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RESUMO

Introducao: O gene do receptor de ocitocina (OXTR) demonstra alta plasticidade epigenética
em resposta a eventos ocorridos no periodo pré-natal, especialmente através do mecanismo de
metilacio de DNA. Nesse sentido, destacamos as disfuncionalidades sociais e cognitivas
observadas em criancas expostas a cocaina no periodo pré-natal, o que sugere alteracdes na
sinaliza¢do do neuropeptideo ocitocina. Esta questdo torna-se ainda mais relevante quando se
considera a capacidade da cocaina de influenciar os componentes da maquinaria de metilagao
e alterar o epigenoma fetal. Objetivo: os objetivos deste estudo foram comparar os indices de
metilagdo do gene OXTR de recém-nascidos expostos a cocaina-crack no periodo pré-natal e
investigar a relagao dos niveis de metilacdo com a gravidade de uso materno da droga durante
a gestacao no grupo exposto. Métodos: 29 amostras de DNA de sangue de corddo umbilical
(SCU) de recém-nascidos expostos a cocaina-crack no periodo pré-natal e 30 amostras de DNA
de SCU de recém-nascidos ndo expostos a droga foram submetidas a andlises de qualidade
seguidas de tratamento com bissulfito de s6dio, PCR e pirosequenciamento para andlise de duas
sequéncias situadas no éxon III do gene OXTR. Os dados sociodemogrificos e clinicos
(maternos e neonatais) foram obtidos através de questiondrios padronizados e da revisdo de
prontudrios. A presenca de psicopatologia materna foi investigada através da utilizagdo da
escala International Neuropsychiatric Interview (MINI) versdo Brasileira 5.0.0. Para a
avaliagdo da gravidade de uso de substancias licitas e ilicitas no grupo de maes usuarias
utilizamos a escala Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST)
versao 2.0. Resultados: os indices de metilacdo do gene OXTR nas amostras de SCU de
criangas expostas a cocaina-crack no periodo pré-natal ndo diferiram dos indices encontrados
nas amostras de SCU de criancas ndo expostas. Contudo, foi possivel observar uma correlagao
positiva entre os scores da escala ASSIST com os niveis de metilacdo do gene OXTR no SCU
das criancas expostas. Ainda, a andlise de regressdo demonstrou que a gravidade de uso da
droga pela mae atuou como preditora dos niveis de metilacdo de OXTR no SCU de seus filhos.
Conclusoes: nossos resultados sugerem que a gravidade do uso materno de cocaina-crack esta

associada a maiores indices de metilacao do gene OXTR em seus filhos.

Palavras-chave: cocaina, crack, ocitocina, OXTR, metilacdo, recém-nascidos.



ABSTRACT

Background: The oxytocin receptor gene (OXTR) shows epigenetic plasticity in response to
early life events, especially through of the DNA methylation. In this sense, considering the
effects attributed to oxytocin signaling, we highlight the impairment in social and cognitive
behaviors displayed by prenatal cocaine exposed (PCE) children. This is particularly relevant
given the fact that the cocaine exposure may influence methylation machinery components,
lead to changes in the fetal epigenome. Here we investigated the methylation indices in two
sequences located in the OXTR exon III gene in umbilical cord blood (UCB) DNA from
prenatal crack cocaine newborns and investigate the relationship between methylation levels
and maternal crack-cocaine use gravity during pregnancy. Methods: In this cross-sectional
study, 29 UCB samples of newborns with a history of crack-cocaine exposure in utero (PCE)
and 30 UCB of non-exposed newborns (NEC) were compared for methylation levels in two
genomic locus in the exon III of the OXTR gene (OXTR1 and OXTR2) through
pyrosequencing. Newborns clinical information was assessed through medical records.
Maternal sociodemographic and clinical information was collected using a standardized
questionnaire. Maternal psychopathology was investigated using the Mini International
Neuropsychiatric and substance use characteristics and addiction severity were assessed with
the Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST). Results: No differences
between PCE and NEC groups were observed in OXTR1 or OXTR2 methylation levels.
Regression analyses showed that OXTR2 methylation levels could predict ASSIST scores to
crack-cocaine use within PCE group. Conclusion: To our knowledge, this is the first study
showing an association between the ASSIST scores and increased levels of OXTR methylation
in exon III. Our data suggested that OXTR methylation levels in UCB of children may be

affected by maternal crack-cocaine gravity.

Key words: cocaine, crack, oxytocin, OXTR, methylation, newborns.
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1 INTRODUCAO

O uso de cocaina-crack ¢ um grave problema de satde publica, contudo, quando o
consumo se d& durante o periodo gestacional, ele se torna ainda mais complexo. A prevaléncia
dos transtornos por abuso de substancias em jovens adultos aumentou significativamente ao
longo dos ultimos anos !, No Brasil, em um estudo de 2014 conduzido pelo Instituto de
Comunica¢do e Informagdo Cientifica e Tecnologica em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz,
sobre consumo de substancias, apontou que aproximadamente 13% das mulheres usuarias
entrevistadas referiram estar gravidas no momento da entrevista e 60% das usuarias ja haviam
engravidado ao menos uma vez, desde que haviam iniciado o uso de cocaina-crack e/ou
similares 3. Considerando o contexto regional de uso da droga, em um estudo transversal
desenvolvido em Porto Alegre, os autores observaram que 4,6% dos recém-nascidos foram
expostos a cocaina no ambiente uterino 4. Estes dados demonstram a alarmante proporgdo da
exposi¢do pré-natal a cocaina-crack e justificam os esfor¢os para o desenvolvimento deste

trabalho.

Devido ao seu baixo peso molecular, a cocaina e seus metabolitos atravessam
rapidamente a placenta e atingem os tecidos fetais em altas concentragdes . Os efeitos
neuroquimicos da droga podem ser explicados por sua a¢do sobre diversos neurotransmissores,
contudo, o efeito mais emblematico da exposi¢ao a cocaina se d4 por sua a¢do inibitoria sobre
o transportador de dopamina (DAT), resultando no aumento da concentragdo extracelular do
neurotransmissor ®. Dentre as inGimeras consequéncias da exposi¢do uterina a droga, se
destacam as malformagoes, alteragdes do desenvolvimento neuronal e dificuldades de interacao
social, bem como o prejuizo no desenvolvimento e manutencao de comportamentos afiliativos
7. Criangas expostas a droga no periodo pré-natal apresentam dificuldades de aprendizado e
déficits de atengdo e memoria, além disso, sdo consideradas pouco adaptaveis e demonstram
apego social diminuido ao longo da vida %13, Estas alteragdes relacionadas a interpretagdo do
ambiente sugerem alteracdes na sinalizacdo de ocitocina (OC), um neuropeptideo facilitador de
interagdes sociais, envolvido no desenvolvimento de aspectos cognitivos, como memoria e

aprendizado e na dependéncia quimica +15.

A relagdo entre ocitocina e dependéncia quimica, parece resultar da neurobiologia

compartilhada entre este neuropeptideo e a dopamina (DA). O cruzamento das vias de OC e
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DA em determinadas regides cerebrais, permite que o sistema ocitocinérgico vincule estimulos
sociais e afiliativos, e aqueles advindos do uso de cocaina, as vias dopaminérgicas de refor¢o
16 A libera¢do de dopamina no tecido nervoso induz a ativa¢do de neurdnios ocitocinérgicos,
da mesma forma que a secre¢do de ocitocina ja demonstrou ser capaz de ativar a sinalizacdo
dopaminérgica !, Essa interagdo bidirecional entre a sinalizagdo de dopamina e ocitocina
explica a capacidade da OC de interferir na resposta neuroadaptativa induzida pelo uso de
cocaina, e consequentemente no desenvolvimento da dependéncia quimica 2°22, Desta forma,
a OC emerge como um alvo de estudo interessante no que diz respeito aos fatores envolvidos

na dependéncia de cocaina-crack.

Os efeitos fisiologicos da sinalizagdo de OC sdo dependentes da ligacdo deste
neuropeptideo a seu receptor, chamado OXT (oxytocin receptor). Portanto, € esperado que a
regulacdo da expressao de oxtrs possa ser um importante mecanismo subjacente a alteragdes na
sinalizacao ocitocinérgica 2. O gene que codifica o receptor de ocitocina, 0 OXTR (oxytocin
receptor gene) € caracterizado como suscetivel a alteracdes epigenéticas, como a metilacao 2.
Este processo consiste na adi¢do de grupos metil a determinadas regidoes génicas, promovendo
alteracdes na conformacgdo da cromatina e, desta forma, regulando a transcricdo do gene 2°26.
Apesar da metilacdo de DNA ser um processo dinamico que pode ocorrer ao longo da vida,

grande parte do epigenoma € estabelecido durante a embriogénese 7.

O epigenoma ¢ altamente sensivel durante os estdgios iniciais de desenvolvimento,
tornando-se mais vulnerdvel a influéncia de diversos fatores ambientais, como a exposi¢cao da
mae a situacdes de estresse, a dieta materna, e o uso de substincias durante a gestacdo 2%. Estes
fatores sdo capazes de alterar os padrdes de metilagdo que definem as caracteristicas fenotipicas
do feto . Em modelos animais, a exposi¢ao fetal a drogas de abuso como a cocaina, é capaz
de influenciar a maquinaria responsavel pela metilagdo, modificando a expressdo de diversos
genes, especialmente aqueles considerados sensiveis a estes processos 2>2¢ 3034 Apesar da
relacdo entre OC e dependéncia quimica e das evidéncias apontando prejuizos nas relacdes
sociais e afiliativas em criangas expostas a cocaina intradtero, ndo existem na literatura estudos

analisando o padrao de metilagao de OXTR apds exposi¢ao pré-natal a cocaina-crack.

Considerando o exposto acima, o objetivo desta pesquisa foi investigar a existéncia de
possiveis alteragdes nos indices de metilagdo do gene que codifica o receptor de ocitocina em

recém-nascidos expostos a cocaina-crack no ambiente uterino. Em razdo da escassez de
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publicagdes especificas sobre o crack, em muitos momentos desta revisdo serdo apresentados

dados sobre cocaina, visto que os metabolitos gerados apos o uso da droga sdo os mesmos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 COCAINA-CRACK

O crack ¢ um dos vérios derivados da cocaina, apresenta-se sob a forma de pedras e o
produto consumido no Brasil ¢ normalmente produzido a partir de sais de cocaina ou da pasta
base de coca, obtida da primeira extragdo das folhas do arbusto “Erytroxylon coca” *°. A
composi¢ao da pedra de crack, bem como a pureza (porcentagem de cocaina) varia de acordo
com a origem do produto (pais ou regido) e processo de preparagdo *¢. A fragdo cocaina presente
na pedra de crack ¢ um aspecto importante no que diz respeito a metabolizagdo da droga.
Carvalho e colaboradores (1997) investigaram a pureza média de 389 pedras de crack
apreendidas no estado de Sao Paulo e apresentaram resultados em que 37,5% da pedra era
composta por cocaina. Por outro lado, também no estado de Sao Paulo, Fukushima (2014)
relatou uma porcentagem média de cocaina de 71,3% apos avaliar a pureza de 404 pedras de
crack apreendidas. O restante da pedra de crack que ndo ¢ definido como cocaina, ¢ composto
por diversas substancias consideradas adulterantes, com inumeras possibilidades de associa¢ao
entre elas. Os principais adulterantes, encontrados nas drogas apreendidas no Brasil, sdo:
cafeina, antiparasitarios (levamizol), além de medicacdes antianginosas (diltiazem), anestésicas

(lidocaina), antipiréticas e analgésicas (paracetamol e fenacetina)?®.

