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RESUMO

Introducdo: A monoamina oxidase (MAO) esta envolvida em diversos processos
biol6gicos associados ao bem-estar e salude mental, e alteracbes em sua funcéo
podem impactar diretamente em diversos transtornos mentais. Alguns transtornos
mentais ocorrem concomitantemente em individuos com Doencas Crbénicas Nao
Transmissiveis (DCNT). Objetivo: Analisar a frequéncia do genotipo funcional do
polimorfismo MAOA uVNTR em uma populacdo idosa com DCNT e associar essa
frequéncia a caracteristicas sociais que impactam no cotidiano dessa populacao.
Metodologia: Foram selecionados idosos com diagnéstico de diabetes mellitus,
hipertensdo arterial ou ambos (DCNT), e seu gene MAOA foi genotipado para
polimorfismo uUVNTR. Um questionario foi aplicado para determinar as caracteristicas
sociais, clinicas e comportamentais, bem como as interpretacdes revisadas do
Inventario de Depressdo de Beck (BDI). Resultados: As variantes alélicas foram
detectadas entre os participantes: 2R, 3R, 4R e 0 gendétipo heterozigoto 3R/4R.
Apenas o0s gendtipos com o alelo 3R tiveram pacientes que marcaram sim para
tabagismo e alcoolismo, e apenas com o gendtipo 3R, isso foi significativo. Apesar de
nao ser estatisticamente significativo, apenas os genétipos 3R e 3R/4R apresentaram
casos de depressdo grave pelas interpretacfes revisadas do BDI. Conclusdo: A
presenca do alelo 3R de baixa atividade do polimorfismo uVNTR MAOA em uma
populacdo idosa diagnosticada com DCNTs pode representar risco para O

desenvolvimento de dependéncia de uso de substancias (alcool e tabagismo).

Palavras-chave: polimorfismo MAOA uVNTR, diabetes, hipertensdo arterial,

transtorno por uso de substancias, doencas nao transmissiveis.
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ABSTRACT

Background: Monoamine oxidase (MAO) is involved in several biological processes
associated with well-being and mental health, and alterations in its function might
directly impact various mental disorders. Some mental disorders concomitantly occur
in individuals with Chronic Non-communicable Diseases (NCDs). Objective: Analyze
the functional MAOA uVNTR polymorphism genotype frequency in an older adult
population with NCDs and associate this frequency with social characteristics that
impact this population's daily life. Methodology: Older adults diagnosed with diabetes
mellitus, arterial hypertension, or both (NCDs) were selected, and their MAOA gene
was genotyped for uWVNTR polymorphism. A questionnaire was applied to determine
social, clinical, and behavioral characteristics as well as the revised Beck Depression
Inventory (BDI) interpretations. Results: The allelic variants were detected among the
participants: 2R, 3R, 4R, and the 3R/4R heterozygous genotype. Only genotypes with
the 3R allele had patients who marked yes for smoking and alcoholism, and only with
the 3R genotype, this was significant. Although not statistically significant, only 3R and
3R/4R genotypes presented cases of severe depression per the revised BDI
interpretations. Conclusion: The MAOA uVNTR polymorphism's low activity 3R allele
presence in an older adult population diagnosed with NDCs may represent a risk for

developing substance use (alcohol and smoking) dependence.

Keywords: MAOA uVNTR polymorphism, diabetes, arterial hypertension, substance

use disorder, non-communicable disease
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INTRODUCAO

No ultimo século, mundialmente se registrou um processo de transformacéao
populacional, com uma reducédo nas taxas de natalidade e um aumento expressivo da
populacdo idosa ! . A modificacdo da piramide etaria traz consigo implicacdes para a
estrutura organizacional da sociedade, e impulsionou estudos cientificos para
promover o envelhecimento funcional 2, e para isto, investigacdes focam nas
principais formas de gerenciamento de doencas que acometem essa populacao e
tracam estratégias para reduzir as principais intercorréncias de salde nesta faixa

etaria 3.

Segundo as Nagbes Unidas, o niumero de idosos com 60 anos ou mais ira
dobrar em 2050, entdo a previsao serd de mais de 2,0 bilhGes de pessoas nesta fixa
em todo o mundo®. No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios
(PNAD), em 2017 a populacéo idosa do Brasil representava cerca de 14,6%, numa
populacdo geral de 207,3 milhGes de habitantes®.Por outro lado, o Instituto de
Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA) prevé que no ano de 2100 a populagéo idosa
pode ter um aumento de 40%, ja a populacéo jovens (pessoas com menos de 15 anos)
uma diminuicdo de aproximadamente 18% , concomitante a diminuicdo populacional

comparada com os dias de hoje ©.

Neste cenario, também é relevante pontuar que o envelhecimento populacional
traz consigo diversos desafios, impactando diretamente o assistencialismo, bem como
o planejamento urbano, habitacdo, transporte, cuidados com a saude, previdéncia

social e assisténcia social nas diferentes comunidades .

Assim, entender as demandas da populacéo idosa, e as tracar estratégias para
resolvé-las é de suma importancia para o desenvolvimento sadio da sociedade. Entéo,
investigar quais séo as principais queixas e promover discussdes a respeito disso na
comunidade académica, provocara a constituicdo de um modelo de gerenciamento
melhor das principais doencas dessa populagdo bem como o envelhecimento

funcional .

Dentre as principais afec¢cdes que acometem a saude da pessoa idosa, as
Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNT) elas séo caracterizadas por possui

uma condicdo médica de longa duracéo, resultando numa combinacdo de fatores
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genéticos, fisiolégicos, ambientais e comportamentais, sendo sua etiologia nao
infectocontagiosa. Inclui nessa classificacdo doencas cerebrovasculares e
cardiovasculares, diabetes mellitus, doenca respiratoria cronicas e neoplasias (WHO,
2021 8. Os principais fatores de riscos que permeiam a teoria das DCNT séo : tabaco,
inatividade fisica, uso indiscriminado do &lcool e exacerbacdo de dietas néo

saudaveis®.

Complementarmente, As DCNTs sao as principais causas de mortes em todo
o mundo, em 2019 foram mais de 41 milhdes de ébitos no globo *°. Estima-se que a
maioria das mortes aconteceram em paises de baixa e média renda *!. Analisando a
Otica do Brasil, as porcentagens ndo sao diferentes, mais da metade dos ébitos foram
por conta de DCNTs!%13,

E digno de nota que, no final do ano 2019, a infeccdo por SARS-CoV-2
promoveu uma das maiores pandemias das Ultimas décadas, e evidenciou que
pacientes com DCNT sdo os mais propensos a serem afetados pelo Covid-19,
aumentando o risco de hospitalizacdo e mortalidade, do que em idosos sem essas

condi¢Ges cronicas.

Durante a pandemia de Covid-19, observou-se que ha uma importante relacéo
da saude mental com as DCNTs, e o0 gerenciamento das ambas intercorréncias de
saude devem considerar-se todos aspectos ligados aos principais fatores de riscos
151617 Principalmente na populagédo idosa, que foi a mais impactada com o isolamento

social e todas as comorbidades que carregam, bem como o risco de infecgdo 8 1°.

Com a pandemia de COVID-19 alguns aspectos sobre a senescéncia e a saude
mental foram de encontro com questionamentos sobre como € necessario atenuar as
vulnerabilidades mentais dos idosos para promover um envelhecimento funcional,
onde o bem estar fisico e mental se mantem preservado 1018 2021,

Por outro angulo do processo de envelhecimento, estudos mostraram que, este
transcurso apresenta multiplas caracteristicas em nivel celular, que promovem o
desequilibrio e perda da homeostase ??, sendo divididas em trés categorias: a)
Primarias — instabilidade genémica, atritos dos teldmeros, alteracdes epigenéticas e
perda de proteostase; b) Antagbnicas: deteccdo de nutrientes desreguladas,
disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular e; c) Integrativas: exaustdo de células-

troncos, alteracdo da comunicacdo intracelular alteracdo da comunicagao
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intracelular, da-se pelas mudancas na sinalizacao no nivel celular, seja ela, endécrina,
neuroenddcrina ou neuronal, bem como a comunicacdo neuro-hormonal, uma das
mais afetadas no processo de envelhecimento a medida que as reacdes inflamatérias
aumentam o processo de imunovigilacia tende a diminuir 23, Estas categorias estdo

representadas na figura 1.

Figura 1. Alteracdes e categorias biologicas do envelhecimento

Instabilidade ] )
Gendmica Disfuncdo
mitocondrial
Atritos dos
teldmeros Senescéncia
Alteracoes celular
epigenéticas

Exaustdo de
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Alteracgdo da
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proteostase

1 \ I

| PRIMARIAS | ANTAGONICAS | | INTEGRATIVAS

Fonte: Elaborado pelo autor

Com isto, o envelhecimento € o maior fator de risco para a maioria das DCNT,
com ele o metabolismo é desregulado, levando uma exacerbagcdo metabdlica %4, e
pode resultar na resisténcia do organismo a insulina, consequentemente o diabetes
tipo Il 5. Um outro fator que esta vertiginosamente ligado entre o Envelhecimento e
as DCNT é o processo inflamatorio, a inflamacéo basal é aumentada com o decorrer
da idade, levando ao um estado de envelhecimento inflamatorio sendo caracterizado

como a principal consequéncia da imunossenescéncia 2°.

