
maoderate in both substance use disorder, Mean scores of thew
clinical measarements are similar to those found in our previous
studies in thew specific substance use disorders (Klasss ot al,,
2014; Batista et al,, 2015).

Mean Log FosB/ Act values from boch CUD and AUD patients
were sightly larger from the mean found in the control group
(Figure 1). However, no statistically sigrificant difference was
Sound in the ANCOVA having age as covariate [F(230) « 1.002,
p= 0379, n' = 0.063]. But, Hedges effect size g, was of 066 for
CUD and of 0.20 for AUD when Log Fosli/ Act was individeally
compared to controls.

It must be noted that in gene expression, lasger Ct values
reflect later threshold cycle, that Is, the quantitative cycle in which
the target was captured is delayed, meaning that the target is Jess
expressed (Schmittgen and Livak, 2008)

In fact, when considering the fold change analysis, the Fos8
mRNA was loss expressed by 115-fold in the CUD patient and
by 217-folé in the AUD patients when normalized to controls
(Table 1)

DISCUSSION

According o “peripheral marker hypothesls,” changes in genetics
expression in the brain are reflected in peripheral blood
lymphocytes (Roozalfzoon et al, 2010}, Basing on this theory,
our study may constitute the firs: to demonstre the Fosl mRNA

!wmm
im
Bl |
:

Groupa

RAGURE 1| Voor Log FosBAct walues %o boeh CUD (0 = 100 ana AD
N = 12) patiorts. Compared YoM e maan of 178 Cona GrouD IDONT,

o w12 Lirgr O vidos et e Mrusd okt Cycn, Tuet & ' Surttidve
SYSe I wWheh e et s Sasfired & Celyed, masreg P! e Sepe! &
s ogrisoet

expressson in lymphocytes from peripheral Blood, and to show
that & is possibly altered in drug addicted patients,

Hedge's g, of 0.66 for CUD and of 030 for AUD Indicate,
respectively, medivm and small effect sizes according to Coben
(1992) in betwoen-groups comparisons, suggesting that although
no significant differences were found Ia the statistical analyss,
effects sizes over comtrols could be meaningful,

Previous studles in rodents indicated that chronic expasure
to drugs modulates brain reward reglons through the Increased
of 3 FosB isoform (delta-FosB) directly measured = reward
circalts (Vialow et al, 2012). We found that expression Jevels
of FosE mRNA was decreased in peripheral blood of CUD and
AUD patients, This reduced FosE mRNA expression may reflect
the long-term expasition to the drugs as there Is experimental
evidence that the degree of FosB gene induction partially
desensitizes with repeated exposare to amphetamine (Albhal
et al, 2007). Besides, Renthal et al. (2008} demonstrated that
accumulation of delta-FosB after chronic amphetamine exposure
desensitizes c-fos mXNA Induction to a subsequent drug dose.

A recent post-mortesm study showed that the expression
of FosB isoforms was downregulated in the hippocampus of
addicted patients (Gajewskd et al., 2016). Differencly, we are here
measuring in vie Fodhl gene exprosion in PALs,

Leveds of FosB mRNA expression in PBLs may reproent
2 peripheral marker for moalecalar changes In substance use
disurders and could be wseful to follow the after effects of drug
dependence treatment, especially those that potentially modify
synaptic plasticity sach as non-invasive brain stimelation (Clrille
ot al, 2007), which has shown 1o decrease crming and reapses
to the drug use (Klaass et al, 2014; Batista et al,, 2015). This
possibllizy needs to be carefully investigated.

There are limitations that must be comsidered. The high
complexity and cost of the method with Limited budges, and
the restricted inclusion and exclusion criteria, have limited the
number of subjects included = or samples, We have collected
36 samples from noa-addicted controls, 27 from AUD ané 17
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from CUD patients, but included i the amalysis only technically
adeguate samples. Here we explored the expresson of caly one
geoe, but other gene expressions such as of BDNF and dopamine
receptoes are under collection or processing ard will be published
in the near future.

Patients included in this study were recruited from our major
clinical trial registered in ClinscalTrials.gov'-*

In summary, Fosf mRNA expression was detected In
lymphocytes from peripheral blood and showed to be mildly
reduced o drug addicted patients. Thus, with a great caution
because these are preliminary data, it may be suggoted that
this molecular technique could constitute 2 potential pesipheral
marker to measure changes In substance use disorders.
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Anexo Il - DSM IV

Um padrdo mal adaptativo de uso de substancia, levando a prejuizos clinicamente significantes ou ao
desconforto (“distress”), manifestado portrés ou (mais) dos seguintesitens, ocorrendo emum periodode 12
meses.