A cocaina fumada sob a forma de crack gera altos picos plasmaticos da droga, estes
iniciam-se entre oito a dez segundos ap0s a tragada. O efeito tem durag@o de apenas cinco a dez

minutos, o que contribui para o comportamento compulsivo de uso da droga 3%’

. A respeito da
farmacodindmica a cocaina ¢ metabolizada primeiramente em metil éster ecgonina e
benzoilecgonina — ambos excretados por via renal, representando 75 — 90% dos metabolitos
gerados. Também sdo formados, em pequena quantidade, ecgonina e norcocaina (metabolito
biologicamente ativo). A norcocaina ¢ gerada no tecido hepatico através de um processo de
desmetilagdo realizado pelo sistema oxidase de fungdo mista ¥. Os metabolitos se distribuem

rapidamente pelos tecidos e tem a capacidade de atravessar barreira hematoencefélica, bem

como a barreira placentaria .

Os efeitos neuroquimicos da cocaina podem ser explicados por diversos mecanismos:

bloqueando os canais de sodio dependentes de voltagem, atuando nos terminais
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monoaminérgicos ¢ inibindo a receptagido de dopamina, serotonina e noradrenalina *. Contudo,
o efeito mais emblematico do uso da droga se da por sua agdo inibitdria sobre o transportador
de dopamina (DAT), responsavel pela receptagdo do neurotransmissor da fenda sinaptica 4°. O
resultado ¢ o aumento da concentragdo extracelular de dopamina e a consequente estimulagao
dos receptores pos-sinapticos °. As caracteristicas da dependéncia relacionadas ao uso da droga
se devem ndo so pela inibicdo de DAT, mas também pela indu¢do de um sutil aumento da
liberacdo de dopamina. Além disso, ¢ importante salientar que regides cerebrais com maior

concentragdo de DATSs sdo obviamente mais afetadas pelo uso de cocaina 4!

A distribuicdo cerebral dos transportadores de dopamina vai de encontro com os
circuitos neuronais envolvidos na dependéncia de cocaina, os quais funcionam de forma
interdependente e sobreposta, sendo eles: a) sistemas de memoria e aprendizagem,
especialmente a amigdala e o hipocampo; b) sistema de recompensas, que envolve o Nucleo
Accunbens (NAc), o pallidum ventral, o coértex ventral estriado (CVE) e parte do sistema
limbico; c) o sistema motivacional, localizado no cortex pré-frontal orbital, d) sistema de
controle cognitivo, incluindo o cortex pré-frontal e cortex cingulado dorsal anterior. 4%, Estes
circuitos neurais atuam orientando o comportamento humano. No entanto, na dependéncia
quimica, o sistema de controle destes circuitos acaba desregulado em resposta a
hiperestimulag¢do dopaminérgica, resultando em comportamentos estereotipados do usuario da
droga *. Por exemplo, a hiperatividade motora é resposta a estimulagdo dopaminérgica na
regido nigroestriatal 3. De forma semelhante, o aumento extracelular de dopamina na via
mesocorticolimbica, especialmente nas regides da insula e cortex estriado ventral, resulta na
incapacidade de se abster do uso da droga e em alteracdes motivacionais em prol do consumo

de cocaina 434,

Estas alteracdes comportamentais decorrem de processos neuroadaptativos via cascatas
de sinaliza¢do que culminam com eventos nucleares *’~#°. Nesse sentido, a exposigdo a droga é
capaz de ativar rotas intracelulares, ERK (extracellular signal-regulated kinases) por exemplo,
envolvida na formag¢do de memorias relacionadas a dependéncia, estimulando a via
dopaminérgica mesocorticolimbica %3, Além disso, 0 uso de cocaina estd associado ao
aumento na transcri¢do de genes que intensificam a sensibilidade neuronal a dopamina, em

areas relacionadas ao sistema de recompensas como o NAc e a VTA 4,

Processos neuroadaptativos de forma geral, sio mecanismos essenciais durante o

desenvolvimento de qualquer individuo e ocorrem intensamente durante o periodo embrionario,
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por exemplo °. Considerando a fase intrauterina como um periodo sensivel a agentes externos,

qualquer interferente € potencialmente danoso ao neurodesenvolvimento fetal >. Nesse sentido,

fatores externos como a cocaina, capazes de induzir alteragcdes neuroadaptativas configuram
b

fatores de risco importantes para complicacdes neonatais de diferentes ordens e magnitudes 3.

2.2 EXPOSICAO PRE-NATAL A COCAINA-CRACK

Sabe-se que o uso de cocaina-crack representa atualmente um dos problemas mais graves
em saude publica, contudo, dados epidemioldgicos a respeito do uso da droga durante a
gestacdo, ainda sdo escassos no Brasil. Um levantamento nacional, que ouviu 25.000 pessoas
revelou que cerca de 2,4% (2.500) das mulheres que usavam cocaina mencionaram estar
gravidas no momento da entrevista, ou que haviam engravidado a0 menos uma vez apoés
iniciarem o uso da droga?®. Estes resultados vao de encontro aos achados de Mitsuhiro (2006)3,
que investigou a presenga de cocaina no cabelo e urina de 1.000 gestantes em um centro
obstétrico de Sao Paulo, nesse estudo, 1,7% das amostras bioldgicas foram positivas para
cocaina. Apesar da maioria dos poucos estudos disponiveis avaliarem apenas o uso materno de
cocaina pela mae, Cunha e colaboradores (2001)% investigou a presenca da droga diretamente
no mecodnio de 739 recém-nascidos em um grande hospital de Porto Alegre. Os autores
reportaram 25 casos (3,4%) positivos, sendo que a prevaléncia final da exposi¢do pré-natal a

cocaina foi estimada em 4,6% na amostra estudada.

O periodo embriondrio ¢ considerado uma das fases de alta sensibilidade do
desenvolvimento, sendo considerado mais suscetivel a qualquer evento que perturbe a
homeostase, como a exposi¢do a drogas de abuso *%. Nesse sentido, consideramos inicialmente
a fisiologia de distribui¢do da droga nos tecidos fetais. A permeabilidade placentaria a qualquer
substancia ¢ dependente das caracteristicas bioquimicas, especialmente a lipossolubilidade e o
peso molecular . A cocaina é consideravelmente hidrofilica e capaz de atravessar a placenta
permitindo que a droga atinja altos niveis na circula¢do placentaria. Aproximadamente 3 a 5%
da cocaina concentra-se no liquido amniético, que fornece um ambiente constante de exposi¢ao

fetal a droga mesmo quando a gestante interrompe o uso 8.

A cocaina ¢ capaz de induzir a liberagcdo de norepinefrina e epinefrina na circulacio

materna, o0 que promove vasoconstri¢do uterina e diminui¢do do aporte sanguineo para o feto
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60, Na circulagio fetal a droga inibe a receptagdo de noradrenalina e adrenalina nos neurdnios
do sistema nervoso simpatico, provocando elevacdo da concentragdo desses mediadores,
resultando em taquicardia, vasoconstri¢do e hipertensdo arterial fetal !!. Considerando os efeitos
cardiovasculares desses hormodnios, observa-se que, em casos extremos, a exposi¢ao a cocaina
no periodo uterino pode induzir acidente vascular cerebral seguido de abortamento e morte fetal
3. Além disso, o feto exposto a droga esta sujeito ao desenvolvimento da sindrome de aspiragdo
de meconio, prematuridade, crescimento intrauterino retardado, bem como a diminuicdo do
peso € do comprimento € perimetro cefalico médio %192, Ainda, o neonato pode apresentar
manifestagdes clinicas perinatais relativas a abstinéncia da droga, como dificuldades na

alimentagdo, agitagdo, irritabilidade, tremores, hiper-hidrose € choro agudo 73393,

Estudos apontam diferentes niveis de comprometimento intelectual e cognitivo apos
exposi¢do pré-natal a cocaina. Singer e colaboradores (2005) % demonstraram que criangas
expostas a cocaina no periodo uterino possuem um risco aumentado de retardo mental, déficits
de aprendizado e memoria aos dois anos de idade, quando comparadas a criangas ndo expostas.
Além disso, outras pesquisas relatam menor expressividade emocional, alteragdes na resposta
reflexa, no desempenho motor e na orientagdo espacial durante o desenvolvimento de bebés
expostos a cocaina durante o periodo embrionario %7, Os prejuizos da exposi¢do a droga,
também podem ser vistos ao longo do desenvolvimento infantil. Criangas de cinco anos
expostas a cocaina no periodo fetal demonstram maior ativagdo do cortex frontal inferior direito
e caudado durante inibicdo da resposta, enquanto criangas ndo expostas apresentaram maior
ativagdo em regides temporal e occipital na mesma situagdo . Ainda, criangas expostas a
cocaina intrattero apresentam comportamento irritativo, tem dificuldades em tolerar mudangas
de ambiente, e sdo definidas como pouco adaptaveis -7°. Algumas alteragdes comportamentais
e cognitivas também sdo observadas na adolescéncia de individuos expostos a cocaina durante
o desenvolvimento fetal. Autores encontraram associa¢des significativas entre a exposi¢do a
droga e dificuldades de atengdo’! e da organizagdo viso-motora ’?, prejuizo na regulagdo

9

emocional e no controle de impulsos, dificuldades de externaliza¢do ® e comportamentos

delinquentes e agressivos 7°.

A vulnerabilidade do individuo exposto a cocaina no ambiente uterino também esta

iad jui It t ial ao 1 da vida 7374, Bebé i té tré
associada a prejuizos no comportamento social ao longo da vida >-’*. Bebés e criangas até trés
anos, expostos a droga no periodo pré-natal, demonstram apego social diminuido '*!!. Em
estudos observacionais onde os autores compararam o comportamento de criangas expostas a

cocaina no ambiente uterino com aquelas ndo expostas, foi possivel constatar que, quando
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separadas das maes ou dos cuidadores habituais, as criancas expostas ndo demonstraram
nenhum sofrimento ou mesmo buscaram contato fisico de outros colegas ou dos adultos
presentes. Além disso, estas criangas ndo estavam dispostas a dividir os brinquedos disponiveis
ou a brincar em grupos e ndo demonstraram sentimento de prazer em nenhuma das atividades

sociais propostas %13,

Estas evidéncias a respeito de alteragdes relacionadas ao ambiente social tém motivado
a elaboracdo de hipoteses para a reduzida sensibilidade social que pode ser observada em
individuos expostos a cocaina-crack no periodo pré-natal. A principal delas aponta para uma
etiologia ocitocinérgica, considerando a atuagio pro-social e afiliativa da OC 757, ¢ a influéncia

deste neuropeptidio sobre o sistema dopaminérgico 7>77.