Todos os sistemas do corpo sofrem com o envelhecimento, o sistema imune
nao é uma excecdo, nesse periodo da vida ele apresenta muitas alteracdes, seu
equilibrio dindmico é afetado por meio da senescéncia direta das células imunes e a
consequéncia indiretas de senescéncia celular tecidual, enfraquecendo as barreiras
do organismo, favorecendo a liberagcdo de moléculas sinalizadoras as quais séo
respondidas pelas células imunes, todas essas alteracdes sdo denominadas de

imunossenscéncia 22.

Em contrapartida, a senescéncia celular em organismos jovens contribui para

a protecdo conta o cancer e promove a homeostase tecidual, agindo para que a
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proliferacédo de células danificadas seja anulada, quando comparados em organismos
mais velhos os processos deletérios € mais presente, decorrente ao acumulo de dano

e a depuracéo defeituosa das células senescentes 23,

Dessa maneira, o envelhecimento € um processo natural de declinio
progressivo da funcionalidade dos sistemas que compdem o individuo, possuindo
varias etapas moleculares 2’ que sofrem influéncia do ambiente e da genética 2.
Diversos genes sao estudados para avaliar o processo de longevidade humana, a
compreensao genética do envelhecimento possibilitara o desenvolvimento de

estratégias de intervencédo mais eficientes para melhorar a saide humana 2°3°,

Polimorfismos genéticos de nucleotideo Unico (SNP) tem muita influéncia no
processo de longevidade, genes como a Apolipoproteina E (APOE), Interleucina 6
(IL6), Receptor do Fator de Crescimento semelhante a Insulina 1 (IGF1R) 331, Sirtuina
3 (SIRT3) ¥, Fator de Transcri¢cdo da Caixa Forkhead 3 (FOXO3) %43 .Em estudos
independentes o gene que codifica o fator de transcricdo FOXO3 apresenta uma forte
relacdo com a longevidade 3436, A sinalizacdo de insulina/IGF reduzida além de
promover a regulagdo positiva de genes envolvidos na resisténcia ao estresse e
homeostase de proteinas, promove a ativacdo do FOXO3 343, Os
SNPs FOXO3 estdo associados a um aumento na expressdo de FOXO3 2%, o que por
sua vez, favorece a promocao da resisténcia contra o estresse 3°. O envelhecimento
funcional esta estritamente ligado com a detec¢&o de nutrientes que interagem com a

regulacédo do organismo, se tornando criticas para o processo de longevidade 23 2931,

Os estudos de associacdo podem identificar a relacdo de variantes génicas
individuais a um determinado fenétipo. Avancos recentes na tecnologia do DNA e
estudos de associacdo revelaram um numero muito grande de variantes de
suscetibilidade comum para tragcos complexos; no entanto, a traducao na pratica de
seu papel é complicada pela evidéncia de que tais variantes operam em conjunto para
influenciar o fenotipo final. O maior desafio € representado pela contribuicdo genética
relativamente pequena para a variacdo do fenétipo, que na vida humana foi estimada
em aproximadamente 25% “° determinada por muitos genes, a maioria ainda nédo

caracterizados %, possivelmente pertencentes a pontos conservados #2.

Mesmo assim, analises dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em

genes pertencentes vias biologicas distintas foram associados ao fenotipo da


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transcription-factor-fkhrl1
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longevidade 4344 45 46: 47 Qs estudos de associacdo gendmica ampla ou Genome
Wide Association Studies (GWAS) de longevidade humana em amostras mundiais
(América do Norte, Europa e muito recentemente na China) n&o conseguiram propor
novos potenciais determinantes genéticos da longevidade humana, somente a anélise
do DNA em si, sem avaliar o contexto clinico: apenas o locus TOMM40/APOE/APOC1,
associado a longevidade, foi replicado em diferentes populacdes 4% 48:4% 50 enquanto
rs2149954 em 5qg33.3 4151 e 0 locus FOXO3A 2 sdo o0s outros sinais que mostram
associagfes especificas da populacdo. Alguns autores tentaram analisar os efeitos
epistaticos intragénicos °1%2 ou intergénicos entretanto o nUimero de variantes

genéticas foram limitados 54,

Exemplificando, a analise do efeito conjunto de um conjunto SNP agrupado por
via ou regido de genes (analise baseada em via/grupo) sobre a longevidade humana
foi realizada por Deelen e colaboradores %, que analisaram dados GWAS de 1.021
SNPs em 68 genes da via de sinalizag&o de insulina-1gfl (11S) e 88 SNPs em 13 genes
da via de manutencao de telémeros (MT). A comparacdo de dados genotipicos entre
403 nonagenarios ndo aparentados do Estudo da Longevidade de Leiden e 1.670
controles populacionais mais jovens confirmou o papel da variacdo genética nas vias
de IIS e MT na predisposicédo para a longevidade. Entretanto, enquanto o IIS tinha
muitos genes associados com o trago, a associacdo da MT com a sobrevivéncia foi
determinada principalmente pelo gene POT1. Da mesma forma, uma analise de 592
SNPs na via de reparo do DNA indicou associacdo de subprocessos desta via na

longevidade humana .

Entender dos processos ligados ao envelhecimento € de suma importancia
para o desenvolvimento de um mecanismo molecular causal desse processo que
ainda necessita de muita pesquisa, bem como elaboracdo de estratégias de

intervencgGes para proporcionar uma melhora na longevidade dos paciente 3.
TEORIA DAS MONOAMINAS
A Monoamina oxidase (MAO) é uma enzima que estad responsavel pela

regulacédo da concentracdo de aminas bioativas (tiramina, triptamina, feniletilamina,

octopamina e 3-iodotirolamina), bem como norepinefrina (NE), epinefrina e dopamina
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(DA), também conhecidas como catecolaminas, outro substrato dessa enzima € a

serotonina (5-HT), melatonina 8,

Esta enzima foi descoberta em 1928 %, e sua acéo foi descrita em células do
figado, rim e intestino em 1937 . Consideravelmente, tornou-se um dos principais
alvos terapéuticos e de pesquisa para doencgas que acometem o0 sistema nervoso

central (SNC) 61,6263

Existe duas formas de MAO que s&o MAO-A e MAO-B. A forma MAO-A tem
uma maior afinidade para metabolizagdo serotonina, dopamina, noradrenalina e
clorgilina ( inibidor da monoamina oxidase - IMAO) %4, jA a MAO-B apresenta uma
maior afinidade pelo neuromodulador chamado feniletilamina (PEA), benzilamina e a

selegilina (inibidor da monoamina oxidase — IMAQ) 65 6,

As isoenzimas ficam localizadas na membrana externa da mitocondria e
amplamente distribuidas por todo o corpo. A MAO-B, no SNC tem a especificidade e
expressdo maior em neuronios do nucleo da rafe que produzem serotonina, em
células da glia e em neuronios histaminérgicos ’, podem ser encontradas no figado
8 nas plaquetas sanguineas e linfocitos . Ja a MAO-A ela se encontra nos neurdnios
catecolaminérgicos, responsaveis pela producdo de dopamina, norepinefrina e

epinefrina ’°, nos tecidos periféricos estara nos fibroblastos e placenta 2.

A regulacdo dos niveis e fungdes bioldgica dos neurotransmissores por meio
da MAO acontece por meio da desaminacdo oxidativa, e esta reacdo produz aldeidos
desidrogenases, peréxido de hidrogénio (H202) e amoénia(NHs) 2. Sabe-se que o
H202, por ser uma das principais espécies reativas de oxigénio (ROS), desempenha
uma papel fundamental no processo de perda neuronal no envelhecimento, e,
consequentemente, no desenvolvimento de DCNT 72 e distUrbios neurodegenerativos

como a Doenca de Parkinson 7475

Um dos possiveis mecanismos que ocorrem em determinadas doencas,
principalmente as que estdo associadas com a idade (neuronadegenerativas, cancer,
cardiovascular), sdo aqueles interferentes na quantidade absoluta de MAO, essa
frequente modulacao ocorre tanto no nivel de proteina expressa quanto em niveis de
MRNA 78,
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Desta maneira, a ativacdo persistente da MAO em vérios 6rgdos €
caracterizada pelo aumento do estresse oxidativo, disponibilidade de substrato
alterada ou ambos eventos acontecendo simultaneamente em pacientes idosos com
DCNT, esse estresse oxidativo proveniente da liberacdo de subprodutos (aldeidos e
H202 ), tem um papel fundamental na tumorigénese e metastase, por serem
responsaveis pela inducdo da transicdo epitelial para mesenquimal (EMT),
proliferacéo celular, estimulo da angiogénese. E digno de nota que esses subprodutos
séo capazes de provocar efeitos deletérios entre os 6rgaos, desenvolvendo disturbios
cardio-metabdlicos, insuficiéncia cardiaca, obesidade, diabetes e demais
consequéncias que estdo associados com o envelhecimento, além de influenciar
doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer 6. Na figura 2, temos a

descricao das atividades da MAO-A em diferentes 6rgaos.