1. Tolerancia, definido por: a) uma necessidade de quantidades
marcadamente aumentadas da substancia para atingir intoxicagdo ou
o efeito desejado; b) efeito marcadamente diminuido com o uso
continuado da mesma quantidade da substancia.

2. Abstinéncia, manifestada pelos seguintes sintomas: a) sindrome de
abstinéncia caracteristica para a substancia (critérios A e B especificos
estabelecidos para a substancia).

b) a mesma substancia (ou uma muito proxima) & tomada para aliviar
ou evitar os sintomas de abstinéncia.

3. Asubstancia é freqientemente ingerida em quantidades maiores
ouemum periodo maior que o pretendido.

4. Ha um desejo persistente ou esforcos sem sucesso parainterromper
ou controlar o uso da substancia.

5. Umtempo muito grande é gasto em atividades necessarias para se
obtera substancia (p.ex., visitas a multiplos médicos, ou dirigir longas
distancias), para o uso da substancia (p.ex., corrente de fumo), ou para
se recuperar de seus efeitos.

6. Atividades sociais, ocupacionais, ou recreacionais importantes sdo
desistidas ou reduzidas por causa da substancia.

7. 0 usoda substancia é continuadaa despeito do conhecimento de
haver problemas fisicos ou psicoldgico persistentes ourecorrente que
parecem tersido causados ou exarcebados pela substancia (p.ex., uso
dacocaina apesar de reconheceradepressao induzida pela droga, ou
uso continuado do beberapesar de reconhecer que uma ulcera pode
ser piorada pelo consumo do alcool).

Especificar se: com dependéncia fisioldgica: evidéncia de tolerdncia ou
abstinéncia(i.e.,ambos os itens1 e 2 est3o presentes).

Sem dependéncia fisiolégica: nenhuma evidéncia de tolerancia ou
abstinéncia (i.e., nenhumdositens1 e 2 estdo presentes)
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Anexo lll - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Controles)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Estas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntdria no estudo denominado
“Testes Cognitivos Frontais, Potenciais Relacionados a Eventos sob a apresentaciao de estimulos
visuais, Estudos de Neuroimagem e da Expressao Génica em jovens e adultos saudaveis”.

Objetivo do estudo

Neste estudo pretende-se validar os testes cognitivos, a avaliacdo eletrofisioldgica com old ball visual e exames
de neuroimagem sem contraste e em repouso, e analises moleculares da expressdo génica de fatores de
transcricdo, neurotrofina e receptores de neurotransmissores em voluntarios sauddveis para servirem de
parametros de comparagdo para pacientes alcoolistas, usuarios de crack e adultos portadores do transtorno de
déficit de atengdo e hiperatividade.

Procedimentos

Em sua visita ao laboratdrio de Ciéncias Cognitivas e Neuropsicofarmacologia do Programa de Pds-Graduagdo
em Ciéncias Fisioldgicas sera feito um exame de registro de sua fungdo cerebral enquanto vocé estiver vendo
algumas imagens relacionadas ou ndo ao uso de bebida alcodlica ou ao uso de crack, e no mesmo momento
sua atividade elétrica cerebral serd sendo avaliada. A atividade elétrica sera medida por meio de 32 eletrodos
distribuidos em sua cabecga, e estas informagGes serdo passadas para um computador. Vocé ird realizar alguns
testes cognitivos em um computador e sera solicitado a responder apertando um ou mais botdes de um
joystick, no intuito de avaliar o nUmero de acertos e a velocidade resposta frente a um estimulo visual. Em
seguida, vocé sera encaminhado para o servico de Radiologia do Hospital Universitario Cassiano Antonio de
Moraes (HUCAM) onde serd feito um exame de ressonancia magnética em sua cabeca sem uso de contraste e
em repouso durante aproximadamente 20 minutos. Serdo coletados 5 ml de sangue periférico que, apos a
coleta, serdo processados para extracdo do RNA total presente em linf6citos no prazo maximo de 3 h. Esse
material genético serd imediatamente congelado em freezer -802C para armazenamento até o inicio dos
experimentos posteriores de sintese de cDNA e PCR-RT. As amostras de RNA total serdo armazenadas no
Nucleo de Genética Humana e Molecular da UFES sob aresponsabilidade da doutoranda Quézia
Anders. Os voluntarios ao assinarem o TCLE, tomardo conhecimento das analises moleculares que serao
feitas e podem ter acesso aos resultados assim que estiverem prontos, bem como receberdo toda
orientacdo genética adequada e correspondente aos resultados obtidos nessa pesquisa e em possiveis
pesquisas futuras. A qualquer momento, os participantes poderdo solicitar a descontinuacdo de sua
participacdo da pesquisa, declarando por escrito que suas amostras nao poderdo ser utilizadas e serdo
descartadas em descarte proprio para amostras biolégicas, conforme regulamento da Anvisa.