2.3 SINALIZACAO DE OCITOCINA E RESPOSTA FISIOLOGICA

A ocitocina é um nonapeptideo de atuagdo central e periférica 7®. A OC ¢ sintetizada no
nucleo paraventricular (PVN) e supradptico (SON) do hipotalamo e a secrecdo desta molécula
no tecido nervoso se da através da glandula pituitiria posterior’”°, Os neur6nios
ocitocinérgicos magnocelulares e parvocelulares hipotaldmicos possuem projegdes axonais
colaterais e direcionadas aos sistemas proencefalico, limbico e de recompensa, o que inclui as
regides da amidala central e medial, septo lateral, leito do nticleo da estria terminal, hipocampo,
cortex pré-frontal, nticleo olfatorio anterior e nicleo accumbens %, Ainda, a molécula pode

ser langada para a circulacdo através da neurohipodfise, ou ser secretada por tecidos periféricos

78,81,82

A sinalizagdo ocitocinérgica seja na periferia ou no SNC, depende da ligagdo da OC a
seu receptor especifico, o oxtr que ativa segundos mensageiros intracelulares desencadeando
os intmeros efeitos atribuidos a este neuropeptideo "*#. O OXT é uma proteina de 389
aminoacidos, apresenta sete dominios transmembrana, e pertence a familia de receptores
acoplados a proteina G, especificamente a proteina Gq/11 de ligagdo de guanosina trifosfato
(GTP). A ligagdo de OC ao receptor induz a hidrdlise intracelular de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2+) em Inositol 1,4,5- trisfosfato (InsP3) e diacilglicerol (DAG). O InsP3
promove a liberacdo de ions Ca*+ do compartimento intracelular, enquanto DAG ativa a

proteina quinase C (PKC) e ambos fosforilam outras proteinas, o que, por fim, induz a
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expressao de genes que codificam os substratos necessarios aos efeitos fisioldgicos da ocitocina

78,84

Na periferia o OXT ¢ expresso por células mioepiteliais da glandula mamaria, no
miométrio, no endométrio no final da gravidez e em outros tecidos, incluindo o rim, coragao,
timo, pancreas e adipdcitos 7333, No cérebro humano, o oxtr é altamente expresso no NAc,
amidala, no septo e no leito nuclear da estria terminal, hipocampo, hipotadlamo e mesencéfalo
788385 Estas regides cerebrais sdo responsaveis por diversas fungdes, dentre elas o aprendizado,
processamento de informagdes e consolidagdo da memoria 8348638 De fato, em modelos
animais, a ocitocina ¢ capaz de melhorar a consolidagdo da memdria e a capacidade de
aprendizado ap0s tarefas que avaliam estes dominios cognitivos ¥. Da mesma forma, apos a
administracdo de ocitocina intranasal em humanos, € possivel observar um melhor desempenho
dos participantes em tarefas de memoria®’®. o sistema ocitocinérgico estd implicado na
resposta homeostatica ao estresse, através da inibicdo indireta da liberacdo de hormonio
adrenocorticotréfico e cortisol e atenuando a ativacdo da amigdala apds estimulos sdcio

emocionais, modulando o medo e ansiedade >4,

O padrao de expressao do receptor de OC varia conforme a fase de desenvolvimento do
tecido nervoso *°. No cérebro embrionario ou juvenil observa-se maior expressdo de oxtr em
areas relacionadas a recompensa e memoria social e espacial, enquanto que em adultos a
densidade de oxtrs ¢ maior em regides corticais e naquelas relacionadas a tomada de decisdo
social ¢, Estas alteragdes na densidade de oxtrs de acordo com o periodo da vida, sdo
provavelmente o mecanismo molecular responsavel pelas adaptagdes comportamentais

necessarias em cada fase do desenvolvimento.

A OC esta associada a sentimentos de confianga e empatia, sendo caracterizada como
um neuropeptideo facilitador de interagdes sociais '°. A sinaliza¢do ocitocinérgica aumenta a
sensibilidade a pistas sociais que auxiliam o desenvolvimento de comportamentos adaptativos
1415 Desta forma, a ocitocina desempenha papel central em aspectos que mediam
comportamentos pro-sociais, como a cognicao social (CS), e comportamentos afiliativos, como
as relacdes monogamicas e o comportamento maternal. A CS abrange processos de codificagdo,
interpretagdo e manipulagdo de informacgdes do contexto social através de procedimentos
avaliativos e inferenciais que serdo utilizados posteriormente em processos de julgamento e

97,98

tomada de decisdo As rotas ocitocinérgicas cerebrais sdo intensamente ativadas no
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processamento social e manipulagdo das informagdes relacionadas ao ambiente, permeando a

relagdo entre um estimulo social externo € as respostas comportamentais observaveis *°-101,

A ocitocina regula aspectos como reconhecimento e memoria social, elementos
indispensaveis na relagdo do individuo com o ambiente 9271, Quando administrada por via
intranasal em humanos, a OC estimula comportamentos consistentes com aumento da confianga
interpessoal durante jogos cognitivos ?>1%°. A sinalizacao ocitocinérgica parece facilitar o
desenvolvimento ¢ manuten¢ao de habilidades sociais. Em modelos animais, mecanismos de
plasticidade sindptica hipocampal, imprescindiveis para o armazenamento da memoria social,
sdo fortemente regulados pela expressdo e ativagdo de oxtrs, assim como a administragdo

intracerebral de OC facilita a transmissdo de informagdes acerca do ambiente no hipocampo®s.

Conexdes neurais ocitocinérgicas originam condutas de escolha e manutencdo de

106-108 ~ Estudos em roedores de espécies

parceiros sexuais em uma relagdo afetiva
monogamicas, demonstram que a OC ¢ capaz de mediar a conexdo entre a codificagdo de
informagdes socio-sensoriais vinculadas a comportamentos afiliativos e um estimulo
recompensador, refor¢ando o valor da relagdo frente a outros estimulos '®. Em humanos, as
concentragdes basais de OC periférica sdo mais altas em casais durante os estagios iniciais do
amor roméntico, quando comparadas as concentragdes plasmaticas de individuos solteiros 1%°.
Scheele e colaboradores (2013)!''? demonstraram que, apds utilizagdo de ocitocina intranasal,
houve aumento da intensidade de sinal (BOLD- Blood Oxygenation Level Dependent effect) no
NAc de homens casados expostos as fotografias de seus parceiros (as) durante ressonancia
magnética funcional. Além disso, a OC ¢ capaz de motivar homens com vinculos
monogamicos, mas nao solteiros, a manter uma distdncia maior entre si ¢ uma mulher atraente

que ndo sua parceira '%°. Desta forma, a ocitocina parece induzir comportamentos relacionados

a formagao de vinculo a um parceiro, a0 mesmo tempo que inibe a procura por outros.

O desenvolvimento do comportamento materno, também mediado pela sinalizacao de
ocitocina, envolve um conjunto de mudangas comportamentais na mae que necessarias a
sobrevivéncia do recém-nascido. Estas mudangas promovem maior responsividade materna em
relagdo ao bebé e resulta na formagdo do vinculo entre mie e filho 7111112 Em humanos a
ativacao de vias ocitocinérgicas € essencial para aumentar a capacidade da mae de reconhecer
e interpretar sinais fornecidos pelo bebé. De forma semelhante, em modelos animais, a
liberacdo de ocitocina central em ratas prenhas induz a expressdo de comportamento materno

caracterizado pela construgdo de ninhos, lambedura € amamentagdo dos filhotes '°7. J4 a



22

utilizagdo intracerebroventricular de antagonistas de OC, bloqueia o inicio do comportamento
materno em ratas que acabaram de dar a luz 3. Além disso, no periodo pds natal, fémeas
prenhas que receberam ocitocina no NAc e cortex pré-limbico, apresentam maior saliéncia as
pistas sociais fornecidas pela prole '3!3 Ainda, a maior sensibilidade da mie para com o
recém-nascido e menor ateng@o a outros estimulos ¢ reforgada pela ativag@o ocitocinérgica no

circuito de recompensa da dopamina 8.

Evidéncias sugerem que este efeito reforcador observado em comportamentos
afiliativos e pro-sociais ocorre em virtude da interacdo entre ocitocina e dopamina na via
mesocorticolimbica ¢, O sistema ocitocinérgico é capaz de vincular os estimulos sociais a vias
de dopaminérgicas de refor¢o no NAc, regido que aparece como um componente central do

sistema de recompensa !!7

. Em humanos e modelos animais o NAc apresenta alta densidade
de receptores ocitocinérgicos e proje¢des de dopamina da drea tegumentar ventral ''8-129, Em
roedores, durante o acasalamento e apds o parto, ocorre intensa liberagdo de dopamina no NAc
0 que se torna substrato para o refor¢o positivo e o condicionamento que ocorre como resultado

121,122

da sinalizagdo de dopaminérgica . Da mesma forma, a preferéncia e escolha de um

parceiro ¢ inibida quando os receptores dopaminérgicos (receptor de dopamina 1 -D1 e receptor

de dopamina 2- D2) sdo bloqueados no NAc¢ !20:12!

. Estes resultados demonstram a interagao
entre estas vias € observada tanto perante comportamentos afiliativos 22 quanto na dependéncia

quimica.

2.3.1 Relagdo entre ocitocina, dopamina e dependéncia de cocaina

Comportamentos pro-sociais e afiliativos sdo semelhantes a comportamentos
caracteristicos da dependéncia quimica o que se deve possivelmente a neurobiologia
compartilhada entre as vias ocitocinérgica e dopaminérgica '2>. A sobreposi¢do destas vias
torna-se evidente quando se observa o efeito da utilizagdo de ocitocina em areas cerebrais com
projecdes dopaminérgicas. Enquanto a OC ¢é capaz de regular a liberacdo de dopamina em
regides extra-hipotalamicas, os neurdnios ocitocinérgicos, que expressam receptores de DA,
sdo sensiveis a modulagdo pela dopamina '**, Em modelos animais, a liberagdo de dopamina
no NAc induz a estimulacdo de neurdnios dopaminérgicos no nucleo paraventricular e resulta
na ativa¢@o de neurdnios ocitocinérgicos !’~!°. Da mesma forma, a secre¢io de ocitocina na area

tegumentar ventral ¢ capaz de ativar neurénios dopaminérgicos que se projetam para o NAc
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(Figura 1) Bowen and Neumann (2017). Ainda, a administragdo de OC nos nucleos
subtalamicos de roedores ¢ capaz de bloquear o processo de aprendizagem relacionado a
sinalizacdo de DA; efeito semelhante ¢ observado quando utiliza-se um antagonista dos
receptores de dopamina '2%!%5. Os cruzamentos das rotas de OC ¢ DA no NAc e através do
cortex cingulado anterior, apontam para uma ativagdo conjunta durante formagao de vinculos,

quer sejam com outros individuos, ou aqueles estabelecidos com drogas de abuso '%.

Figura 1 - Sobreposicao das vias de sinaliza¢do de dopamina e ocitocina.
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A Sintese e liberacdo de ocitocina do nicleo paraventricular do hipotdlamo (paraventricular nucleus - PVN) e na
area tegumentar ventral (ventral tegmental drea - VTA) ativa os neurdnios dopaminérgicos que se projetam para o
ntdcleo accumbens (Niicleus accumbens - NAcc). Fonte: Bowen and Neumann (2017) 2.

De forma semelhante ao observado em comportamentos pro-socias, as vias
ocitocinérgicas e dopaminérgicas convergem durante a interpreta¢do de estimulos advindos do
uso de drogas e durante o estabelecimento da dependéncia quimica '26-128, Esta relagdo pode
ser observada a partir da manipulagdo de receptores de dopamina e ocitocina em modelos
experimentais. Ao mesmo tempo que o bloqueio farmacolégico de receptores de dopamina ou

ocitocina no NAc de roedores inibe a escolha de um parceiro para acasalamento 2112 a infusdo
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cerebral de OC nesta regido ¢ capaz de diminuir a busca pela droga em animais expostos a
cocaina?®. Além disso, a OC é capaz de postergar a habitua¢do ¢ o desenvolvimento da

dependéncia quimica em modelos animais exposto a cocaina de forma cronica 2°-22,

O acentuado interesse pela droga na dependéncia quimica, assemelha-se aquele
observado durante a escolha e manutencao de relagdes afiliativas. Em ratos machos de espécies
monogamicas, onde a preferéncia por uma parceira de acasalamento se sobrepde a procura de
novas parceiras, a administracdo de cocaina resulta em aumento da expressao de DI na via
mesocorticolimbica e impede o envolvimento dos animais em qualquer relacdo afiliativa, ou
seja, a preferéncia pela droga diminui a capacidade de formagdo de outros vinculos 3%, O
mesmo efeito pode ser visto em ratos machos ndo expostos a cocaina, que passam a rejeitar
novas fémeas apOs a escolha de apenas uma parceira para acasalamento '*°. Ainda, apos
administracdo de cocaina no NAc de ratas que acabaram de dar a luz, ocorre a diminuigdo da
interagdo das fémeas com a prole, sugerindo que também possa haver prejuizo do

comportamento materno na presenga da droga 31132,

Alteracdes relacionadas a interpretacdo do ambiente social e formagdo de vinculos, ja
foram demonstradas em usudrios de cocaina '*. Gestantes e puérperas usudrias de cocaina
demonstram insensibilidade frente aos sinais sociais fornecidos pelo bebé, prejudicando ou
mesmo impedindo a formacdo do vinculo com a crianca '**. Da mesma forma, alguns prejuizos
em relacdo a CS ja foram reportados em usudrios de cocaina-crack. Em estudo de nosso grupo
de pesquisa, investigou-se a capacidade de mulheres usudrias de cocaina-crack, de inferirem e
interpretarem estados mentais de terceiros. Os resultados demonstram que o0s usudrios
apresentam dificuldade na leitura de estados mentais baseado em pistas visuais ou verbais '3,
o que se assemelha ao encontrado em outras pesquisas **!37. Ainda, usudrios de cocaina-crack
também apresentam prejuizos na tomada de decisdo relacionada ao ambiente social, e ndo social
136 além de um comprometimento da capacidade de reconhecer expressdes emocionais, quando
sdo comparados a individuos ndo usudrios '¥-!1% Nesse sentido, estudos que reportam prejuizos
de relagdes sociais e afiliativas tém refor¢cado cada vez o papel central da ocitocina nas

disfuncionalidades sociais observadas em usuarios de cocaina-crack ¥’.