Figura 2. Principais locais de impacto onde a MAO esta envolvida no processo de

envelhecimento e mecanismo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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POLIMORFISMO GENETICO

A compreensao do ambiente com os fatores genéticos € de suma importancia,
pois diversos impactos na saude do individuo acontecem por meio de alteracdes tanto

no seu comportamento quanto na interferéncia genética e epigenética.

Entende-se por polimorfismo genético a mutacdo de nucleotideos quando
acometem acima de 1% da populagédo, podendo acontecer em sequencias codantes,

ndo-codantes ou promotoras, com capacidade de alterar o fenétipo 7.

Os polimorfismos genéticos apresentam em diversos formatos, sendo 0os mais
conhecidos: processo de delecéo, adicao, substituicdo de base Unica ou variagcdo no
namero de sequéncias repetidas. Essas acdes no acido desoxirribonucleico (DNA)
sdo capazes de gerar uma infinidade de fendtipos, promovendo a diversidade

humana, além do desenvolvimento de DCNT 78,

Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNPs - do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms), polimorfismo de Repeticdes Consecutivas de Numero Variavel
(VNTRs —do inglés Variable Number Tandem Repeats) e Repeticdes Consecutivas
Curtas (STRs — doShort Tandem Repeats) séo bastante estudados, onde o SNP
constituem aproximadamente 90% das variagbes encontradas no genoma humano,
agindo no desempenho genético e na traducédo de proteinas 7°. J4 os VNTRs que
possuem repeticdes consecutivas de 10 a 64 pares de bases e STRs ou minissatélites
possuem 2 a 9 pares de bases repetidos, sédo bastente utilizados no diagnoéstico de

exames pré-natais, andlises de doencas entre outros estudos populacionais 728

POLIMORFISMO GENETICO uVNTR da MAO-A

O gene da MAOA esta localizado no cromossomo Xp21 — pll (Figura 3), e
apresenta, em seu promotor e regido 5'UTR, um polimorfismo de repeticdo em tandem
de nucleotideos variavel (VNTR) de 30 bp bem caracterizado (Manca et el 2018)., .
Existem varias copias do MAOA-upstream(u)VNTR que foram classificadas como: 2,
3, 3.5, 4, 5 ou 6. Esses diferentes alelos estdo associados a atividade transcricional
de MAOA 818283
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Os alelos de 3.5 e 4 repeticdes tornaram-se, portanto, conhecidos como alelos de
MAOA de alta atividade, pois transcrevem MAOA de forma mais eficiente, conhecidos
como gene MAOA-H, enquanto os alelos de 2 e 3 repeti¢cdes foram designados como
variantes genéticas de MAOA de baixa atividade, e transcreve MAOA de forma menos
eficiente, sdo conhecidos como gene MAOA-L. Consequentemente, 0 grupo de
genotipos de alta atividade, MAOA-H, pode apresentar maiores taxas de degradacéo

em monoaminas 82:83 84,

Um estudo mais recente relatou que a atividade transcricional do MAOA-
UVNTR aumenta em funcdo das repeticdes, ou seja, os alelos 2R e 3R estdo
associados a menor atividade de transcricdo e os alelos 3.5R, 4R e 5R a maior
atividade de transcricdo 8. Nenhuma classificacdo funcional esta disponivel para o
alelo 6R. Como o0 MAOA esté situado no cromossomo X, 0os machos tém apenas uma
copia, enquanto as fémeas tém duas copias, portanto, as fémeas podem ser

homozigotas ou heterozigotas 2°.

Figura 3. Localizagao dos sitios polimérficos do gene MAOA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ademais, as variacdes dos genes na sequéncia de codificacdo da MAO, podem

alterar a sequéncia de aminoacidos da proteina MAO ou resultar em uma proteina



-24 -

MAO truncada, incompleta ou nao funcional. No entanto, a atividade da MAO também
pode ser afetada por alguns polimorfismos regulatérios localizados em regides nao

codificante, portanto, impactar transcri¢do e traducao 8788,

Diferentes estudos tentam avaliar o impacto da diversidade das variantes nos
agravos a saude das pessoas. Em um deles, a variante de 4 repeticbes foi
considerada responsavel pela maior atividade de MAO-A, enquanto a variante de 3
repeticbes esta associada a menor atividade MAO-A, foram relatados como
associados com agressividade impulsiva, problemas antissociais e delinquéncia

violenta 8889,

Para mais, o gendtipo uVNTR foi significativamente associado ao fator
psicopatia geral em mulheres, o que significa que as mulheres com o MAOA- L, tinha
niveis ligeiramente mais elevados de psicopatia em comparacdo com a MAOA- H 6.
Diversos estudos indicam que a MAO-A € um dos alvos mais relevantes em disturbios
neuroldgicos, bem como na sindrome de Brunner que € causada pela mutacdo do
MAOA, causando uma alteracdo na funcionalidade da proteina °%,0 que a torna um
foco terapéutico para diversos transtornos mentais 61.76:91,

Sabe-se que a relacdo gene e distarbios mentais esta sendo cada vez mais estudada,
0 que pode trazer maiores esclarecimentos, tanto sobre como a genética influencia,
guanto o impacto do ambiente tem em cada individuo, de maneira que influencia no

aparecimento e progndstico de doencas %1%,
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2 OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Investigar a relagdo entre a satde mental e background genético em pacientes
idosos com diagnaostico de diabetes mellitus, hipertensao arterial ou ambos e associar
os fatores de riscos como etilismo e tabagismos com os genoétipos encontrados nos
pacientes. Todos os idosos fora atendidosem servigco de salde localizado no Distrito

Federal (Brasil).

2.2. Objetivos especificos

e Efetuar a genotipagem destes pacientes por meio da estratégia PCR para
andlise do polimorfismo da regido promotora uVNTR da MAOA em amostras
de sangue periférico;

e Investigar associacao dos fatores de riscos das DCNTs ( etilismo e tabagismo)
com 0s gendtipos e como podem impactar no cotidiano dos idosos.

e Relacionar o polimorfismo uVNTR da MAOA como a qualidade do sono,
Diabetes Mellitus e Hipertenséo Arterial.

e [Executar testes estatisticos para avaliar a relacéo do perfil genético uWVNTR da
MAOA com os parametros do inventario Beck e outras caracteristicas clinicas

dos participantes da pesquisa.
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3. Materiais e métodos

Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram idosos voluntérios usuéarios da Unidade
Basica de Saude (UBS) do DF no Distrito Federal (DF), Brasil, com diagndstico de
diabetes mellitus, hipertenséo arterial ou ambos. Os critérios de inclusao da populacéo
do estudo foram ter 60 anos ou mais (considerados idosos na legislacéo brasileira),
estar em acompanhamento na UBS e ser capaz de compreender, verbalizar e
responder as questdes propostas. A amostra inicial foi N=40, com 19 participantes do
sexo masculino e 21 do sexo feminino. A escolha dessas UBS deve-se as atividades
de extensdo desenvolvidas semanalmente pelo grupo de pesquisa em Saude,

Cuidado e Envelhecimento de praticas da Faculdade de Ceilandia.

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude do Distrito Federal
aprovou o presente estudo (protocolo 1.355.211/2017). Todos os procedimentos
foram realizados com a compreenséo e consentimento por escrito dos participantes,
seguindo os principios do Conselho Nacional de Pesquisa da Resolucéo n° 46 (2012)
da legislacéo brasileira e da Declaracédo de Helsinque. Apés a obtencéo do termo de
consentimento por escrito, o material biolégico dos participantes foi coletado para

andlise genética, bem como suas informacgoes.

Todas os participantes foram informadas sobre os objetivos, métodos,
beneficios e riscos da participacdo na pesquisa antes de assinarem o TCLE (Anexo
A), concordando em participar como voluntarias nas etapas desta pesquisa. Por se
tratar de uma coleta de sangue (acesso venoso periférico), os riscos sdo minimos,
pode gerar desconforto durante o procedimento de introducdo da agulha na coleta, e
eventualmente um pequeno hematoma no local puncionado. Antes de proceder com
a coleta foi informado aos participantes sobre a possibilidade de haver um pequeno

incbmodo de dor no momento.

Os participantes foram informadas da possibilidade da desisténcia de
participacdo na pesquisa a qualquer momento, sem implicar em prejuizos para si.
Todas as etapas da pesquisa levaram em consideracdo a Resolu¢cdo no 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, a qual dispde sobre as normas das pesquisas com

participacdo de seres humanos. Foram garantidos o sigilo e o anonimato das
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participantes. A privacidade foi preservada por meio da substituicdo dos nomes por

nameros de identificacdo em cada instrumento de coleta de dados.