O responsavel por este estudo é: Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios, CRM 4746/ES.

Se voceé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre ética em pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa - situado no Centro de Ciéncias da Satide da UFES.

Todas as informagdes obtidas relativas a sua participacdo neste estudo serdo analisadas, desta forma, a
confidencialidade da sua participagao.

Desta forma, acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “Testes Cognitivos Frontais, Potenciais
Relacionados a Eventos sob a apresentacdo de estimulos visuais e Estudos de
Neuroimagem em jovens e adultos sauddveis”.

Data:__/__/ Assinatura do paciente/representante legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para participagdo neste estudo.
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Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios CRM/ES 4746
Médica responsavel pelo estudo Data: __ /_ [/
Obs.: Caso nao seja possivel contatar os médicos responsaveis pelo estudo, comunique o fato a Comissao

de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade Federal do Espirito Santo pelo
telefone 3335-7211 ou pelo e-mail: cep.ufes@hotmail.com
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Anexo IV — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pacientes)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Estas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria no
estudo denominado “Tratamento do Alcoolismo pela Neuromodulagdo Cognitiva
Produzida pela Estimulacdo Transcraniana de Corrente Continua Repetida sobre o
Cértex Pré-Frontal Dorsolateral Esquerdo.”

Objetivo do estudo

Este estudo é para avaliar o tratamento de alcoolismo através da estimulacéo
transcraniana de corrente continua de baixa intensidade e verificar se ocorre
mudancas nas funcdes frontais e de registro de potencial relacionado a eventos.
Serd realizado em alcoolistas atendidos no Programa de Atendimento ao
Alcoolista do Hospital Universitdrio Cassiano Antdénio Moraes, do Centro de

Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo
(PAA/HUCAM/CCS/UFES) e Centro de Atencdo Psicossocial de Alcool e outras Drogas
(CAPES-AD de Laranjeiras) classificados <clinicamente em diferentes tipos

dealcoolismo de acordo com a Tipologia de Lesch.

Procedimentos

Na sua consulta com o médico do Programa de Atendimento ao Alcoolista do
Hospital das Clinicas da UFES vocé serd avaliado e informado sobre o estudo.

Vocé ndo é obrigado a participar do estudo.
O seu atendimento no ambulatédrio serd igual aos dos outros pacientes.

Se vocé aceitar participar, vocé serd encaminhado para o laboratdério de
Ciéncias Cognitivas e Neuropsicofarmacologia do Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Fisioldégicas onde fard um teste para avaliar a sua inteligéncia
(funcédo mental), capacidade de realizar tarefas (funcdes executivas) e memdria.
A seguir, serd feito um exame de registro de sua funcdo cerebral enquanto vocé
estiver vendo algumas imagens relacionadas ou ndo ao uso de bebida alcodlica.

Vocé serd submetido a cinco sessdes de estimulacdo elétrica de Dbaixa
intensidade (uma por dia por cinco dias consecutivos) na parte anterior de sua
cabeca, ou uma simulacdo desta estimulacdo, sendo que vocé 1ird sentir uma
sensacdo de coceira nos 5 segundos inicias e mais nada, ndo sentird dor ou
desconforto, A sessdo de aplicacdo da estimulacdo elétrica de baixa intensidade
dura cerca de 46éminutos (13 minutos de estimulacdo seguida de 20 minutos de
descanso e mais 13 minutos de estimulacédo) é de baixo risco. Em raros casos,
pode produzir uma leve tontura. Feridas leves na pele no local da aplicacédo do
estimulo sdo descritas apenas em aplicacdes repetidas (acima de 5 aplicacées),
O que n&o serd o caso neste estudo. A aplicacdo desta estimulacdo cerebral nédo-
invasiva poderd melhorar a sua capacidade de memdéria e também inibir a sua
vontade de beber bebida alcobdélica, podendo favorecer o seu tratamento da
dependéncia ao &lcool.