Especula-se que as alteragdes na relacdo com o ambiente social reportadas em usudrios
adultos, equivalem aquelas observadas em criangas que foram expostas a cocaina durante o

desenvolvimento fetal: indiferen¢a quanto a presenca do cuidador, dificuldades na interagdo

12,13

social e em resposta aos estimulos parentais Ressalta-se que a regulacdo destes
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comportamentos sociais, prejudicados em criangas expostas a droga no ambiente uterino, ¢
mediada pela OC !9, Portanto, qualquer perturbagdo na sinalizacao ocitocinérgica pode estar
associada as disfuncionalidades sociais apOs exposi¢do pré-natal a droga '3*!%°, Considerando
que os efeitos fisioldgicos da sinalizagdo da OC sdao dependentes da ligagao deste neuropeptideo
a seu receptor, ¢ esperado que a regulacdo da expressdo de oxtrs possa ser um mecanismo

subjacente a alteragdes de comportamentos atribuidos sinalizacao de ocitocina 2.

2.4 VARIABILIDADE EPIGENETICA DO GENE DO RECEPTOR DE OCITOCINA —
OXTR

O gene que codifica o receptor de ocitocina (OXT) em humanos ¢ conhecido como
OXTR (oxytocin receptor gene), presente em coOpia Unica no genoma humano, cujo locus
encontra-se na posi¢ao 3p25.3 (GRCh38/hg38 3:8750408-8769628). O OXTR é composto por
19.210 pares de bases, possui tamanho de 17 kb e contém trés introns e quatro éxons. Os éxons
I e II correspondem a regides nao codificantes enquanto os éxons III e IV codificam o receptor
78, Em humanos, o gene OXTR contem uma extensa ilha CpG, regido abrangendo 2.318 pares
de bases (hg38, 3: 8768045-8770525) na dire¢do 5° — 3’, cobrindo o éxon um, dois, grande

parte do éxon III e dois introns (Figura 2) 24141142,

Figura 2 - Organizagdo gendmica do gene OXTR
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O gene OXTR esta localizado no cromossomo 3p25-3p26.2 (GRCh38/hg38 3:8750408-8769628), abrange 17 kb
e contém quatro éxons (cinza claro) e trés introns. Os éxons IIl e IV contém a regido codificante da proteina (cinza
escuro) comegando com o cédon de inicio da tradugdo (AUG) e terminando com o cédon de parada da tradugdo
(UGA). A linha acima do gene mostra a localizag¢@o da ilha CpG (GRCh38/hg38, 3: 8§768045-8770525). Fonte:
Kumsta and Heinrichs (2013)'4!,

De modo geral, ¢ possivel observar grande variabilidade genética no gene OXTR, o que

parece ser resultado tanto de variacdes comuns do genoma (polimorfismos de nucleotideo
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unico, inser¢ao/delecao e duplicagdo), quanto de alteracdes epigenéticas como a metilacio de

DNA 143—147'

24.1 Metilagdo do gene OXTR e seus efeitos bioldgicos

Dentre os processos epigenéticos que normalmente refletem alteragdes funcionais no
receptor de ocitocina, destaca-se a metilacdo, uma alteragdo quimica que ndo altera a sequéncia
de DNA, mas é capaz de modificar a expressdo génica!’!"!’2, Este mecanismo epigenético
resulta da atividade de algumas familias de enzimas, especialmente as DNA metiltransferases
(DNA Methyltransferases - DNMTs) e as proteinas de ligagdo ao radical metil (Methyl-binding
proteins - MBDs)!3, As DNMTs sdo enzimas capazes de catalisar a adi¢do de um grupo metil
na posi¢do 5’ do anel da citosina em dinucleotideos CpGs, formando a 5-metilcitosina. Estes
dinucleotideos CpGs no genoma humano podem apresentar-se metilados, parcialmente
metilados ou abundantemente metilados, variando de acordo com a regido no cromossomo,

alelos, tipo de célula ou fase de desenvolvimento!7*,

A familia das proteinas DNMTs inclui a DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L.
A DNMTT tem como fun¢do a manuten¢do do padrdo de metilagdo ja existente. As DNMT3A
e DNMT3B, possuem preferéncia por dinucleotideos CpG desmetilados, ou seja, atuam na
metilagdo de novo ™. A DNMT3L por sua vez, ndo possui atividade catalitica independente,
mas auxilia as enzimas 3A e 3B, aumentando sua afinidade de liga¢do ao grupo doador de metil
S-adenosil-L-metionina, estimulando a atividade enzimatica !’*. J4 as MBDs tém a capacidade
de reconhecer as citosinas metiladas. Estas proteinas atraem complexos de reestruturaciao da
cromatina, o que resulta em um estado de condensaciao que impede ou regula a acessibilidade
de fatores de transcrigdo ao DNA, convertendo o padrdo de metilagio na alteragdo

transcricional especifica !7>.

Esses componentes da maquinaria de metilagdo atuam especialmente em regides ricas
em dinucleotideos CpGs. Conforme citado anteriormente, OXTR ¢ considerado sensivel a
processos epigenéticos, uma vez que apresenta uma extensa ilha CpG na sequéncia genomica.
A metilagdo em regides da ilha CpG de OXTR ja foi descrita como capaz de regular a transcri¢cao
do RNAm do receptor em diversos tecidos?#!41:142.148.176 'Kygui e colaboradores, utilizando uma
linhagem de células de hepatoblastoma humano, avaliaram o efeito da metilacdo de regides do

¢xon 111, dentro da ilha CpG, sobre a transcricdo de OXTR. Os autores compararam a expressao
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do RNAm de OXTR na linhagem celular tratada com um inibidor de metiltransferases e apds a
retirada deste inibidor. Os resultados demonstraram que, quando o inibidor de metiltransferases
foi retirado houve a diminui¢do da supressdo da transcri¢do do gene. Em outro experimento do
mesmo estudo, os autores observaram que a desmetilagdo de pontos dentro da ilha CpG de
OXTR poderia reverter a supressdo da transcricdo génica, em células tratadas com os mesmos

inibidores 2.

Diferentes padroes de metilacdo em OXTR tem sido considerados como precursores de
alteracdes na sinalizagdo ocitocinérgica 41178182 Dois estudos investigaram a existéncia de
associacdo entre a metilacdo de OXTR e atividade cerebral, ambos compararam resultados de
ressonancia magnética cerebral durante tarefas de percepgao social, com os indices de metilagao
de OXTR dentro da ilha CpG em amostras de células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) de participantes sauddveis. O aumento dos indices de metilagdo de OXTR nas PBMCs
foi associado a diminui¢do da conectividade entre os sistemas neurais que sustentam a
percepgdo social 133, bem como a diminui¢do do acoplamento funcional da amidala em regides

associadas a regulagdo emocional '3,

Ao longo do tempo, a metilagdo de OXTR emergiu como importante objeto de estudo,
especialmente quando associada a comportamentos considerados patologicos. Evidéncias
sugerem que as modifica¢des neurofuncionais do receptor de OC estdo associadas a desordens

184—

psiquiatricas 34186, A hipermetilagdo de regides ndo codificantes de OXTR ja foi associada

com diminui¢do de RNAm do receptor em PBMCs de criangas autistas comparadas a controles

ndo autistas 187,

Além disso, em criangas com problemas de conduta e com tragos callous-
unemotional, os indices de metilagio de OXTR foram positivamente associados a maior

sintomatologia; e negativamente associados com a capacidade de empatia '¢’.

A psicopatologia do Transtorno Obsessivo Compulsivo (TOC) também parece estar
associada a metilagdo de OXTR. Cappi e colaboradores (2016) '*® analisaram as PBMCs de 42
pacientes com TOC e 31 controles sauddveis. Foram investigados os indices de metilagdo de
OXTR em 9 sitios CpGs localizados no éxon III, bem como a gravidade dos sintomas do TOC.
Os autores observaram niveis mais altos de metilacdo de OXTR em pacientes com TOC quando
comparados aos controles saudédveis, além disso, demonstraram a existéncia de uma correlagao

positiva entre a metilacdo do gene e a gravidade dos sintomas do transtorno.

Outras desordens psiquidtricas, como ansiedade e depressdo compartilham

componentes sintomatoldgicos e clinicos, o que pode indicar padrdes epigenéticos semelhantes.
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Chagnon (2015) % investigou os indices de metilagdo de OXTR em individuos com depressdo
e/ou transtorno de ansiedade. Amostras de saliva foram coletadas de 19 participantes do sexo
feminino com transtorno de ansiedade e / ou depressao e de 24 participantes do mesmo género,
mas sem nenhum transtorno. Os autores demonstraram um estado de hipermetilacdo em 9 sitios
CpGs localizados no éxon III em amostras de pacientes com ansiedade e/ou depressao quando
comparados aos controles. Em contrapartida, outro estudo demonstrou a diminui¢@o dos indices
de metilagdo em 12 pontos CpG do éxon III de OXTR em PBMCs de 110 adultos com ansiedade
social quando comparados a participantes nao ansiosos. Além disso, os autores observaram uma
correlagdo negativa entre os sintomas de ansiedade e a metilagdo de OXTR '8!, Estes resultados
sustentam evidéncias de que esta alteragdo epigenética reflete em consequéncias

comportamentais e clinicas.

A metilacdo de OXTR foi estudada de forma retrospectiva por Unternachrer e
colaboradores (2015) 1%, Neste estudo, os autores compararam o padrdo de metilagdo de OXTR
em PBMCs de 85 estudantes universitarios divididos em dois grupos: o primeiro grupo declarou
ter recebido cuidado materno significativo durante a infancia e o segundo grupo que relatou
cuidado materno insuficiente. De forma geral, foi possivel observar maiores indices de
metilagdo no éxon III de OXTR no grupo que relatou pouca atengdo materna. Os autores
especulam a existéncia da associacdo entre o cuidado materno pobre em estimulos e os indices
de metilagdo de OXTR, contudo, consideraram como um fator limitante do estudo a passagem
do tempo entre o evento (cuidado materno na infincia) e a avaliagdo do desfecho esperado

(metilagdo de OXTR).

Na tentativa de investigar a influéncia ambiental durante o desenvolvimento fetal sobre
os padrdes de metilagdio de OXTR de recém-nascidos, o mesmo grupo de Unternachrer
desenvolveu uma pesquisa transversal, na qual analisou o efeito de eventos estressantes
maternos sobre a metilagdo de OXTR em amostras de sangue de corddo umbilical (SCU). Neste
estudo, foram avaliados os indices de metilacdo de 13 sitios CpGs localizados no éxon III de
OXTR no SCU de 39 bebés de maes submetidas a testes psicoldgicos para avaliagdo da
percepcao do estresse no periodo gestacional. Os autores demonstraram que maior percepgao
de estresse pela mae relacionou-se positivamente aos indices de metilagdo de OXTR nas

amostras de SCU dos bebés ',

Também utilizando SCU como matriz de analise, Milaniaki (2017) '” investigou se os

indices de metilacdo de OXTR estavam relacionados a comportamentos considerados resilientes
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em criangas até¢ 7 anos de idade. Neste caso, a hipermetilagdo de pontos CpG no éxon III de
OXTR estava associada a maior resiliéncia na condugdo de problemas sociais na infancia.
Ainda, o grupo de criangas definido como mais resiliente, demonstrou comportamentos pro-
sociais e melhor cognicdo social em comparagdo ao grupo menos resiliente. Por outro lado,
Cecil e colaboradores (2014) ! reportaram a associagdo entre a diminui¢do dos indices de
metilagdo de OXTR e comportamentos insensiveis e a tragos Callous-unemotional aos 13 anos

de idade.