Durante a coleta de dados, foi realizado aconselhamento as participantes
visando a promocdo da saude e prevencdo de doencas. Todas as participantes
receberam cépia do resultado dos exames laboratoriais. Aquelas participantes que
apresentaram alteracdo nos exames realizados foram encaminhadas para
acompanhamento na UBS, e orientadas a agendar consulta com médico clinico na

UBS ou em servico de saude de sua preferéncia.

Figura 4. Fluxograma do trabalho de pesquisa
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Amostras

Aproximadamente 15 mL de sangue venoso foram coletados apds jejum de 12 horas
de cada paciente. A segunda etapa consistiu na aplicacdo de um questionario

estruturado para avaliacdo do perfil demografico dos pacientes, composto por



-28-

questdes fechadas referentes a sexo, idade, escolaridade, estilo de vida (tabagismo e

etilismo) e condicdes clinicas (diagndstico de hipertensdo ou diabetes mellitus).
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —TCLE

O TCLE (Anexo A), de acordo com a Resolugao n° 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude (CNS) que dispde sobre pesquisa com seres humanos, aplicado

durante a palestra deexplicacdo sobre a pesquisa.

Todos os idosos que demonstraram interesse em participar da pesquisa

receberaminformacdes detalhadas sobre a pesquisa e assinaram o TCLE.
Termo de Guarda de Material Biologico

O termo de guarda de material biolégico (Anexo B) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo. Do qual autoriza ou ndo o armazenamento de dados
e materiais biol6gicos coletados no ambito da pesquisa. Todos o0s participantes
tiveram acesso a seus dados genéticos, assim como tem direito de retira-los do banco

onde se encontram armazenados, a qualquer momento.

Consulta de enfermagem

Apds a reunido foi agendado com as idosas uma consulta de enfermagem com
duracdo entre quarenta minutos a uma hora. Os atendimentos aconteceram nas
dependéncias das unidades béasicas de saude, sendo marcadas consultas individuais
para cada participante, preservando a privacidade das mesmas. Durante a consulta
realizou o preenchimento da ficha cadastro, e a assinatura do termo de guarda de

material biol6gico.

A ficha de cadastro do participante incluia o preenchimento de variaveis
sociodemografica e habitos de vida. A idosa tinha opcao de responder as questdes ou
ndo. Também aferiu a pressdo, e mensurou as medidas antropométricas (peso e
altura). Todos os atendimentos foram realizados por enfermeiros e estudantes da
graduacdo em enfermagem da Faculdade de Ceilandia - Universidade de Brasilia,
membros do Grupo de Pesquisa em Saude,Cuidado e Envelhecimento, previamente
treinados. Ao final da consulta foi entregue um bilhete com o dia e hora da coleta de

sangue, que também foi realizada na UBS.
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O peso foi mensurado por meio de uma balanca antropométrica Micheletti —
MIC-200 PPA com régua. Com capacidade maxima de duzentos quilogramas e
preciséo de cinquenta gramas. As idosas foram aconselhadas a irem para a consulta
com vestes leves e de sandalias. Foram posicionadas em pé no centro da balanca e
descalcas. A medida foi registrada em quilogramas. Para determinar a altura das
idosas, utilizou a régua antropométrica retratil acoplada a balanca utilizada na
mensuracdo do peso. Com as idosas posicionadas em pé, com os dois pés unidos e

descalgos, com a coluna ereta, e de costas. A medida foi registrada em metro.

Inventario de Depressao de Beck (BDI)

O Inventério de Depressédo de Beck — um auto-relato de multipla escolha com
21 questbes — foi utilizado para mensurar os sintomas de depressao, sendo cada item
avaliado em uma escala de 0 a 3. O escore total foi calculado pela soma dos escores
dos 21 itens e variou de 0 e 63 pontos, com pontuacdes mais altas indicando maior
gravidade dos sintomas (Beck et al. 1996[27]). A interpretacdo revisada do BDI é a
seguinte: intervalo minimo = 0-9, depressao leve = 10-16, depressdo moderada = 17-
29 e depresséao grave = 30-63. (94, 95).

Extracdo de DNA

O DNA genbmico foi extraido de aproximadamente 5,0mL de sangue periférico
de cada paciente usando o PureLink® Genomic DNA MiniKit da empresa Invitrogen
(catalogo n° k1820-02, lote n° 19339891), de acordo com o protocolo do fabricante.
Uma corrida eletroforética em um gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
determinou a integridade do DNA. Subsequentemente, o DNA foi armazenado a -70°C

até uso posterior.
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Genotipagem

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para a
genotipagem do polimorfismo MAOA uVNTR. Cada reagao continha: 4,0 yL de DNA
gendmico em uma concentragao final de 2,5 ng/uL; 1,9uL de tampao 10x (10 mM Tris
e 50 mM KCl); 0,38 uL de 50 mM MgCI2 (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil), 1,5 pL de trifosfato de desoxirribonucleotideo (ANTPs; 2,5 mM; (Ludwig Biotec,
Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 0,2 yL de Taqg- Polimerase (Ludwig Biotec,
Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 0,6 yL de cada um dos dois primers (MAOA-F:
5-ACAGCCTCGCCGTGGAGAAG-3 e MAOA-R: 5’ GAACGGACGCTCCATTCGGA-
3’ — 10 uM, tecnologias IDT); completando com agua Milli-Q para um volume final de
25 uL.

A reacao de PCR foi realizada em um termociclador Techne Modelo TC-512
seguindo estas condi¢des de termociclagem sequencial: desnaturacao inicial a 950C
por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C
por 30 segundos e extensédo a 72 °C por 30 segundos. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3,0% (Amresco, Ohio, EUA) com tampé&o
de corrida 0,5x TBE. Os géis foram corados com brometo de etidio e visualizados
usando um sistema de documentacgao de gel ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suécia). O polimorfismo do promotor MAOA uVNTR foi interpretado com
base em Sabol et al. (1998)(93), nos quais os tamanhos dos produtos de PCR para
2R, 3R, 4R e 5R foram 320 bp, 350 bp, 380 bp e 410 bp, respectivamente.

Andlise estatistica

A frequéncia genotipica do polimorfismo MAOA uVNTR foi analisada para os
genotipos homozigotos 2R, 3R e 4R e gendtipo heterozigoto 3R/4R. Esses genoétipos
foram analisados e distribuidos de acordo com as caracteristicas sociais, clinicas e
comportamentais dos pacientes e as interpretagdes revisadas do BDI. O teste do qui-
guadrado de Pearson determinou se as diferencas intergrupos entre as frequéncias
genotipicas das variantes 2R, 3R, 4R e 3R/4R eram significativas (p-valor < 0,05). O

software SPSS (verséo 27.0) foi usado para a analise estatistica.
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4. Resultados e discussdo

Certos fatores genéticos podem corroborar com patologias e pontos etiol6gicos
especificos, como uso de substancias e transtornos mentais °"°8, Por exemplo, o
sistema de neurotransmissdo monoaminérgico influencia diretamente as respostas
gue o uso de alcool promove no corpo %, produzindo efeitos
recompensadores/reforcadores que aumentam a dopamina extracelular 1°°, Assim,
alteracdes nesses sistemas, genéticas ou epigenéticas, combinadas com fatores
ambientais podem aumentar o alto risco de apresentar esses distirbios 10t

O presente estudo detectou em idosos diagnosticados com diabetes mellitus,
hipertenséo arterial ou ambos (Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis — DCNT) as
seguintes variantes alélicas do polimorfismo uVNTR da MAOA: 2R, 3R, 4R e o
gendtipo heterozigoto 3R/4R (Tabela 1), sendo que apenas o alelo 4R apresenta alta
atividade transcricional. Os alelos 3.5R, 5R e 6R ndo foram encontrados entre os
participantes.

O alelo 3R foi o mais prevalente, seguido pelo 4R na populagcdo amostral
(Tabela 1). Nenhum dos gendtipos detectados apresentou associacao significativa
com o diagndstico de diabetes mellitus ou hipertensdo arterial sistémica (doencas
cronicas nao transmissiveis — DCNT) nem com o sexo biolégico ou padrdo de sono
dos pacientes (Tabela 2).

Tabela 1. Frequéncia genotipica do polimorfismo uVNTR MAOA em idosos com
diagnéstico de diabetes mellitus, hipertensdo arterial ou ambos do Distrito Federal,

Brasil.