Os responséaveis por este estudo s&o: Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios, CRM
4746/ES, Dra. Maria da Penha Zago Gomes, CRM 2724/ES.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre ética em pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa - situado no Centro de Ciéncias da
Satde da UFES.

Todas as informacdes obtidas relativas a sua participacdo neste estudo serédo
analisadas em conjunto com aquelas obtidas com outros pacientes, resguardando,
desta forma, a confidencialidade da sua participacéo.
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Titulo do Estudo: “Tratamento do Alcoolismo pela Neuromodulagdo Cognitiva
Produzida pelaEstimulagdo Transcraniana de Corrente Continua Repetida sobre

o Coértex Pré-Frontal Dorsolateral Esquerdo.”

Vocé leu a informacdo fornecida? O sim O nao
Vocé teve a oportunidade de perguntar e discutir o O sim O nsao
estudo?
Todas as suas perguntas foram respondidas O sim O nso
satisfatoriamente?
Vocé recebeu informacdes suficientes sobre o O sim O nao
estudo?
Com quem vocé conversou sobre o estudo?
Vocé entendeu que é livre para deixar o estudo
- a qualquer momento? O sim O nsao
- sem ter que dar uma razdo? O sim O nsao
- sem comprometer a sua assisténcia médica futura? O sim O nszo
Vocé concorda em participar deste estudo? O sim O nsao
Desta forma, acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que 1li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo:
(data) __ / _/
Assinatura (paciente/representante legal)
(data) _ / _/
Profa.Dra. Ester Miyuki Nakamura Palacios CRM/ES 4746 Tel. 3335-7337
Pesquisadora Responsavel pelo estudo
(data) __ / _/
Profa.Dra. Maria da Penha Zago Gomes CRM: 2724 Tel. 3335-7442
(data) __ / _/
Dr. Luis Henrique Casagrande CRM/ES 5389 Tel. 3324-6040
Testemunha 1 (data) / /

Obs.: Caso ndo seja possivel contatar os médicos responsaveis pelo estudo, comunique o fato a Comissao
de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do Espirito Santo pelo

telefone 3335-7211 ou pelo e-mail: cep.ufes@hotmail.com




Anexo V — Bateria de Avaliagao Frontal (FAB)

1) Semelhancgas ()

2) Fluéncia Verbal ()
Palavras que comegam com a letra “s”, ndo podendo ser nome préprio:

FAB - Bateria de Avaliagao Frontal

Em que se parecem...
a) Banana e Laranja
b) Mesa e Cadeira
c) Tulipa, rosa e margarida

3 corretas: 3 pontos
2 corretas: 2 pontos
1 correta: 1 ponto

Nenhuma Correta: 0

1 2 3 4

5 6 7 8

9 10 1" 12
13 14 15 16
17 18 19 20
21 22 23 24
25 26 27 28

3) Seqiiéncia Motora ()

4) Instrugées Conflitantes ()

5) Go-No-Go ( )

6) Comportamento ()

Punho, palma, lado (primeiro junto, apds sozinho)
6 séries consecutivas corretas sozinho: 3 pontos
Pelo menos 3 séries consecutivas sozinho: 2 pontos
3 séries consecutivas com o examinador: 1 ponto
Naéo realiza 3 consecutivas mesmo com examinador: 0

Bata duas vezes quando eu bater uma 1-1-1
Bata uma vez quando eu bater duas 2-2-2
1-1-2-1-2-2-2-1-1-2
Nenhum erro: 3 pontos
1 ou 2 erros: 2 pontos
Mais do que 2 erros: 1 ponto
O paciente bate como o examinador por pelo menos 4 vezes
consecutivas: 0

Bata uma vez quando eu bater uma 1-1-1
Nao bata quando eu bater duas 2-2-2
1-1-2-1-2-2-2-1-1-2
Nenhum erro: 3 pontos
1 0u 2 erros: 2 pontos
Mais do que 2 erros: 1 ponto
O paciente bate com o examinador por pelo menos 4 vezes
consecutivas: 0

N&o toque as minhas maos
(O paciente deve ficar com as maos no joelho, com palma para cima. Sem nada dizer o
examinador coloca suas méos perto das méaos do paciente, se este toca-las, entdo o examinador
vai dizer: Agora ndo toque as minhas maos. A seguir repete a execugao)
Se o paciente ndo tocar as maos do examinador: 03 pontos
Se o paciente hesitar e perguntar o que deve fazer: 02 pontos
Se o paciente tocar as maos do examinador sem hesitar: 01
ponto
O paciente toca a mao do examinador, mesmo apos receber a

instrucao para nao tocar: 0
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Anexo VI - Mini Exame do Estado Mental
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1-
2-
3-
4-
5-
6-
7-
8-

9-

10-
11-

Questoes

Qual é: Ano? Estacdo (Metade do ano)? Data? Dia? Més?