Estes dados sugerem que os indices de metilacdo do gene OXTR observados no SCU
estdo associados a alteragdes de comportamento atribuidas a sinalizagdo ocitocinérgica. Uma
vez que o periodo embrionario ¢ considerado uma fase sensivel do desenvolvimento, e a

3o a fat bientais & de infl . naria d tilacio 27 a utilizaci
exposicao a fatores ambientais ¢ capaz de influenciar a maquinaria de metilagao “’ a utiliza¢ao
de SCU como matriz de andlise configura uma ferramenta superior na investigagdo de efeitos

oriundos da exposi¢do uterina, visto que ainda ndo sofreu influencia do ambiente pds-natal

192,193

2.5 METILACAO DE DNA EM SANGUE DE CORDAO UMBILICAL

O SCU expressa a variabilidade interindividual da metilagdo do DNA, o que por sua
vez ¢ determinado pela relagdo entre a condicdo materna, o gendtipo infantil e a exposi¢ao
ambiental durante a gestagdo 2’. A partir da concepgio e durante a embriogénese ocorrem duas
torrentes de desmetilagdo, que apagam padrdes especificos da geracdo anterior, seguidas de
remetilacdo (de novo) global, especificamente na gametogénese, responsavel pelo imprinting
parental referente ao sexo, € no inicio do desenvolvimento embriondrio, relacionada a

1194, Estas ondas de metilagdo

diferenciagdo dos tipos celulares e expressao génica de forma gera
e metilagdo de novo, bem como todo o periodo embriondrio, sdo especialmente sensiveis a
fatores ambientais, capazes de induzir um processo de metilagdo diferencial em genes

suscetiveis a este processo 8.

Dada a alta plasticidade epigendmica do periodo uterino, fatores externos, como a
exposi¢do a drogas atuam como “programadores” da diferenciag@o e expressdao molecular via
metilagdo, influenciando o fendtipo resultante °*!%5, Nesse sentido, o SCU ¢ tido como um

material bioldgico superior a outros tecidos quando a intengdo ¢ avaliar o efeito da exposi¢ao
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pré-natal sobre mecanismos epigenéticos, uma vez que compreende o tecido sanguineo do feto
que ainda ndo sofreu influéncia do ambiente extrattero 2. Além disso, evidéncias apontam
que o sangue de corddo umbilical ¢ capaz de mimetizar a concentracdo de metabolitos de
substancias utilizadas pela mae durante a gestacdo, incluindo drogas de abuso (cocaina,

opidceos, metadona e anfetaminas) 19619

Estudos em animais e humanos, investigando o perfil epigendmico no SCU de recém-
nascidos expostos a drogas de abuso ja foram conduzidos, contudo, a grande maioria concentra-
se na avaliagdo de padrdes de metilacdo em resposta ao tabaco e alcool e ndo se referem ao
gene OXTR 229, Em um dos maiores estudos de associagdo ampla do epigenoma, a partir da
analise de 1.052 amostras de SCU, foi possivel observar que o tabagismo materno pode atuar
como um elemento capaz de influenciar a maquinaria de metilagdo, culminando com um estado
de hipometilacdo global 2°!. De forma semelhante, a exposi¢do pré-natal ao alcool resultou na
diminui¢do da metilacdo de diversos genes no SCU de recém-nascidos expostos quando
comparados aqueles ndo expostos 22294, Contudo ainda ndo ha na ha na literatura estudos

avaliando a metilagdao do gene OXTR em SCU de recém-nascidos expostos a cocaina-crack.

Considerando a dificuldade de acesso a tecido cerebral humano, ao investigar alteragdes
epigenéticas em genes associados a dependéncia quimica, ¢ imprescindivel a escolha de um
tecido periférico acessivel e que possa representar as possiveis alteragdes induzidas pela droga
no SNC. Nesse sentido, existem evidéncias de que o epigenoma observado no sangue periférico
possa equivaler aquele encontrado no tecido nervoso 2%°. Em amostras post-mortem de tecido
cerebral humanos observa-se uma correlacdo positiva significativa entre os padrdes de
metilacdo de DNA de PBMCs e os padrdes encontrados em regides cerebrais como o cerebelo
(correlagdo = 0,76, P <0,001) e cortex (correlagdo = 0,69, P <0,001)*%. Embora o SCU
contenha tipos celulares tnicos, como eritrocitos nucleados, ¢ um tecido de facil acesso e

considerado como o sangue periférico do neonato '*°.

2.6 EFEITOS DA COCAINA NA MAQUINARIA DE METILACAO GENICA

Em modelos animais diversos estudos vém associando a exposicao a cocaina a alteragoes
nos indices de metilacio génica, especialmente em regides cerebrais associadas a dependéncia

quimica,como o NAc, cortex pré-frontal e hipocampo *°-34. A cocaina, é capaz de induzir efeitos
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celulares estdveis e duradouros através da maquinaria de metilacdo 2. Alguns autores ja
demonstraram  alteracbes nos indices de metilacdo de genes essenciais ao
neurodesenvolvimento apds exposi¢cdo a cocaina. Em um protocolo de administragdao aguda a
droga seguida de treino de autoadministragdo, foi possivel observar a diminui¢do da metilagao
em genes da familia Fos, codificadores de fatores de transcri¢do envolvidos em processos
neuroadaptativos, no NAc e regido mesocortical de camundongos 2°. Em contrapartida, ratos
tratados com cocaina de forma crOnica apresentaram aumento da metilacdo do gene Cdkl5
(Cyclin-dependent kinase-like 5), uma quinase envolvida nos mecanismos de plasticidade
cerebral 207-208,

E provavel que os mecanismos através dos quais ocorram alteragdes nos indices de
metilacdo apds exposi¢ao a cocaina, sejam uma resposta a acdao da droga sobre as proteinas que
compde a maquinaria de metilacdo . Anier e colaboradores (2010) observaram que a inje¢ao
intraperitoneal de cocaina em camundongos adultos foi relacionada ao aumento da transcri¢ao
de DNMT3 no NAc e hipocampo. Em estudo semelhante, os autores demonstraram a
diminui¢do do mRNA e da proteina DNMT3 no coértex pré-frontal de camundongos apés
treinamento de auto-administracio de cocaina 2”. As proteinas MBDs também sdo
influenciadas pela presenca da droga, especialmente a proteina de ligacao metil-CpG (MeCP2).
Ap6s analise imunohistoquimica do tecido nervoso de camundongos expostos cronicamente a
cocaina (6 dias) os pesquisadores demonstraram aumento do nimero de células positivas para
MeCP2 e MBD1 no corpo estriado dorsal e cortex pré-frontal, bem como no giro dentado do
hipocampo, reiterando a capacidade da droga de induzir a remodelagdo da cromatina no tecido

nervoso 219,

A alteracdes na metilagdo do DNA podem ocorrer ao longo da vida, contudo grande
parte do perfil epigendmico ¢ definido durante a embriogénese ¢ desenvolvimento fetal 27.
Nesse sentido, algumas pesquisas em modelos animais, demonstram alteracdes nos indices de
metilagdo génica, apds exposi¢do a cocaina intrattero. Mahna e colaboradores (2018) 2!!
relataram aumento dos indices de metilagdo em células hipocampais de ratos recém-nascidos
expostos a cocaina no ambiente uterino, quando estes foram comparados a recém-nascidos ndo
expostos, o que foi acompanhado por aumento da expressio de DNMT1 ¢ DNMT3a. Em
contrapartida, Novikova (2008) 2° observou a diminui¢do da expressdo das metiltransferases 1
e 3 no hipocampo de roedores expostos a cocaina intraitero, bem como a diminui¢cdo da

atividade da proteina MBDI1 e da metilagdo global de DNA no NAc dos animais no periodo

pos parto imediato.
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Em conjunto, os dados apresentados aqui demonstram a sensibilidade epigendmica do
periodo pré-natal a fatores externos como a cocaina, bem como a suscetibilidade do gene OXTR
a processos epigenéticos. Nesse sentido, considerando a inexisténcia de estudos investigando
os indices de metilacdo do gene OXTR em recém-nascidos expostos a cocaina-crack no periodo
uterino, estudos como esse sdo de grande valia, visto que aprofundam os conhecimentos a cerca

de alteragdes da sinalizag@o ocitocinérgica em um contexto de dependéncia quimica.
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OBJETIVOS

Investigar os indices de metilacdo do gene do receptor de ocitocina, OXTR, em recém-

nascidos expostos a cocaina-crack intrautero.

3.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os indices de metilagdo do receptor de ocitocina, OXTR, entre o sangue de cordao
umbilical recém-nascidos expostos a cocaina-crack no periodo pré-natal e o sangue de
corddo umbilical recém-nascidos ndo expostos a cocaina-crack.

Investigar se a gravidade do uso materno de cocaina-crack esta associada aos indices de
metilagdo do gene OXTR no sangue de corddo umbilical dos recém-nascidos expostos a

droga.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO

Esta pesquisa caracteriza-se como um estudo transversal, comparativo de dois grupos.

4.2 AMOSTRAS

As amostras incluidas neste estudo consistem em sangue do cordao umbilical (SCU) de
recém-nascidos expostos a cocaina-crack intrautero e sangue do corddo umbilical de recém-
nascidos ndo expostos a cocaina-crack intrautero. As amostras biologicas e o banco de dados
clinicos e demograficos incluidos nesta pesquisa, foram cedidas a nds pela professora Claudia
Maciel Szobot responsavel pela coleta das mesmas durante o desenvolvimento de projeto
registrado no CEP do HCPA sob niimero 110095. O uso dessas amostras no presente estudo e
todas as questdes éticas relacionadas foram autorizadas e aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS sob o ntimero 2.255.141. Em todas as etapas desta pesquisa nos seguimos
todas as condigdes estabelecidas na Resolucio 466/12, do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa e Satde (CNS), e respeitamos em carater integral os termos da Resolugdao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude (CNS). Ainda, esta pesquisa s foi iniciada apds a avaliagdo e

aprovacao do CEP PUCRS.

Foram consideradas elegiveis para o grupo de casos, as amostras de sangue de cordao
umbilical (SCU) de recém-nascidos de maes que fizeram uso de cocaina-crack durante a
gestagdo. Do total de amostras de sangue de corddo cedidas a nos, 29 foram elegiveis para
comporem o grupo de casos do presente estudo. Os critérios de inclusdo de amostras para o
grupo de casos foram baseados nas informacdes das gestantes contidas no banco de dados
clinicos e sociodemograficos: a) amostras de SCU de recém nascidos de maes que aceitaram
participar do estudo original e assinaram o TCLE, b) amostras de SCU de recém nascidos de
maes que declararam utilizar cocaina-crack durante a gestagdo c) amostras de SCU de recém
nascidos de maes que apresentaram resultado positivo para cocaina no teste de triagem para

drogas d) amostras de SCU de recém nascidos de maes que apresentaram resultados negativos
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na investigagdo sorologica para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), para o Virus da

hepatite C (HCV), para a Sifilis e para qualquer outra doenca infectocontagiosa.