Frequéncia Porcentagem

2r (baixa atividade) 3 7,50%
3r (baixa atividade) 14 35,0%
Variantes 4r (alta atividade) 11 27,50%
3r/4r (baixa atividade/ 12 30,00%
alta atividade)
Total 40 100,0%

Tabela 2. Frequéncia dos gendétipos do polimorfismo MAOA uVNTR distribuidos
segundo caracteristicas clinicas e comportamentais em idosos com diagndéstico de

diabetes mellitus, hipertensao arterial ou ambos do Distrito Federal, Brasil.
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Genotipagem do polimorfismo MAOA uVNTR

2R 3R/4R
(baixa SR 4R (baixa
- (baixa (alta .
atividade a N atividade/ alta
atividade)  atividade) o
) atividade)
% de % de % de % de N
N da N Nda N N da N da linha P
N . . .
linha linha linha
Sexo Femenino 3 143% 6 286% 4 190% 8 38.1% 0.148
Masculino O 0.0% 8 421% 7 36.8% 4 21.1%
SAH Sim 2 54% 14 378% 9 243% 12 32.4% 0.078
Nao 1333% 0O 00% 2 66.7% O 0.0%
oM Sim 3 81% 13 35.1% é 270% 11  29.7%  0.960
Nao 0 0.0% 1 333% 1 333% 1 33.3%
normal 2 83% 8 333% 8 333% 6 25.0% 0.718
Sono Dificuldad
eem 1 63% 6 375% 3 188% 6 37.5%
dormir

HAS= Hipertensao Arterial; DM= Diabetes Mellitus

Curiosamente, apenas o0s genétipos com o alelo 3R tiveram pacientes que
marcaram sim para tabagismo e alcoolismo, e apenas com 0 genétipo 3R, isso foi
significativo (Tabela 3), implicando que aqueles com o alelo 3R podem estar em fator
de risco para transtorno por uso de substancias. Na literatura, individuos que
apresentam esses alelos de baixa atividade tém sido relacionados, em contraste, tanto
a estabilidade emocional 8 quanto ao comportamento antissocial que promove a
delinquéncia 12,

Em estudos com a populacdo masculina turca, as variantes de baixa atividade
(3R) do polimorfismo MAOA uVNTR foram relacionadas ao comportamento impulsivo
em pessoas com transtorno por uso de alcool 193, Da mesma forma, variantes de baixa
atividade MAOA uVNTR (2R, 3R) foram associadas ao uso de tabaco em pacientes
do sexo masculino que também tiveram episédios de abuso fisico 1%4. Semelhante aos
estudos em humanos, Cervera-Juanes et al.1% estudo em animais evidenciou que
niveis mais baixos de atividade da MAOA influenciam a vulnerabilidade e dependéncia
de élcool. Estudos associaram o0 uso do tabaco com uma reducdo significativa da

capacidade e atividade da enzima MAO 1% e inibicdo de sua funcionalidade °’. Da
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mesma forma, o consumo exacerbado de substancias, como tabaco e alcool, tem sido

associado a metilacdo do gene MAOA em mulheres 108,

Tabela 3. Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo MAOA uVNTR distribuidos
segundo as caracteristicas sociais (Alcoolismo e Tabagismo) em idosos com

diagnéstico de diabetes mellitus, hipertensdo arterial ou ambos do Distrito Federal,

Brasil.
Tabagismo P OR(IC-95%) Etilismo P OR(IC-95%)
Sim  Nao Sim Né&o
2r (baixa
atividade) 0 3 0,606 NA 0 3 0,723 NA
3r (baixa 13,89
atividade) 5 9 0,014* (1,42-13555) 4 10 0,011* INFINITO
4r (alta
atividade) 0 11 0,123 NA 0 11 0,259 NA
3r/4r (baixa
atividade/
alta 0,41

atividade) 1 11 0,405 (0,04-4,02) 0 12 0,22 NA
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Tabela 4. Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo MAOA uVNTR distribuidos de
acordo com as interpretacdes do Inventario de Depresséo de Beck (BDI) revisado em
idosos com diagnastico de diabetes mellitus, hipertenséo arterial ou ambos do Distrito

Federal, Brasil.

GENOTIPO DO POLIMORFISMO MAOA uVNTR

2r '
_ _ 3r/4r (baixa
(baixa — 3r(baixa — Ar(alta  cigoderala P

- 34 -tivi atividade) atividade)

dade) atividade)
0,
/"32'\' %deN %deN  9%deNda
da coluna da coluna coluna
coluna
_Intervalo oo 40006 36.4% 50.0% 0.790
Interpretaca __minimo
o Inventéario Leve 33.3% 28.6% 36.4% 16.7% 0.753
Beck Moderado 0.0% 21.4% 27.3% 25.0% 0.785
Grave 0.0% 7.1% 0.0% 8.3% 0.764

Embora sem significancia estatistica, apenas os genétipos 3R e 3R/4R do
polimorfismo MAOA uVNTR apresentaram casos de depressao grave de acordo com
as interpretacdes do Inventario de Depressdo de Beck (BDI) revisado (Tabela 4).
Esses resultados sdo semelhantes ao estudo #3, no qual pacientes com o alelo 3R e
gendtipo 3R/4R tendem a apresentar sintomas de depressdo grave, ligando
diretamente esse polimorfismo ao Transtorno Depressivo Maior (TDM).

Portanto, investiguem a quantidade sorolégica da proteina MAQO para verificar
sua expressao e analisem a epigenética desse gene, analisar o perfil inflamatério e
correlacionar com processos caracterizante do envelhecimento, apliar a populagéo
para ter um maoir grau de caracteristicas demograficas para analizar o
comportamento do polimorfismo em diferentes pacientes. Essas adicbfes podem
ajudar a responder perguntas relevantes para a etiologia dos transtornos mentais e de

uso de substancias.
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5. Conclusfes

Semelhante a outros achados cientificos, nosso estudo corrobora que idosos
brasileiros diagnosticados com diabetes mellitus, hipertensédo arterial ou ambos
(Doencas Cronicas Nao Transmissiveis - DCNT) que possuiam o alelo de baixa
atividade (3R) do polimorfismo MAOA uVNTR apresentaram maior risco para a
doenca. desenvolvimento de dependéncia de alcool e tabagismo. Assim, a presenca

desse polimorfismo funcional impacta a vida desses idosos.
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8. ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Abordagem das Condi¢des Cronicas Nao Transmissiveis na Atencéao
Priméaria a Saude

O (a) Senhor (a) estd sendo convidada a participar do projeto:
Abordagem das Condigfes cronicas ndo transmissiveis na atencdo primaria
a saude. O
nosso objetivo € Investigar o processo saude-doenca de individuos que vivem
com hipertensao arterial e diabetes mellitus em Regional Administrativa do
Distrito Federal.

O (a) senhor (a) receberéa todos os esclarecimentos necessarios antes
e no decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos que seu nome nao aparecera
sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer
informagdes que permitam identifica-lo (a)

A sua participagdo serd através de uma avaliacdo realizada na
Faculdade de Ceilandia da Universidade de Brasilia (FCE-UnB) para: medida
de sua composicao corporal pelo DXA, uma balanca, e coleta de 15ml de
sangue do seu braco para realizacdo de exames que permitem conhecer um
pouco melhor como “funciona” estas doengas, do ponto de vista genético.
Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis. Podera haver
pequeno incomodo de dor no momento da introdugédo da agulha para a
retirada do sangue e, eventualmente, a formacéo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Além disso vocé participara de uma entrevista e respondera perguntas
de um questionario com um tempo estimado de 1 hora. Sera respeitado o
tempo de cada um para respondé-lo. Depois sera agendada uma visita em
sua casa para que um pesquisador va ate sua casa e faca uma entrevista e
observe sua casa. Esta visita podera durar até 1 hora. Informamos que a
Senhor (a) pode se recusar a responder qualquer questdo que lhe traga
constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer
momento sem nenhum prejuizo para a senhor (a).

A sua participacdo neste estudo podera proporcionar, no ambito
pessoal, a identificagdo de algum problema ndo antes conhecido. Os
resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s
resultados serdo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho. Sua
participacdo podera ainda ajudar no maior conhecimento sobre Condicbes
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Cronicas Nao Transmissiveis, principalmente em relacdo as causas genéticas
da doenca.

Sua participagao é voluntaria e nao alterara o seguimento e tratamento
da doenca que vocé ja esta fazendo. Vocé podera se retirar desta pesquisa a
gualquer momento, bastando para isso entrar em contato com um dos
pesquisadores responsaveis. Caso vocé decida nao participar, isto nao
afetara o seguimento e tratamento normal nem o seu relacionamento com seu
médico. Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé nao receberd nenhum
tipo de compensacao financeira pela sua participacao neste estudo.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficard guardado
Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade da Ceilandia da Universidade
de Brasilia, no banco de amostras “Condi¢gdes Cronicas Nao Transmissiveis”,
sob a responsabilidade dos pesquisadores. Toda nova pesquisa a ser feita
com o material guardado serd submetida para aprovacdo de um Comité de
Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional de Etica em
Pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados em eventos cientificos e
na Universidade de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os
dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do
pesquisador.

Se 0 Senhor(a) tiver qualquer davida em relacéo a pesquisa, por favor
telefone para: Dar(a). Marina Morato Stival, na instituicdo Faculdade de
Ceilandia da Universidade de Brasilia telefone: 8178-3397 ou 3107-8418, no
horario: 08:00 as 18:00.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
SES/DF. As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do
sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o
pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Nome / assinatura:

Pesquisador

Brasilia, de de
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ANEXO B — Termo de Guarda de Material Biol6gico

Termo de guarda de material biolégico de todos os
participantes dapesquisa.