Onde estamos: Estado? Pais? Cidade? Bairro ou Hospital? Andar?
Nomeie trés objetos (carro, vaso, janela)

Soletre “MUNDO” de tras para frente.

Peca ao paciente que nomeie os 3 objetos aprendidos na questao 3.
(caneta relégio). Peca ao paciente que os nomeie

Peca ao paciente que repita “nem aqui, nem ali, nem 13".

Obedeca a instrucdo: “Pegue o papel com sua mao direita. Dobre-o ao
meio com as duas maos. Coloque o papel no chdo”.

Ler e obedecer: “Feche os olhos”.

Escreva uma frase de sua escolha.

Copie o seguinte desenho

Escore total: (maximo de 30)

Pontos

=N

[
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ANEXO VII — Questionarios do Padrao de Compulsao (craving)

Compulsao (“Craving”)
Itens 1, 2, 4, 5 e 13 da Escala original do beber obsessivo compulsivo
(Obsessive Compulsive Drinking Scale - OCDS)

Paciente:
Aplicador:
Instrugdes: As perguntas abaixo questionam sobre seu consumo de alcool e suas tentativas para controla-lo. Por favor,
faca um circulo em torno do niimero da alternativa que melhor se aplica a vocé em cada pergunta.
1.Quanto do seu tempo, quando vocé ndo esta bebendo, é ocupado com pensamentos, idéias, impulsos ou imagens
relacionados a bebida?

(0) nenhum

(1) menos de 1 hora por dia

(2) 1a3horaspordia

(3) 4 a8horas pordia

(4) mais de 8 horas por dia

2.Com que freqiiéncia estes pensamentos surgem?
(0) nunca
(1) menos que 8 vezes ao dia
(2) mais que 8 vezes ao dia, porém a maior parte do meu dia é livre destes pensamentos
(3) mais que 8 horas por dia e durante a maior parte do dia
(4) os pensamentos sdo muito numerosos e uma (1) hora raramente passa sem que varios deles ocorram.

4.Quanta angustia ou pertubagio as idéias, pensamentos, impulsos ou imagens relacionados a bebida lhe causam
quando vocé nio esta bebendo?

(0) nenhuma

(1) leve, infrequente, e ndo muito perturbadores

(2) moderada, frequente, e perturbadores, mas ainda controlavel

(3) severa, muito frequente, e muito perturbadores

(4) extrema, quase constante, a angustia é incapacitante.

5.Quanto esfor¢o vocé faz para resistir a estes pensamentos ou para desviar sua atengdo para outro assunto quando
0s mesmos surgem na sua mente enquanto vocé nio esta bebendo? (o que interessa aqui é o esforgo feito para resistir
aos pensamentos em beber e ndo o seu sucesso ou fracasso em controla-los)

(0) meus pensamentos em beber sdo tdo poucos, eu ndo preciso impor resisténcia. Se eu os tenho, eu fago um

esfor¢o sempre para resistir

(1) eutento resistir a maior parte das vezes

(2) eufago algum esforgo para resistir

(3) eucedo atodos sem tentar controla-los, mas eu fago isso com alguma relutancia

(4) eucedo completa e voluntariamente a todos esses pensamentos

13.Qual a sua motivagdo em consumir bebidas alcodlicas?
(0) nenhuma motivagao
(1) alguma motivagao para beber
(2) forte motivagdo para beber
(3) motivagdo muito forte para beber
(4) amotivagdo para beber é completamente involuntaria e irresistivel
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Compulsao (“Craving”)
Itens 1, 2, 4, 5 e 13 da Escala original do beber obsessivo compulsivo
(Obsessive Compulsive Drinking Scale - OCDS)

Adaptacio para crack-cocaina

Paciente:
Aplicador:
Instrugdes: As perguntas abaixo questionam sobre seu consumo de crack e suas tentativas para controla-lo. Por favor,
faca um circulo em torno do niimero da alternativa que melhor se aplica a vocé em cada pergunta.

1.Quanto do seu tempo, quando vocé ndo estd usando, é ocupado com pensamentos, idéias, impulsos ou imagens
relacionados ao crack?