O grupo controle de SCU de recém-nascidos sem historia de exposi¢do a cocaina-crack
foi composta por amostras doadas ao Banco de Sangue de Corddo Umbilical e Placentério
(BSCUP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre HCPA, mas que foram descartadas pelo
banco devido a baixa celularidade e/ou baixo volume sanguineo. Os fatores de inclusdo neste
grupo foram: a) amostras de SCU de recém nascidos de maes que aceitaram participar do estudo
original e assinaram o TCLE, b) amostras de SCU de recém nascidos de maes que declaram
ndo utilizar drogas durante a gestacdo, c) amostras de SCU de recém nascidos de maes que
apresentaram resultados negativos nos testes urinarios de triagem para drogas (Multi-drogas
one step test, INLAB®, Brasil) e d) amostras de SCU de recém nascidos de maes que
apresentaram resultados negativos na sorologia para HIV, HCV, Sifilis ou para qualquer doenga

infectocontagiosa.

Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: a) baixa qualidade do DNA a
partir da analise da pureza e concentragdo da amostra, bem como do resultado de eletroforese
em gel de agarose e b) auséncia total ou parcial de informagdes clinicas e sociodemograficas

no banco de dados.

4.3 INSTRUMENTOS DE COLETAS DE DADOS

O banco de dados com as informacgdes da gestante e neonatais cedido a nés, foi coletado
através da utilizacdo de escalas e questionarios padronizados e validados e aplicados por
profissionais capacitados. Utilizando-se formuldrio padrdo, foram coletadas as seguintes
informagdes maternas: idade, etnia autorreferida, realizacdo do acompanhamento pré-natal,
escolaridade e nivel socioecondmico. O nivel socioecondomico foi dicotomizado em “baixo
nivel socioecondmico” (classes C, D e E) ¢ “alto nivel socioeconomico” (classes A ¢ B). A
variavel etnia autorreferida foi dicotomizada como “branca” e “ndo branca”. De forma
semelhante, o nivel educacional foi dicotomizado como “primdrio iniciado, priméario concluido,
ou secundario ndo concluido” e “secundario completo, superior iniciado ou concluido ou pos-

graduacdo”. Através da revisdo de prontudrios hospitalares foram obtidos os seguintes dados
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neonatais: sexo, etnia, peso e pontuacdo na escala APGAR no 1° e 5° minuto de vida. Outras

informagdes clinicas foram obtidas utilizando-se as escalas abaixo:
o [nternational Neuropsychiatric Interview (MINI)

Para avaliar a presenca de psicopatologias maternas foi utilizada a escala International
Neuropsychiatric Interview (MINI) versdo Brasileira 5.0.0 (Anexo A). A MINI ¢ uma entrevista
diagnostica estruturada desenvolvida com a intengdo de avaliar os principais transtornos
psiquiatricos do Eixo I do DSM-IV e da CID-10 de forma simples e breve. Compreende 19

modulos que exploram 17 transtornos do eixo Ido DSM-TV 212,

o Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST)

Para avaliacdo da histdria de uso a substancias licitas e ilicitas do grupo de casos foi
utilizada a escala Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST)

213214 - A escala.

(AnexoB), traduzida para o portugués e validada para a populagdo Brasileira
ASSIST permite mensurar a gravidade de uso de substancias psicoativas e possibilita, a partir
da percepcdo do usudrio, determinar quais sdo os riscos atuais e os futuros problemas
decorrentes do uso, além de verificar se o respondente j& possui indicios de dependéncia. Este
instrumento € composto por oito questdes, sendo que as questdes 1 a 7 abordam o uso e os
problemas relacionados a substincias tabaco, dlcool, maconha, cocaina/crack, estimulantes,

inalantes, hipnéticos/sedativos, alucindgenos e opioides e a questdo 8 € voltada ao uso de drogas

injetaveis.

Na primeira questao o sujeito entrevistado responde sobre o0 uso ou nao de cada droga.
A questdo 2 trata a respeito da frequéncia do uso de cada substancia nos ultimos trés meses. As
questdes 3 a 6 investigam a frequéncia com que problemas de saude, sociais, juridicos ou
financeiros foram causados pelo uso de cada substincia psicoativa, bem como o impacto destes
problemas na vida do usudrio. Cada questdao apresenta respostas estruturadas e cada resposta
apresenta um valor numérico correspondente. No fim da entrevista, esses valores sao somados
e obtém-se um escore total da ASSIST para cada substincia avaliada, o que representa de forma
sensivel e especifica a gravidade do uso de cada substancia e o impacto negativo deste uso na
vida do sujeito. A partir dos scores totais pode-se classificar os usudrios de acordo com a
gravidade do uso: individuos com escores até 10 para alcool e até 3 para as outras drogas sao
considerados usuarios de baixa gravidade, ou seja, embora usem substincias ocasionalmente,

eles ainda ndo percebem e relatam problemas relacionados a esse uso. Usudrios com escores
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entre 11 e 26 para dlcool e entre 4 e 26 para outras drogas podem fazer um uso nocivo ou
problemdtico de substancias e apresentam gravidade moderada e risco intermedidrio de
desenvolvimento de problemas devido ao uso de drogas. Usudrios com escores de 27 ou mais
para qualquer droga apresentam alta gravidade e os problemas gerados pela dependéncia da

droga sdo considerados altamente prejudiciais.

Apesar das classificacOes geradas por este instrumento de avaliagdo serem relevantes,
nesta pesquisa, as usudrias nao foram estratificadas em grupos de acordo com a gravidade de
uso de substancias. Em nossas andlises utilizamos o escore da escala ASSIST como varidvel
continua, de forma semelhante a outros estudos?!>2!7, Esta escolha baseou-se na observacido de
que, nos escores para cocaina-crack, uma de nossas varidveis principais de analise, 90% (27)
das usudrias apresentaram pontuagdo de 27 ou mais e apenas 10% (2) das usudarias apresentaram
pontuacdo entre 21 e 24. Portanto, de acordo com nossos objetivos, ndo ha justificativa

estatistica para criacdo de grupos considerando a gravidade de uso de substincias.
e  Multi-Drogas One Step Test

O kit comercializado pela INLAB® possibilita a detecgdo do uso de seis das principais
drogas de abuso: metanfetamina, opidceos, maconha, anfetamina, cocaina e benzodiazepinicos,
com limiares de detec¢do de 500, 300, 50, 1000, 300 e 300 ng/ml respectivamente. O kit contém
tiras reativas, que apds serem mergulhadas por dez minutos na urina, detectam se ha presenga

de algum dos metabdlitos acima descritos.

4.4 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Todas as amostras foram coletadas em tubos BD Vacutainer com écido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e centrifugadas a 4.000 rotacdes por minuto, por 10 minutos, a 4°C. As
células mononucleares foram lisadas e o DNA isolado e purificado utilizando-se Gentra
Puregene Bllod Kit®, (QIAGEN). O DNA foi entdo aliquotado em microtubos contendo
aproximadamente 200 nanogramas e armazenado a -20 °C. Os microtubos contendo DNA

foram entdo transportados, sob congelamento, para o Grupo de Pesquisa neurociéncia cognitiva
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do desenvolvimento (DCNL) da PUCRS, sob responsabilidade do Prof. Rodrigo Grassi-

Oliveira.

4.5 ANALISES MOLECULARES

45.1 Tratamento com bissulfito de sddio

No DCNL, as aliquotas de DNA foram descongeladas para avaliacdo da pureza (Abs
260 / 280nm ~ 2,0) e concentragdo (Nanodrop® Lite) e submetidas ao campo elétrico da
eletroforese em gel de agarose 1,5% preparado em tampao TBE 1X (Tris-HCI 0,09 M; écido
borico 0,09 M e EDTA 0,002 M) e azul de bromofenol. O marcador de peso molecular de 500
pb DNA lambda digerido com Hind III® (Sigma-Aldrich EUA), foi utilizado a fim de definir
o tamanho dos fragmentos encontrados. Os géis foram corados com solu¢do de brometo de
etidio a 1 pg/mL e expostos a luz UV (Tranluminador BioAnalyzer® — Agilent) para
observacdo. As amostras que apresentaram resultados satisfatorios a cerca da concentracao,

pureza e integridade do DNA, foram sujeitadas a reac¢do de bissulfito.

A reacdo de bissulfito consiste na conversao dos residuos de citosinas nao metiladas em
uracilas, enquanto as citosinas metiladas permanecem inalteradas, dando origem a duas
sequéncias diferentes que podem ser distinguidas. Ainda, as citosinas que ndo sao seguidas por
guanina na sequéncia molde, e, portanto, ndo sdo caracterizadas como pontos CpG, ndo sdo
metiladas e sim convertidas em timina na reacdo de PCR posterior. Os pardmetros necessarios
ao sucesso da reacdo foram alcancados utilizando-se o kit EpiTect DNA Bisulfite® (QIAGEN),
que fornece um protocolo eficiente para a conversao de até 99,8% das citocinas nao metiladas
em uracilas. O produto amplificado apds reacdo de bissulfito foi novamente avaliado quanto a
pureza e concentracdo (Nanodrop® Lite). Apds, o DNA bissulfitado de cada amostra foi
aliquotado (20 nanogramas), congelado a — 80 °C e transportado, sob congelamento, para o
Centro de Sequenciamento do Centro de Investigagdo Translacional em Oncologia do Instituto
do Cancer de Sao Paulo (CTO-ICESP) para realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e pirosequenciamento. Importante ressaltar, que durante o protocolo de conversdo de
bissulfito o kit prové reagentes responsaveis pela prote¢do do DNA bissulfitado, garantindo a

integridade da amostra apds o descongelamento.
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45.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de DNA bissulfitado foram descongeladas sob protocolo de
descongelamento lento até¢ alcangarem temperatura de refrigeracdo (2 °C a 8 °C). Para
amplificagdo especifica do femplate de DNA gerado na reacdo de bissulfito, utilizou-se o
PyroMark PCR Kit® (QIAGEN) e iniciadores comerciais e especificos para o ensaio:
PyroMark CpG assay® PMO00016821, denominado OXTR1 e PyroMark CpG assay®
PMO00016828, denominado OXTR2 (QIAGEN). Cada kit, OXTR1 e OXTR2, tem como alvo
uma sequéncia situada no éxon III do gene OXTR e fornece um iniciador complementar a
sequéncia de interesse e uma sonda reversa biotinilada. As sequencias dos iniciadores, as
sequencias alvo, a localizagdo cromossdmica destas sequencias e os sitios CpG analisados estdo

representados na tabela 1.

Tabela 1 — Especificacdes dos kits de primers OXTR1 e OXTR2.

Especificacoes PyroMark CpG assay OXTR1 PyroMark CpG assay OXTR1
Forward (5°-3’) TTTAGGGATATGAGTAGTAGTAGGTAGG GAGGATTTTGGTTTTGGAGATGAGTT
Reverse (5°-3) ACCCCTCTTCTTCTTCTTCATAAAACACC CTTCATCCAACCCTAAAAACCCA

Sequéncia alvo AGGCGGTATAGTAGGTCGGGTTCGTAGAAGCGGA TCGTAGTAGGTAGCGAGTACGATGATCGGTACGA

Sitios CpG 4 sitios — sublinhados na sequéncia alvo 5 sitios - sublinhados na sequéncia alvo

Localizacio 8809467pb — 8809658 pb 8809533pb — 8809566 pb

O mix utilizado na reagdo de PCR contendo os reagentes do PyroMark PCR Kit®
compreendeu: 12,5 pl de PyroMark PCR Master Mix, 2,5 ul de CoralLoad, 2,5 nl de cada
iniciador A e B, 5,5 ul de 4gua RNAse DNAse free, € 2u (10 nanogramas) do DNA bissulfitado
de cada amostra. As condi¢des de ciclagem da reacdo foram: um passo inicial de ativagdo da
polimerase durante 15 min a 95 ° C, 40 ciclos de 30 s a 94 ° C para desnaturacdo, 30 sa 56 ° C
para anelamento e 30 s a 72 ° C para alongamento. Em todos os ensaios foram incluidos,
controle negativo da reagcdo de PCR substituindo os moldes de DNA por dgua destilada livre de
DNase / RNase. Além disso, considerando o controle de qualidade da reacdo de

pirosequenciamento subsequente, foi adicionado em cada reacdo de PCR (placa) controles
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comerciais (QIAGEN) com sequéncias completamente metiladas (EpiTect Control DNA,

methylated®) ou completamente ndo-metiladas (EpiTect Control DNA, unmethylated®).