Termo de Guarda de Material Biolégico

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de
Material Bioldgico. Ele contém explicacbes sobre a guarda de seu
material biolégico (sangue). Vocé podera autorizar ou ndo a guarda de
seu material biolégico. A deciséo é sua.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no
Laboratdrio de Analises Clinicas da Universidade de Brasilia — Faculdade
de Ceilandia, no banco de amostras “Gpesen”, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Izabel Cristina Rodrigues da Silva e sera utilizado somente
para verificaros polimorfismos genéticos do presente estudo.

As amostras de sangue serao identificadas com um nimero e nao
com seu nome. Somente 0s pesquisadores saberdo a quem pertence
cada numero, mantendo-se assim o sigilo e respeito a confidencialidade
dos seus dados.

Se for de seu interesse, vocé tera acesso aos resultados dos seus
exames.

O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham como
objetivos verificar a frequéncia de determinadas sequéncias no DNA
(material genético que informa como nosso corpo é formado) em
individuos saudaveis.

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas 0s
resultados e nunca seu nome ou qualquer outra informagédo que ponha
emrisco sua privacidade.

Todas as informacdes estardo sempre a sua disposi¢do, bastando
para isso entrar em contato com um dos pesquisadores.

A qualguer momento vocé tera acesso a seus dados genéticos,
assim como tera o direito de retirar seu material bioldgico do banco onde
se encontra armazenado.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera
submetidapara aprovacao do CEP da instituigéo e, quando for o caso, da
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa.
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Eu, RG
, apos receber uma explicagdo completa dos
procedimentos envolvidos na guarda de material biolégico, venho através
deste termo consentir a guarda de meu material biolégico (sangue)
decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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ANEXO C — Comité de Etica em Pesquisa

COMITE DE ETICAEM
smaniesews PESQUISA - FEPECS/SES-DF W

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Abordagem das Condigdes Cronicas Nao Transmissiveis na Atenc3o Primaria & Salde

Pesquisador: Marina Morato Stival

Area Temética: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envoivendo Genética Humana que ndo necessia de andlise
ética por parte da CONEP;).

Versdo: 2

CAAE: 50367215.5.0000.5553

Instituigdo Proponente: Secretaria de Estado de Salde do Distrito Federal / FEPECS/ SES/ DF
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 1.355 211

Apresentacio do Projeto:

Conforme o Parecar 1.314.141

Objetivo da Pesqulisa:

Conforme o Parecar 1.314.141

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Conforme o Parecar 1.314.141

Comentarlos e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Conforme o Parecar 1.314.141

Conslideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Conforme o Parecar 1.314.141

Recomendacobes:

Recomenda-se em Pesquisas futuras, pautar-se nas recomendacgdes do Consedho Naclonal de Salde, em
Resolucdo de nimero 466 de 12/12/2012.0 instrumento de coleta de dados fol anexado ao Projeto, na

forma do recomendado pelo CEP/FEPECS. O coleglado havia solicitado justficativas quanto ao projeto de
pesquisa ndo necessitar a anakise da CONEP. A pesquisadora

Enderego: SMHN 2 Q4 501 BLOCO A - FEFECS

Bairro: ASANORTE CEP: 70.710-904
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone:  (61)3325.4955 Fax: (33)3325-4955 E-small: comitedeetica secretaraggmail.com

Pagna 01 ce O
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ﬂ o rovim i Bl i il
L
Cantiniac: & Panecer 1.355311

apresentou longe e satsfatdria ustificativas, em aned.

Conclusbes ou Pendénclas e Lista de Insdequacbes:

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA - FEPECS/SES-DF

o1

R

O pesquisador assume o compromisso de garantir o sigile que assegure o anonimato e & privecidade dos
sujeitos da pesquiza & a confidencalideds dos dados coletados. Os dados oblidos na pesquiss deverBo ser
utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, & somente poderd s= inkclar apds &

aprovagio do CEP. O pesquisador deverd encaminhar relatdrio final, apds & pesguisa.

Consideragbes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseads nos documentos abalxo relaclonados:

[ Tipo Documento Argquiwo Postagem Autor TR

Informagdes Basicas| PE_INFORMALUES_BASICAS DO_P | 221112015 ACEID

do Projeto ROJETO SOB464 pdf 174204

Custros Instrurnenios. pdf 221113015 |Marina Morato Stival | Acelto
1741205

[Fecurso Anexado | Resposta_CEP.pdl 2211112015 |Marina Morato Stival | Acelto

pedo Pesquisador 173924

TCLE / Termnos de | TCLE paf 1TH0E0S |Marina Morato Stival | Acelto

Azzentimento | 10:02-:42

Justificativa de

L AusénCi

Oustros tarmmossoncondancis. pdf OFA0E20MS |Marina Morato Stival | Aceito
20:48:35

[ Outros CumcuoMarnnaMoratostival pal 071072015 |Marina Morato Stival | Aceito
247D

Progedn Detalhado | | PROJETOAbordagemDCNT . pf OFA0E20MS |Marina Morato Stival | Aceito

Brochura 2004125

 investigadar

Folha de Rosto folhaderosto.pdf OFAH0EE01S |Marina Morato Stival | Acelto
20:39:19

Sltuacho do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciacho da CONEP:

Mo

Emderego: SMHN 2 04501 BLOZD A - FEPECS
Bairro: AL NORTE

UF: DF Municipio: BERASILLY
Talafone: (E1)3325-4955 Fax: (333254855

CEF: 70.710-902

E-mall: comitedsstion secrelanaffgmail oom

Pigna 03 da
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COMITE DE ETICA EM
S PESQUISA - FEPECS/SES-DF W

Continuacho do Parecer. 1.355211

BRASILIA. 08 de Dezembro de 2015

Assinado por:

Hello Bergo
(Coordenador)

Enderego: SMHN 2 Od 501 BLOCO A - FEFECS

Balrro: ASANORTE CEP: 70.710.90¢
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)33254955 Fax: (33)3325-4565 Esmall: comiedestioa secretanagdgmal.com

Pagnallce @
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ANEXO D - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimodnio Genético e doConhecimento
Tradicional Associado (SisGen)

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® ABSE335

A stiwdade de acesso ao Patimdnio Genético, nos termos abalxo resumide, fol cadastrada no SkGen,
em atendimento a0 previsto na Lel n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AB9E33S

Usuério: 1zabel Cristina Rodrigues da Silva

CPFICNPJ: 779.978.081-91

Objeto do Acessa: Patrimédnio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Homo sapiens

Titulo da Atvidade: ABORDAGEM DE CONDIGOES CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS NA

ATENGCAO PRIMARIA A SAUDE

Equipe

Izabel Cristina Rodrigues da Silva Universidade de Brasilia

Marina Morato Stival Universidade de Brasilia

Silvana Schwerz Funghetto Universidade de Brasilia

Data do Cadastro: 30/04/2018 05:45:53 E - E
Situacso do Cadastro: Concluido Q

=

Conselho de Gest&o do Patrimdnio Genético
SituacBo cadastral conforme consulta ao SisGen em 5:46 de 30V04/2018.

N N4  SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
€ DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

AY/AY  Ass0CIADO - SISGEN



ANEXO E - Ficha de Identificacéo

IDENTIFICACAO

Dados Pessoais

Nome:
Sexo: F() M()

Telefone:

Data de Nascimento: / / Idade:
Endereco:

Nacionalidade: Naturalidade:

Cor:( ) Branca ( ) Parda() Negra (

Nivel de escolaridade: Ocupacéo:
Possui familiares:  ( ) Sim (
Renda mensal: Renda familiar:

Reside emcasa: () propria ( ) alugada
NUmero de moradores  na casa:
Religido:

Diagnostico: () HAS Tempo de diagnostico:
Diagnostico: () DM Tempo de diagndstico

anos Estado Civil:

) Outros
) Né&o Filhos:
( ) cedida

Tipo de DM: () Insulino-dependente ( ) Néo Insulino-Dependente

Outras
doengas:

Paciente do grupo controle: () Sim ( ) Néo

Habitos
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Tabagismo ( )N&o ( )Sim. Ha quantos anos?

Etilista ( )N&o ()Sim. Ha quantos anos?

Realiza exercicios fisicos? ( )Nao ( )Sim. Com que freqiiéncia?

Tipo de exercicio:

Sono: () Normal () Insénia  ( ) Sonoléncia () Dificuldade para adormecer
Volume de liquido ingerido diariamente:

Agua: mLRefrigerantes: mL  Sucos: mL  Outros:

mL

Usa adocantes? ( )N&o ( )Sim Com que freqiiéncia? Lazer:

Alimentacao
N° de refei¢bes por dia:

Tem restricdo alimentar? ( )S( )N  Sesim, a qual alimento?