(0) Nenhum
(N menos de 1 hora por dia
(2) 1 a 3 horas por dia
3) 4 a 8 horas por dia
(4) mais de 8 horas por dia
2.Com que freqiiéncia estes pensamentos surgem?
(0) nunca
(N menos que 8 vezes ao dia
(2) mais que 8 vezes ao dia, porém a maior parte do meu dia é livre destes pensamentos
3) mais que 8 horas por dia e durante a maior parte do dia
(4) os pensamentos sdo muito numerosos e uma (1) hora raramente passa sem que varios deles ocorram.

4.Quanta angustia ou pertubagio as idéias, pensamentos, impulsos ou imagens relacionados ao crack lhe causam
quando vocé nio esta usando?

(0) nenhuma

(N leve, infrequente, e ndo muito perturbadores

(2) moderada, freqiiente, e perturbadores, mas ainda controlavel
3) severa, muito frequnte, e muito perturbadores

(4) extrema, quase constante, a angustia é incapacitante.

5.Quanto esfor¢o vocé faz para resistir a estes pensamentos ou para desviar sua atengdo para outro assunto quando
0s mesmos surgem na sua mente enquanto vocé nio esta usando? (o que interessa aqui é o esforgo feito para resistir
aos pensamentos em beber e ndo o seu sucesso ou fracasso em controla-los)

(0) meus pensamentos em usar sdo tdo poucos, eu ndo preciso impor resisténcia. Se eu os tenho, eu fagco um
esfor¢o sempre para resistir

(N eu tento resistir a maior parte das vezes

(2) eu fago algum esforgo para resistir

3) eu cedo a todos sem tentar controla-los, mas eu fago isso com alguma relutancia

(4) eu cedo completa e voluntariamente a todos esses pensamentos

13.Qual a sua motivagdo em consumir crack?
(0) nenhuma motivagao
(1) alguma motivagdo para usar
(2) forte motivagdo para usar
(3) motivagdo muito forte para usar
(4) amotivagido para usar é completamente involuntaria e irresistivel



ANEXO VIl - Escala de HAM - D

Assinale o item que melhor caracteriza o paciente na semana anterior
e anote o nimero no local apropriado.

ESCORE

1. HUMDI‘I DEPRIMIDO (tristeza, duupel-u;ﬂ. duampm inutilidade)

0. Aucente
1 Sentmentos relstados apenas 30 ser inquirido
2. Senumentos relatacos espontansamenta Com palavas

3. Comumca os sentimentos ndo com palavras, sto &, cam a
exprescdo facial, @ postura, a vz @ 3 tendéncia 20 chora
4. Santimentos deduncos o8 mmumun;.lo vamal & nko warmal

o paciente
2. SENTIMENTOS DE CULPA
0. Auseates 3. Adoenca atual & um casligo Delirio de culpa
1 AUTOHESTIMINSLA0: SEAIE Gue detapcinou &5 oultas 4. Duve vores de scusdcho ou dendingla &/ou tém alutinacies
2. Wéias de culpa ou ruminacdo sobre eres passados ou vispas ameagadoras
mis acdes
3. suicipio
0. Ausenta 3. 108185 OU EASIDS SUMI0as
1. Sente que a vida n3a vale a pena 4, Tentativa de suickdio (qualquer tentativa saria marcar 4)
2. Desejana estar mocto ou pensa na possibilidade de sua
pripe 8 mone
4, INSONIA INICIAL
0. Sem ddculdade para concihar 0 50N0 2. Quease de dficuidade para concliiar ¢ seno todas as noltes
1 Queindse 06 Ahculdade ocasional pars concliar G $and
(510 &, mais 0e meia hora
5. INSONIA INTERMEDIARIA
0. Sem dficukisde 2. Acordy b nolte — qualquer saida da cama maros 2
1. O paciente S8 queia 08 INquIETsd2 & parturbacado durants [2x0et0 para unnar)
3 nodte
6. INSONIA TARDIA
0. Sem odicuidade 2. Incapsz de voltar & concilkar O S0N0 A0 deixar & cama
1. Acorda Se madrugada. mas volta a dormin
T IRAlAI.Ho E ATIVIDADES
Sem deficuldade 3. Dimirusgdo do lempo gasto em atividade s ou queda de produtivdade,
1. Pensamento ¢ Semmentos de inCapatitoss, 1adga ou I NG ROSPILH), MArCHr 3 58 © PACIME NBO PAISEN B0 MENDS rEY NOras
QUEZ 1EBCIONSES & Blvidades. trabaind Ou DasSSatempos por dla em athwdades axtarmas (trabatho hospitalar ou pass aampas )
2. Perda de intgresse por Mividades (passatempos ou raba- 4. Paroy de trabainar aevido & doenga stual, No hospitsl, marcer 4 e
1ho = quer dustaments relsiada pelo paciente. quer ndi © paciente nao s& ccupsr de oulras athidades além de peq;
retamente . por Oesatentao, Incecisio @ vaciiagdo (sente tarefas oo oo, ou for Incapaz de realizdlas sem sjuda
QuUE Precise asTOrcarse Para o Yabaing ou atividace|
8. RETARDO (lentidao de idéias e fala; dificuldade de oonoentraqio atividade motora diminuida)
0. Pensamento ¢ fala normals Retardo Sbwio § entrevista
1 Leve rétando B entrévista a. EATLPOY COMPRLD
135 - Ll Lo
9. AGITACAD
0. MNenhuma 2. Toroe 88 mdog, rdi &5 unhad, puxs o8 Cabelos, MOGe oS 1ADIGS