O éxito dareacdo de PCR, a integridade dos fragmentos gerados e a presenga de dimeros
de primers, foram avaliados pelo resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5% preparado
em tampado TBE 1X (Tris-HCI1 0,09 M; écido borico 0,09 M e EDTA 0,002 M) e azul de
bromofenol. O marcador de peso molecular de 500 pb DNA lambda digerido com Hind III®
(Sigma-Aldrich EUA), foi utilizado a fim de definir o tamanho dos fragmentos encontrados. Os
géis foram corados com solucdo de brometo de etidio a 1 pg/mL, expostos a luz UV

(Tranluminador BioAnalyzer® — Agilent) para avaliagdo e fotodocumentados.

4.5.3 Reacdo de pirosequenciamento

Inicialmente isolamos os produtos de PCR biotinilados de fita simples para
sequenciamento utilizando esferas de sefarose ligadas a estreptavidina fornecidas pelo kit
Pyromark Gold Q24 reagents® (QIAGEN) em conjunto com a ferramenta de vacuo
Pyrosequencing® (QIAGEN) de acordo com as instru¢des do fabricante. A seguir, a fita de
DNA foi incubada com as enzimas DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase, apirase, e com
seus substratos adenosina 5’ fosfossulfato e luciferina. Todos os reagentes sao providos pelo

kit Pyromark Gold Q24 reagents®.

Utilizando o sequenciador Pyromark (24®, foram adicionados a reagdo
desoxirribonucleotideos (ANTP), um a um em ordem especifica de acordo com as instru¢des
do fabricante. A DNA polimerase catalisa a incorporacdo do dNTP na fita de DNA, se este for
complementar a fita molde. Cada evento de incorporacdo é acompanhado pela liberacdo de
pirofosfato (PPi) numa quantidade equivalente a quantidade de nucleotideo incorporado. ATP
sulfurilase converte PPi em ATP na presenca de adenosina 5’ fosfossulfato. O ATP gerado é
utilizado pela luciferase para conversdao de luciferina em oxiluciferina gerando um sinal
luminoso em niveis proporcionais a quantidade de ATP. O sequenciador converte o sinal
luminoso em um gréafico em forma de pico, chamado pirograma. Os pirogramas a porcentagem
de metilacdo de cada sitio CpG, calculada automaticamente pelo software Pyromark Q24® a

partir da quantificagdo dos sinais luminosos gerados durante a reagao.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico — SPSS 21.0 (IBM, Chicago,
IL, EUA). A normalidade das varidveis maternas e infantis foi investigada através do teste
Shapiro-Wilk. As frequéncias das variaveis dicotdmicas em cada grupo foram apresentadas em
porcentagem e numero absoluto e analisadas através do teste Chi-quadrado. As varidveis
continuas foram apresentadas em média e desvio padrdo e para as analises comparativas entre
os grupos utilizou-se o Teste t de Student’s. Para avaliar diferencas nos indices de metilagao de
OXTR entre casos e controles, calculamos a média dos 4 sitios CpG da regido coberta pelo
conjunto de primers OXTR1 e a média dos 5 sitios CpG da regido coberta pelo conjunto de
primers OXTR?2. Desta forma, os valores das médias geraram as varaveis denominadas OXTR1
e OXTR2. A relagdo entre as varidveis clinicas e sociodemograficas e os indices de metilagao
de OXTRI1 e OXTR?2 foi investigada utilizando-se correlacao de Pearson. Para as andlises de
predi¢do construimos um modelo de regressdo linear sendo OXTR1 e OXTR2 as varidveis
independentes e o escore total da escala ASSIST para cocaina-crack a variavel dependente. Foi
considerada diferenca estatistica quando p < 0,05 e os valores de p foram ajustados utilizando-

se a correcdo de Bonferroni.

5 CONCLUSOES

Neste estudo nés focamos na interagdo entre uso de cocaina-crack no periodo pré-natal, os
niveis de metilagdo do gene OX7TR e a gravidade do uso materno da droga. De acordo com
estudos anteriores esta claro que a cocaina e outras drogas de abuso podem afetar a sinalizacdo
de ocitocina através de diversos mecanismos e em diferentes fases da vida, contudo, este € o
primeiro estudo avaliando a metilagdo de OXTR em sangue de corddo umbilical de recém-
nascidos expostos a droga. Considerando nossos achados, concluimos que, além da
multiplicidade de outros fatores que podem influenciar o epigenoma do feto durante o
desenvolvimento embriondrio, a gravidade do uso materno de cocaina-crack nos tltimos trés
meses de gestacdo também estd associado ao aumento nos indices de metilagdo do gene OXTR.

Conforme outros estudos apresentados aqui, alteracdes na regulagao epigenética da sinalizacao



42

de ocitocina, combinadas com outras inumeras teratologias induzidas pela exposi¢@o a cocaina-
crack no periodo embrionario, podem contribuir para fenotipos comportamentais alterados,

incluindo disfung¢des sociais e de comportamentos afiliativos.

Além disso, ¢ importante destacar a relacdo existente entre o uso de cocaina pela mae e os
prejuizos no desenvolvimento do comportamento materno. O que provavelmente ocorre através
dos efeitos da droga na sinalizacdo de OC, responsavel pela qualidade e quantidade de cuidados
parentais em animais e humanos. Portanto, considerando o controle epigenético do sistema
ocitocinérgico e a herdabilidade de padrdes de metilagdo, também ¢é possivel que a dindmica
alterada da sinalizacao materna de ocitocina contribua para alteragdes fenotipicas na prole,
gerando um ciclo continuo de disfungdes sociais e afiliativas entre geragdes. Considerando a
relevancia dos problemas relacionados ao uso de cocaina, as possiveis consequéncias da
exposicdo pré-natal a droga no sistema ocitocinérgico, € os prejuizos sociais e afiliativos
resultantes, os dados apresentados aqui contribuem para o desenvolvimento de estudos futuros
que aprofundem a investiga¢do dos mecanismos através dos quais a cocaina-crack interage com

a regulacdo epigenética da sinalizagdo de ocitocina.
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ANEXO A- Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test (ASSIST).

Nome: Registro
Entrevistador: DATA: /| / A
ASSIST - OMS QUESTIONARIO PARA TRIAGEM DO USO
DE ALCpOL, TABACO E OUTRAS
1. Na sua vida qual(is) SUBSTANCIAS.
32221?2}503‘;““"0“5 NAO | SIM 2. Durante os trés Ultimos
- meses, com que -8
(somente uso ndo freqiiéncia vocé utilizou E E o
prescrito pelo médico) essa(s) substancia(s) E Eg
a. derivados do tabaco 0 3 que mencionou? 3 ; 3
b. bebidas alcodlicas 0 3 (primeira droga, depois a § § a ﬂ T ﬁ,
¢. maconha 0 3 segunda droga, etc) 2 - a3i
d. cocaina, crack _ 0 3 a. derivados do tabaco ol 120 IEH 2 6
fe-,anlfe“t’m'“as ou éxtase g g b. bebidas alcoélicas O A TG
. _naanies - ¢. maconha o | ~ 3 4 6
g.hipnéticos/sedativos 0 3
h. alucinégenos 0 3 d. cocaina, crack 01N Ni23N NG NidaN N6
i. opidides 0 3 e. anfetaminas ou éxtase OIN 28N NG M4N N6
j. outras, especificar 0 3 f. inalantes 02 3 14 6
o g.hipnéticos/sedativos O 23 RSN M4 XS,
* SE’NAO" em todos os itens investigue: h. alucinégenos ol 1200 NG N2
Nem mesmo quando estava na escola? ——
WA i. opidides Ol 23 NS N4N K6
e Se "NAO" em todos os itens, pare a . -
entrevista j. outras, especificar 018 Ni23N RIS WiAN W6
e Se "SIM" para alguma droga, continue com * Se"NUNCA" em todos os itens da
as demais questdes questao 2 pule para a questao 6, com
outras respostas continue com as
demais questoes
3. Durante os trés ultimos 4. Durante os trés ultimos meses,
meses, com que -8 com que freqiiéncia o seu
freqiiéncia vocé teve um E E o consumo de (primeira droga, E E
forte desejo ou urgéncia E g depois a segunda droga, efc) a 3 3
em consumir? = 3 reulllt.o:l en'll pr¢:|blema Ide?nude, ; = %
(primeira droga, segunda g 3 2 ; ggg $001a eg Rl oUITANCEIID 5 3 @ a
droga, etc - =
. : ) a. derivados do tabaco 0 4 5 6
a. derivados do tabaco 0 3 4 5 6 . .
; : b. bebidas alcodlicas 0 4 5 6
b. bebidas alcodlicas 0N BSH Mam 5 6
¢. maconha 0 4 5 6
¢. maconha 0 3 4 5 6
d. cocaina, crack 0 4 5 6
d. cocaina, crack 0 3 4 5 6 -
; e. anfetaminas ou éxtase 0 4 5 6
e. anfetaminas ou éxtase 0 3 4 5 6 ;
. f. inalantes 0 4 5 6
f. inalantes 0 '3 4 5 6 . . .
) . ) g.hipnéticos/sedativos 0 4 5 6
g.hipnéticos/sedativos 0 3 4 5 6 ;
. h. alucinégenos 0 4 5 6
h. alucin6genos 0N N8N i4n S5 6 p—
—— i. opidides 0N K43 K5N K6
ORISR N BN =N AR - j. outras, especificar 0 4 5 6
j. outras, especificar IS 5 6 J: »85p

NOMES POPULARES OU COMERCIAIS DAS DROGAS

a. produtos do tabaco (cigarro, charuto, cachimbo, fumo de corda)
b. bebidas alcéolicas (cerveja, vinho, champagne, licor, pinga uisque, vodca, vermutes, caninha, rum tequila, gin)

c. maconha (baseado, erva, liamba, diamba, birra, fuminho, fumo, mato, bagulho, pango, manga-rosa, massa,
haxixe, skank, etc)

d. cocaina, crack (coca, p6, branquinha, nuvem, farinha, neve, pedra, caximbo, brilho)
e. estimulantes como anfetaminas (bolinhas, rebites, bifetamina, moderine, MDMA)

f. inalantes (solventes, cola de sapateiro, tinta, esmalte, corretivo, verniz, tinner, cloroférmio, tolueno, gasolina, éter,
langa perfume, cheirinho da lol6)

g.hipnéticos, sedativos (ansioliticos, tranquilizantes, barbitiricos, fenobarbital, pentobarbital, benzodiazepinicos,
diazepam)

h. alucinégenos (LSD, cha-de-lirio, &cido, passaporte, mescalina, peiote, cacto)

i. opiaceos (morfina, codeina, dpio, heroina elixir, metadona)

j. outras — especificar:

NN N NN N N NN N QuUASETODOS 0S



5. Durante os

trés  dltimos
meses, com que freqiiéncia,
por causa do seu uso de
(primeira droga, depois a
segunda droga, etc) vocé
deixou de fazer coisas que
eram normalmente esperadas
de vocé?

a. derivados do tabaco

b. bebidas alcodlicas

¢. maconha

d. cocaina, crack

e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos

h. alucinégenos

i. opidides

j. outras, especificar

7. Alguma vez vocé ja
tentou controlar, diminuir
ou parar o uso de
((primeira droga, depois
a segunda droga, etc...)
e nao conseguiu?

a. derivados do tabaco
b. bebidas alcodlicas

¢. maconha

d. cocaina, crack

e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos

h. alucinégenos

i. opidides

j. outras, especificar

NAO, Nunca

O oo ocoo0ooooo

a
;E
33
0 5
0l IS
0 5
0 5
0 5
0 5
0 5
0 5
0 5
05

SIM, nos dltimos 3
meses

D OO D

D000 DD D MENSALMENTE
NN N NN N N N N N SEMNALMENTE

SIM, mas nédo nos

W WWWW W W W W imos3meses

DIARIAMENTE OU QUASE

* FACA as questoes 6 e 7 para todas as
substancias mencionadas na

questao 1

Ha amigos, parentes ou
outra pessoa que tenha
demonstrado preocupagao
com seu uso de (primeira
droga, depois a segunda

droga, etc...) ?
a. derivados do tabaco
b. bebidas alcodlicas
c. maconha
d. cocaina, crack
e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos
h. alucinégenos
i. opidides
j. outras, especificar

0 O O ™ ™ M ™ ® @ Topos 0SDIAS

SIM, mas nao nos

NAO, Nunca
SIM, nos Gltimos
3 meses
W W WwWwWwWwWww W (imos3 meses

OO OO0 OO0 O0OO0OOo
DO OO D

Nota Importante: Pacientes que tenham usado drogas injetaveis
nos Ultimos 3 meses devem ser perguntados sobre seu padrao de
uso injetavel durante este periodo, para determinar seus niveis de
risco e a melhor forma de intervengao.