Faz dieta alimentar:() Sim ( ) Néo

Sexualidade

( ) Ativa ( ) Inativa ( ) Uso de preservativo ( )mais de um
parceiro

Antecedentes familiares

( ) Diabetes ( ) Hipertensé&o arterial ( ) Cardiopatias ( ) Neoplasias
Outros:

Antecedentes ginecoldgicos

Menarca: Menopausa:
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Anexo F — Artigo submetido ao periédico HINDAW!I - Journal of Aging Research

Research articles

Journal of Aging Research

MAOA uVNTR polymorphism is associated with the development of alcoholism
and smoking but not depression in older adults

Gabriel Moura Alves Seixas,! Renata de Souza Freitas,?2 Caroline Ferreira Fratelli ,*

Calliandra Maria de Souza Silva,* Luciano Ramos de Lima,* Marina Morato Stival,*
Silvana Schwerz Funghetto,* and Izabel Cristina Rodrigues da Silva*

1Graduate Program in Health Sciences and Technologies, Faculty of Ceilandia,
University of Brasilia, Federal District, Brasilia, Brazil

2 University Center of the Federal District — UDF.

3Graduate Program in Genomic Sciences and Biotechnology, Catholic University of
Brasilia, Brazil.

4Faculty of Ceilandia, University of Brasilia, Federal District, Brasilia, Brazil

Correspondence should be addressed to lzabel Cristina Rodrigues da Silva;
belbiomedica@gmail.com

Background: Monoamine oxidase (MAO) is involved in several biological processes
associated with well-being and mental health, and alterations in its function might
directly impact various mental disorders. Some mental disorders concomitantly occur
in individuals with Chronic Non-communicable Diseases (NCDs). Objective: Analyze
the functional MAOA uVNTR polymorphism genotype frequency in an older adult
population with NCDs and associate this frequency with social characteristics that
impact this population’s daily life. Methodology: Older adults diagnosed with diabetes
mellitus, arterial hypertension, or both (NCDs) were selected, and their MAOA gene
was genotyped for uWVNTR polymorphism. A questionnaire was applied to determine
social, clinical, and behavioral characteristics as well as the revised Beck Depression
Inventory (BDI) interpretations. Results: The allelic variants were detected among the
participants: 2R, 3R, 4R, and the 3R/4R heterozygous genotype. Only genotypes with
the 3R allele had patients who marked yes for smoking and alcoholism, and only with
the 3R genotype, this was significant. Although not statistically significant, only 3R and
3R/4R genotypes presented cases of severe depression per the revised BDI
interpretations. Conclusion: The MAOA uVNTR polymorphism's low activity 3R allele
presence in an older adult population diagnosed with NDCs may represent a risk for
developing substance use (alcohol and smoking) dependence.

Keywords: MAOA uVNTR polymorphism, diabetes, arterial hypertension, substance
use disorder, non-communicable disease.
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Introduction

The rate of population aging is increasing [1], transforming the profiles of existing
diseases' incidence and prevalence. Older adults, for example, are more likely to develop Non-
communicable Chronic Diseases (NCDs) at the expense of infectious diseases. Although NCDs
do not have contagious elements [2], they are the leading causes of worldwide death [3]. NCDs
include cancer, diabetes, cardiovascular diseases, respiratory diseases [4];[5]Some NCDs occur
concomitantly with depressive and anxiety disorders, and with the increase in mental disorders
cases, taking care of mental health and well-being has become a target for NCD management
and reduction of these comorbidities [4].

People with mental disorders, especially depression, contribute significantly to the
global burden of disease [6]; [7] and are a significant cause of reduced life expectancy [8].
These compounding problems alert the public health system to the need for prevention and
treatment protocols, especially as geriatric depression has a more chronic and persistent
characteristic than younger patients, becoming disabling, and compromising functional aging

[9].

With the COVID-19 pandemic and the upsurge in mental disorders, such as anxiety and
depression, some aspects of senescence and mental health met with questions about how to
mitigate the mental vulnerabilities of the older adults to promote functional aging, in which
physical and mental well-being is preserved [10]; [11]; [12]; [4]).

In the literature, specific genes and enzymes linked to the central nervous system have
been proven to affect the etiological process of mental disorders [13]. Monoamine oxidase
(MAO), found in the outer membrane of the mitochondria, can metabolize neurotransmitters,
including serotonin, norepinephrine, adrenaline, and dopamine, being, therefore, paramount in
the modulatory processes of the central and peripheral nervous system [14]. MAO protein
presents in two isoenzymes, MAO-A and MAO-B, that differ in the specificity of the
neurotransmitters they metabolize [15].

Literature seeks to understand MAOQ's etiological role and impact on mental disorders,
including how the MAOA gene's genetic and epigenetic process influences the individual [16].
Several studies indicate as MAO-A is one of the most relevant targets in neurological disorders
[17]. For instance, an MAOA mutation causes Brunner's syndrome by altering its protein's
functionality [18]. These associations make MAO-A study a therapeutic focus for various
mental disorders [19];[20];[21]. Genes' relationship with mental disorders has been increasingly
studied to clarify how genetics and environment impact individuals and how it influences
disorders' appearance and prognosis [22];[23];[20].

MAO-A enzyme is encoded in the MAOA gene located on the short arm of the X
chromosome between the Xp11.23 and Xpll.4 bands [24]. Studies point to a functional
polymorphism uVNTR (variable number of tandem repeats) upstream of the gene transcription
initiation site, which directly interferes with the enzyme activity or expression levels [24]; [25].
This polymorphism contains up to six copies with 30bp repeats, in which alleles with 2R (2
repeats), 3R (3 repeats), 5R (5 repeats), or 6R (6 repeats) present low activity, that is, low
transcription efficiency, whereas the 3.5R (3.5 repeats) and 4R (4 repeats) alleles present high
transcriptional activity [26].
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Based on existing research, this study aims to verify the MAOA uVNTR polymorphism
frequency in an older adult population with NCDs in the Federal District, Brazil, associate this
frequency with social characteristics that impact this population's daily life, and investigate the
polymorphism distribution according to the Beck Depression Inventory (BDI) parameters [27]
[28].

Materials and Methods

Research Participants

The research participants were older adult volunteers who were users of the DF’s Basic
Health Unit (BHU) in the Federal District (DF), Brazil, diagnosed with diabetes mellitus,
arterial hypertension, or both. The study population’s inclusion criteria were being 60 years or
older (considered older adults in Brazil's legislation), being monitored at the BHU, and being
able to understand, verbalize and answer the proposed questions. The initial sample was N=40,
with 19 male and 21 female participants.

The Federal District's Health Department Research Ethics Committee approved the
present study (protocol 1.355.211/2017). All procedures were performed with the participants'
understanding and written consent, following the National Research Council principles under
the Brazilian legislation's Resolution No. 46 (2012) and the Helsinki Declaration. After
obtaining their written consent form, the participants' biological material was collected for
genetic analysis as well as their information.

Sample Collections

Approximately 15 mL of venous blood was collected after each patient had fasted for 12 hours.
The second stage consisted of the application of a structured questionnaire to assess the patients'
demographic profile, composed of closed questions regarding gender, age, education, lifestyle
(smoking) and clinical conditions (hypertension or diabetes mellitus diagnosis. This stage
sought to characterize the population involved, and the researchers also helped clarify any
doubts in this stage.

Beck Depression Inventory (BDI)

The Beck Depression Inventory - a multiple-choice self-report with 21 questions - was
used to measure depression symptoms, with each item rated on a scale from 0 to 3. The total
score was calculated by adding the 21 items' scores and ranged from 0 and 63 points, with
higher scores indicating greater severity of symptoms (Beck et al. 1996[27]). The revised BDI
interpretation is as follows: minimum range = 0-9, mild depression = 10-16, moderate
depression = 17-29, and severe depression = 30-63. [28] [29].
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DNA extraction

Genomic DNA was extracted from approximately 5.0mL of peripheral blood from each
patient using the Invitrogen company's PureLink® Genomic DNA MiniKit (catalog #k1820-
02, lot #19339891), according to the manufacturer's protocol. An electrophoretic run on a 2%
agarose gel stained with ethidium bromide determined DNA integrity. Subsequently, the DNA
was stored at -70°C until further use.

Genotyping

The Polymerase Chain Reaction (PCR) technique was used for genotyping
the MAOA uVNTR polymorphism. Each reaction contained: 4.0 uL of genomic DNA at a final
concentration of 2.5 ng/uL; 1.9uL of 10x buffer (10 mM Tris and 50 mM KCl); 0.38 pL of 50
mM MgCI2 (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brazil), 1.5 pL of
deoxyribonucleotide triphosphate (ANTPs; 2.5 mM; (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do
Sul, Brazil); 0.2 uL of Tag-Polymerase (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brazil);
0.6 puL of each of the two primers (MAOA-F: 5-ACAGCCTCGCCGTGGAGAAG-3' and
MAOA-R: 55GAACGGACGCTCCATTCGGA-3' - 10 uM, IDT technologies); completing
with Milli-Q water to a final volume of 25 pL.