1. Banca oM a3 M30S, CONk 03 Cabelos. &1C

10. ANSIEDADE PSIQUICA

0. Sem ssicdade
1. Tensdo e imisbiidade subjetivas
2. Preccuposdo com trvialicades

3. Atnude speeensiva aparenta no rosto ou na faia
4. Medos expressos sern serem ingundos
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Swbtotal anterior

11 ANSIEDADE SOMATICA

Conmomitarees fiscig o8 03 NSa0as IS tom e Aussme
Gastreissings: 0oca seca, figtudngia, indigesido, darming, 1l Llsve
chlcas. enactacees 2. Moderacs
Cardovescdares. palplacles cefailias 3 Qrave
RespsAsS Dpeneatiacss. dud findd 4. Incapacaants
Frequéncs urirdes
Sudomese
12, SINTOMAS SOMATICOS GASTRINTESTINAIS
0. Nerham 2 Ofcudnade de comer sa nao insstrem. Solicita ou ealge
1. Perds de apetts, Mes Simentase (LTI IMEnts 13451905 06 MEACIbes B 08 WEASUNGS D PS1a
Sensacies oe peso No anddwman siRtomas digestivas |
| N
13. SINTOMAS SOMATICOS EM GERAL
6. Nenham 2. Quacuer sntoma ben Caracterizade & 7Rido marcar 2 m——
1. Peso nes mamoros. Nas cosS1as Ou N oabaca. Dores nas
costas, cefaibn ma@ies Pecds deane s « canso
14 SINTOMAS GENITAIS
Sotomas como. Derda g0 ibido, distirdios menciruaie 1 Leves distichias mensirusis
0. Mseries 2. rensos
15 HIPOCONDRIA
0. Ausene 3. Queics frequentes., pedidos de auda, o1c
1 & byervacho » da (com redacda a0 corpo) 4. odas oelinantes NpoCondracas
2 Preccupatio com a saloe
16. PERDA DE PESO (Marcar & ou B)
A Quando avaliasa peis nstera ciniex B Ava) 305 samanaiments poko DSKMISNTA fespONSAVE, Guand0 330
8. Sem percade pese IMRO0ES ALracles roaIs 00 LeG0:
L Prowdol Doraa 08 (A0 ASSOCMIE & Mol 230a Atusl 0. Manos qua 0.5 kg 08 Devas pod semand
2 Far0a de pest oefn0E (02 S00m00 Som O pasente) 1. Mais qoe 0.5 hy de perda pot semana
2. Maig que 1 g de pards por Samang
17. CONSCIENCIA DA DOENCA
0. REoOnhALE Dot S518 daonMidd & doente 2. Negh estar dente
1 FReconmecs 8 C0ENCa Mas ANV -ME 3 SAS3 8 T "1
ETertacdo ba cuma 90 ¢xcr3s0 de trabaiho, A vings
# "eCeSSI3300 C8 TED0USS. 910
18. VARIACAD DIURNA
Coservar 52 05 SINMOM3E 540 DHEs Dala Manhd ou & noite 0. Nenhuma
Cas0 ndo haja varacdo, marca ‘nenhuma” 1 Lewe
2. Graws
19. DESPERSONALIZACAO E DESREALIZACAC
Tans COM0. S&r 385584 ¢ indpldad: . 10€ s fuii sids 2. Moderanas
B hussres 3. Growes
L lewes 4. Incapaciiantss
20. SINTOMAS PARANOIDES —
B lerrum 2. oéias oe ederdnca
1 Desconfianga 3. Dol oe refesincia @ pers<enicdo
Z1. SINTOMAS OBSESSIVOS E COMPULSIVOS
e lorrum
L Llewss
2 Gaves

ESCORE TOTAL
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Protocolo N°.