8- Alguma vez vocé ja usou drogas por injecao?
(Apenas uso nao médico)

NAO,
nunca

SIM, nos

ultimos 3 meses

SIM, mas nao nos
ultimos 3 meses

Guia de | . Padriio d injetavel

65

Uma vez por semana ou menos -
Ou menos de trés dias seguidos

Intervencao Breve incluindo cartao de
“riscos associados com o uso
injetavel”

Mais do que uma vez por semana
Ou mais do que trés dias seguidos Nl Intervengao mais aprofundada e
- tratamento intensivo*
PONTUACAO PARA CADA DROGA
Anote a pontuacédo para cada droga. SOME Nenhuma Receber Encaminhar para tratamento
SOMENTE das Questoes 2, 3,4,5,6e7 intervencdo  Intervencdo Breve mais intensivo
Tabaco 0-3 4-26 27 ou mais
Alcool 0-10 11-26 27 ou mais
Maconha 0-3 4-26 27 ou mais
Cocaina 0-3 4-26 27 ou mais
Anfetaminas 0-3 4-26 27 ou mais
Inalantes 0-3 4-26 27 ou mais
Hipnéticos/sedativos 0-3 4-26 27 ou mais
Alucinégenos 0-3 4-26 27 ou mais
Opidides 0-3 4-26 27 ou mais

Calculo do escore de envolvimento com uma substancia especifica.

Para cada substancia (de ‘a’ a ‘') some os escores obtidos nas questdes 2 a 7 (inclusive).
Nao inclua os resultados das questées 1 e 8 aqui.
Por exemplo, um escore para maconha devera ser calculado do seguinte modo: Q2c + Q3c + Q4c + Q5¢ + Q6¢ + Q7c¢.
Note que Q5 para tabaco nao é codificada, sendo a pontuagao para tabaco = Q2a + Q3a + Q4a + Q6a + Q7a




ANEXO B - Aprovacao SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS
PUC
Codigo SIPESQ: 7883 Porto Alegre, 29 de margo de 2017.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissao Cientifica do INSTITUTO DE PESQUISAS
BIOMEDICAS da PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa
"RELACAO DO VINCULO MATERNO-INFANTIL COM ALTERACOES
EPIGENETICAS DO GENE DO RECEPTOR DE OCITOCINA (OXTR) EM
GESTANTES USUARIAS DE CRACK E EM SEUS FILHOS". Este projeto
necessita da apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP). Toda a
documentagédo anexa deve ser idéntica a documentagao enviada ao CEP,
juntamente com o Documento Unificado gerado pelo SIPESQ.

Atenciosamente,

Comisséao Cientifica do INSTITUTO DE PESQUISAS BIOMEDICAS
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ANEXO C - Parecer consubstanciado do CEP PUCRS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE R
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: RELAGAO DO VINCULO MATERNO-INFANTIL COM ALTERAGOES EPIGENETICAS
DO GENE DO RECEPTOR DE OCITOCINA (OXTR) EM GESTANTES USUARIAS DE
CRACK E EM SEUS FILHOS

Pesquisador: Rodrigo Grassi de Oliveira

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 69771217.3.0000.5336

Instituicao Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: CNPQ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.255.141

Apresentacao do Projeto:

O uso de cocaina-crack € um grave problema de satde publica, contudo, quando o uso se da durante o
periodo gestacional ele se torna ainda mais complexo.A cocaina-crack e seus metabolitos tem a capacidade
de atravessar rapidamente a placenta e a barreira hematoencefalica com tragicos efeitos ao
desenvolvimento infantil. Além disso, nas maes, a exposi¢ao a cocaina-crack durante o periodo gestacional
pode afetar negativamente

vias de sinalizagao fundamentais para a constru¢gao do comportamento cuidador materno, essencial ao
desenvolvimento saudavel do bebé. O sistema de sinalizagao de ocitocina, um pequeno neuropeptideo, tem
papel central no estabelecimento da vinculagao materno-infantil. O comportamento negligente observado em
muitas maes expostas a cocaina-crack durante a gestacao pode ser induzido por alteragées endocrinas
promovidas pela droga, em especial sobre o sistema de sinalizagdo de ocitocina. E possivel que
modificagdes epigenéticas no gene codificador dos receptores de ocitocina (OXTR) possam estar envolvidas
na alteragao do sistema ocitocinérgico, contudo nao existe na literatura estudos abordando o efeito de
modificagoes epigenéticas na sinalizagao de ocitocina em mulheres usuarias de cocaina-crack e em seus
bebés. Portanto, através do presente projeto de pesquisa, pretendemos investigar possiveis alteragdes do
vinculo materno e se este, esta associado a modificagoes

Endereco: Av.Ipiranga, 6681, prédio 50, sala 703

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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Continuagéo do Parecer: 2.255.141

epigenéticas relacionadas ao sistema ocitocinérgico da mae e do bebé expostos a droga no periodo pré-
natal.

Objetivo da Pesquisa:

Fase 1 - Objetivo gerallnvestigar possiveis relacoes entre a niveis perifericos de ocitocina e alteracoes no
padrao de metilacao do gene do receptor de ocitocina em maes usuarias de cocaina- crack e em seus
bebes, em amostras de sangue de cordao umbilical (SCU) e no sangue periferico das maes coletadas no
pos-parto imediato.Fase 2 - Objetivo gerallnvestigar possiveis relacoes entre o vinculo materno- infantil, os
niveis perifericos de ocitocina e alteracoes no padrao de metilacao da regiao promotora do gene do receptor
de ocitocina na populacao de maes usuarias de cocaina-crack e seus filhos participantes do primeiro estudo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Riscos minimos sao previstos durante esta pesquisa, contudo durante a coleta de sangue, no momento da
puncao, a agulha pode causar dor de intensidade semelhante a uma picada de inseto e algumas pessoas
podem se sentir incomodadas durante esta coleta de sangue. Um profissional

treinado realizara a coleta de sangue e todo cuidado sera tomado para que o procedimento seja 0 mais
rapido e indolor possivel. Além disso algumas pessoas podem se sentir incomodadas durante o
preenchimento dos questionarios. Em ambos 0s casos a equipe de pesquisa tentara minimizar o mal-estar
do participante. Caso necessario o participante recebera todo tipo de assisténcia de forma imediata e
gratuita. Além disso, caso ocorram complicagcdes decorrentes da participacao, de forma direta ou indireta, o
participante recebera assisténcia imediata e integral sem nenhum tipo de custo.

Beneficios:

Os beneficios desta pesquisa baseiam-se na determinagao de variaveis biolégicas que podem influenciar o
vinculo entre mae e filho. A qualidade do vinculo entre mae e filho é importante nao sé para o
desenvolvimento neuroadaptativo do bebé, (como aprendizagem, meméria e comportamento social) mas
também para a mae. Considerando o perfil emocional das maes usuarias de cocaina — crack o vinculo
materno pode atuar como uma alavanca que auxiliaria na tentativa destas mulheres em deixar a droga. Este
estudo podera contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens no que diz respeito ao vinculo das
maes usuarias de crack com seus bebés, o que poderia representar, em segunda instancia, mais um reforgo
positivo durante um periodo de desintoxicagao.

Endereco: Av.Ipiranga, 6681, prédio 50, sala 703

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A importancia deste estudo baseia-se no fato da inexisténcia de dados relacionados ao uso da cocaina-
crack e os mecanismos epigeneticos que podem estar subjacentes as alteracoes comportamentais e
biologicas em gestantes e bebes,assim como a associacao dessas alteracoes com o desenvolvimento do
comportamento materno sao de grande valia e justificam os esforcos para o desenvolvimento desta
investigacao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os termos foram apresentados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Todas as pendéncias foram atendidas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o CEP-PUCRS, de acordo com suas atribuicoes definidas na Resolucao CNS n° 466 de
2012 e da Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovacao do projeto de pesquisa
proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 17/08/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 892349.pdf 14:53:19
Outros cartaderespostaCEP1708.docx 17/08/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
14:52:55 |Baptista

QOutros CartaRespostaCEP02.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:06:51 _|Baptista

Outros CartaRespostaCEP0507.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:05:48 |Baptista

QOutros QRSH.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:03:58 |Baptista

Outros SDQ_Portuguesedoble.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Almeida | Aceito
16:03:07 _|Baptista

Outros ASI6.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:02:20 _|Baptista

Outros MAlinventariopercepcaovinculacaomater| 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito

na.pdf 16:01:15 |Baptista

TCLE / Termos de |14ANEXO4TCLEFASE2CRIANCA . .pdf 05/07/2017 |Talita Siara Alimeida | Aceito

Assentimento / 15:59:46 |Baptista

Justificativa de

Auséncia
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TCLE /Termos de |13ANEXO3TCLEFASE2MAE pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
Assentimento / 15:59:31 |Baptista
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |PPDoutoradocompleto.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
Brochura 15:58:55 |Baptista
Investigador
Orcamento orcamento0507.pdf 05/07/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
15:56:56 _ |Baptista
Outros cartaEncaminhamentoApresentacao.pdf | 13/06/2017 |Talita Siara Alimeida | Aceito
17:05:25 |Baptista
Outros Cartadeconhecimentochefedoservico.pdff 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:55:41 | Baptista
Outros DeclaracaodelgualdadedeDocumentos.p| 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
df 16:52:54 |Baptista
Outros CartadeAprovacaodaCC1490792753156| 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
.pdf 16:50:15 _|Baptista
Outros CartadeApresentacaodoProjetoCC.pdf 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:48:49 |Baptista
Outros DocumentoUnificado1490792753156.pdff 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:47:40 |Baptista
Outros Linklattes.pdf 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:46:25 |Baptista
Declaracao de Anexo7cartasainclusaoodopesquisador. | 07/06/2017 |[Talita Siara Almeida | Aceito
|Pesquisadores pdf 16:44:44 |Baptista
TCLE / Termos de |16ANEXO6Termodedoacaodeamostra.p| 07/06/2017 |Talita Siara Almeida | Aceito
Assentimento / df 16:40:39 |Baptista
Justificativa de
|Auséncia
TCLE /Termos de |15ANEXO5CARTADEAPROVACAOCE | 07/06/2017 |Talita Siara Almeida | Aceito
Assentimento / PHCPA.pdf 16:39:16 |Baptista
Justificativa de
|Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 07/06/2017 |Talita Siara Aimeida | Aceito
16:27:54 |Baptista
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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PORTO ALEGRE, 01 de Setembro de 2017

Assinado por:
Denise Cantarelli Machado

(Coordenador)
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