ANEXO IX - Escala de HAM - A

ESCALA DE AVALIACAO DE ANSIEDADE DE HAMILTON

Iniciais do paciente: Data: / /

79

Instrucdes: Esta lista de verificagdo é para auxiliar o clinico ou psiquiatra na avaliagdo de cada paciente de acordo com o seu grau
de ansiedade e condigdo patologica. Preencha com o grau apropriado, na casela correspondente ao lado de cada item, na coluna a

direita.
GRAUS: Nenhum = 0; Leve=1; Meédio=2; Forte=3; Madaximo =4
N° ITEM COMPORTAMENTO GRAU
1 Humor Preocupacdes, previsdo do pior, antecipagdo temerosa, irritabilidade, etc.
Ansioso
2 Tenséo Sensagbes de tensdo, fadiga, reagdo de sobressalto, comove-se facilmente,
tremores, incapacidade para relaxar e agitagéo.
3 Medos De escuro, de estranhos, de ficar sozinho, de animais, de transito, de multiddes, etc.
(avaliar qualquer um por intensidade e frequéncia de exposigdo).
4 Insbnia Dificuldade em adormecer, sono interrompido, insatisfeito e fadiga ao despertar,
sonhos penosos, pesadelos, terrores noturnos, etc.
5 Intelectual Dificuldade de concentragao, falhas de meméria, etc.
(cognitivo)
6 Humor Perda de interesse, falta de prazer nos passatempos, depressao, despertar precoce,
Deprimido oscilacdo do humor, etc.
7 Somatizagbes Dores musculares, rigidez muscular, contragdes espasticas, contra¢des involunta-
Motoras rias, ranger de dentes, voz insegura, etc.
8 Somatizagbes Ondas de frio ou calor, sensagdes de fraqueza, visao turva, sensacédo de picadas,
Sensoriais formigamento, cdimbras, dorméncias, sensacdes auditivas de tinidos, zumbidos, etc.
9 Sintomas Taquicardia, palpitagdes, dores toracicas, sensagdo de desmaio, sensagao de extra-

Cardiovasculares

sistoles, latejamento dos vasos sanguineos, vertigens, batimentos irregulares, etc.

10 Sintomas Sensagbes de opressdo ou constriccdo no torax, sensagdes de sufocamento ou
Respiratérios asfixia, suspiros, dispnéia, etc.

11 Sintomas Degluticao dificil, aerofagia, dispepsia, dores abdominais, ardéncia ou azia, dor pré

Gastrointestinais | ou pés-prandial, sensagdes de plenitude ou de vazio gastrico, nduseas, vomitos,
diarréia ou constipagdo, pirose, meteorismo, nausea, vomitos, etc.

12 Sintomas Polaciuria, urgéncia da micgéo, amenorréia, menorragia, frigidez, eregdo incompleta,
Geniturinarios ejaculacdo precoce, impoténcia, diminui¢cdo da libido, etc.

13 Sintomas Boca seca, rubor, palidez, tendéncia a sudorese, maos molhadas, inquietagao,
Autonémicos tensdo, dor de cabega, pélos ericados, tonteiras, etc.

14 Comportamento | Tenso, pouco a vontade, inquieto, a andar a esmo, agitacdo das maos (tremores,

na Entrevista

remexer, cacoetes) franzir a testa e face tensa, engolir seco, arrotos, dilatagédo
pupilar, sudagédo, respiragéo suspirosa, palidez facial, pupilas dilatadas, etc.

ESCORE TOTAL:

Observaciao: Conforme se pode constatar, esta Escala de Ansiedade de Hamilton (1959) compreende 14 itens
distribuidos em dois grupos, sendo o primeiro grupo, com 7 itens, relacionado a sintomas de humor ansioso e o
segundo grupo, também com 7 itens, relacionado a sintomas fisicos de ansiedade — o que possibilita obter escores
parciais, ou seja, separadamente para cada grupo de itens. O escore total ¢ obtido pela soma dos valores (graus)
atribuidos em todos os 14 itens da escala, cujo resultado varia de 0 a 56. Esta escala deve ser aplicada pelo profissiona