PCR reaction was performed in a Techne Model TC-512 thermocycler following these
sequential thermocycling conditions: initial denaturation at 95°C for 5 minutes, 35 denaturation
cycles at 94°C for 30 seconds, annealing at 55°C for 30 seconds, and extension at 72°C for 30
seconds. The PCR products were subjected to electrophoresis on a 3.0% agarose gel (Amresco,
Ohio, USA) with a 0.5x TBE running buffer. The gels were stained with ethidium bromide and
visualized using an ImageMaster VDS gel documentation system (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Sweden). The MAOA uVNTR promoter polymorphism was interpreted based on Sabol et al.
(1998)'s results, in which the PCR product sizes for 2R, 3R, 4R, and 5R were 320 bp, 350 bp,
380 bp, and 410 bp, respectively.

Statistical analysis

The genotype frequency of MAOA uVNTR polymorphism was analyzed for the
homozygote genotypes 2R, 3R, and 4R, and heterozygote genotype 3R/4R. These genotypes
were analyzed and distributed according to the patients' social, clinical, and behavioral
characteristics and the revised BDI interpretations.

Pearson's chi-square test determined whether intergroup differences between the 2R,
3R, 4R and 3R/4R variants' genotype frequency were significant (p-value < 0.05). SPSS
software (version 27.0) was used for the statistical analysis.
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Results and Discussion

Certain genetic factors might corroborate with specific pathologies and etiological
points, such as substances use and mental disorders [30]; [31]. For instance, the monoaminergic
neurotransmission system directly influences the responses that alcohol use promotes in the
body [32] by producing rewarding/reinforcers effects that increase extracellular dopamine [33].
So, alterations in these systems, genetic or epigenetic, combined with environmental factors
might raise the high risk of presenting these disorders [34].

The present study detected in older adults diagnosed with diabetes mellitus, arterial
hypertension, or both (Non-communicable Chronic Diseases - NCDs) the
following MAOA uVNTR polymorphism allelic variants: 2R, 3R, 4R, and the 3R/4R
heterozygous genotype (Table 1), with only 4R allele being a present high transcriptional
activity. The 3.5R, 5R, and 6R alleles were not found among the participants. The 3R allele was
most prevalent, followed by 4R in the sample population (Table 1). None of the detected
genotypes was significantly associated with diabetes mellitus or systemic arterial hypertension
(non-communicable chronic diseases - NCDs) diagnoses nor with the patients' biological sex
or sleep pattern (Table 2).

Table 1. The MAOA uVNTR polymorphism's genotypic frequency in older adults diagnosed
with diabetes mellitus, arterial hypertension, or both from the Federal District, Brazil.

Frequency  Percentage

2R (low activity) 03 7.50%
3R (low activity) 14 35.0%
Variants 4R (high activity) 11 27.50%
3R/4R (low activity/ high activity) 12 30.00%
Total 40 100.0%

Table 2. The MAOA uVNTR polymorphism's genotypes frequency distributed according to
clinical and behavioral characteristics in older adults diagnosed with diabetes mellitus, arterial
hypertension, or both from the Federal District, Brazil.

MAOA uVNTR polymorphism genotype

2R 3R 4R 3R/4R
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(low (low activity) (high (low activity/
activity) activity) high activity)
% of N % of N % of N % of N
in the in the in the in the P
N line N line N line N line
biological Female 3 143% 6 286% 4 19.0% 8 38.1% 0.148
sex Male 0 0.0% 8 42.1% 7 36.8% 4 21.1%
Yes 2 5.4% 14 37.8% 9 24.3% 12 32.4% 0.078
SAH
No 1 333% O 0.0% 2 66.7% 0 0.0%
Yes 3 8.1% 13 351% 10 27.0% 11 29.7% 0.960
DM
No 0 0.0% 1 333% 1 333% 1 33.3%
normal 2 8.3% 8 33.3% 8 33.3% 6 25.0% 0.718
Sleep e
difficulty 63% 6 375% 3 188% 6  37.5%
to sleep

SAH= Systemic Arterial Hypertension; DM = Diabetes Mellitus

Interestingly, only genotypes with the 3R allele had patients who marked yes for
smoking and alcoholism, and only with the 3R genotype, this was significant (Table 3),
implying that those with the 3R allele might be at risk factor for substance use disorder. In the
literature, individuals who present these low activity alleles have been related, in contrast, to
both emotional stability [35] and antisocial behavior that promotes delinquency [36].

In studies with the Turkish male population, the MAOA uVNTR polymorphism'’s low
activity variants (3R) were related to impulsive behavior in people with alcohol use disorder
[37]. Likewise, MAOA uVNTR low activity variants (2R, 3R) were associated with tobacco use
in male patients who also had episodes of physical abuse [38]. Similar to human studies,
Cervera-Juanes et al.[39] animal study evidenced that lower MAOA activity level influence
vulnerability and alcohol dependence.

Studies have associated tobacco use with a significant reduction of the MAO enzyme's
capacity and activity [40] and inhibition of its functionality [41]. Likewise, exacerbated
consumption of substances, such as tobacco and alcohol, has been associated with
the MAOA gene methylation in women [42].

Table 3. The MAOA uVNTR polymorphism's genotypes frequency distributed according to the
social characteristics (Alcoholism and Smoking) in older adults diagnosed with diabetes
mellitus, arterial hypertension, or both from the Federal District, Brazil.

Variants Smoking Alcoholism
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OR (IC- OR (IC-
Yes No p 9506) Yes No P 9506)
2R (low 0 3 0.606 NA 0 3 0723 NA
activity)
3R (low 13.89
activity) 5 9 0.014* (142 4 10 0.011* INFINITE
135.55)
4R (high 0 11 0123 NA 0 11 0259 NA
activity)
3R/4R (low 0.41
activity/ high 4 11 0405 (g4 O 12 02 NA
activity) 4' 02)

Table 4. The MAOA uVNTR polymorphism's genotypes frequency distributed according to the
revised Beck Depression Inventory (BDI) interpretations in older adults diagnosed with

diabetes mellitus, arterial hypertension, or both from the Federal District, Brazil.

MAOA uVNTR polymorphism genotype

2R 3R 4R 3R/4R
(low (low (high  (low activity/ P
activity) activity) activity)  high activity)
% of N in % of N in % of Nin 9% of N in the
the column the column the column column
Minimum - g 24 42.9% 36.4% 50.0% 0.790
range
Revised BDI ~\j|d 33.3% 28.6% 36.4% 16.7% 0.753
interpretations
Moderate 0.0% 21.4% 27.3% 25.0% 0.785
Severe 0.0% 7.1% 0.0% 8.3% 0.764

Although not statistically significant, only MAOA uVNTR polymorphism's 3R and
3R/4AR genotypes presented cases of severe depression according to the revised Beck
Depression Inventory (BDI) interpretations (Table 4). These results are similar to [43] study, in
which patients with the 3R allele and 3R/4R genotype tended to show severe depression
symptoms, directly linking this polymorphism to Major Depressive Disorder (MDD).

Our study limitation was the reduced number of patients. Therefore, we recommend that
future studies increase the number of patients, investigate the MAO protein's serological
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amount to verify its expression, and analyze the epigenetics of this gene. These additions might
help answer questions relevant to the etiology of mental and substance use disorders.

Conclusions

Similar to other scientific findings, our study corroborates that Brazilian older adults
diagnosed with diabetes mellitus, arterial hypertension, or both (Non-communicable Chronic
Diseases - NCDs) who had the MAOA uVNTR polymorphism's low activity allele (3R)
presented a higher risk for the development of dependence on alcohol and smoking. Hence, the
presence of this functional polymorphism impacts the lives of these older adults.
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that allows researchers to record their methods in a structured way, obtain a DOI to allow easy
citation of the protocol, collaborate with selected colleagues, share their protocol privately for
journal peer review, and choose to make it publicly available. Once publizshed, the protocol can
be updated and cited in other articles.

You can make your protocol public before publication of your article if you choose, which will
not harm the peer review process of your article and may allow you to get comments about
your methods to adapt or improve them before you submit your article (see also the
protocols.io FAQ page).

Results and discussion

This section may be divided into subsections or may be combined.

Main text (review only)

This section may be divided into subsections or may be combined.

Conclusions

This should clearly explain the main conclusions of the article, highlighting its importance and
relevance.
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Conflicts of interest (COIs, also known as ‘competing interests’) occur when issues outside
research could be reasonably perceived to affect the neutrality or objectivity of the work or its
assessment. For more information, see our publication ethics policy. Authors must declare all
potential interests — whether or not they actually had an influence — in the conflicts of interest
section, which should explain why the interest may be a conflict. If there are none, the authors
should state: “The author(s) declare(s) that there is no conflict of interest regarding the
publication of this article”. Submitting authors are responsible for coauthors declaring their
interests. Declared conflicts of interest will be considered by the editor and reviewers, and
included in the published article.

Authors must declare current or recent funding {including for article processing charges) and
other payments, goods or services that might influence the work. all funding, whethera
conflict or not, must be declared in the funding statement. The invelvement of anyone other
than the authors who: i) has an interest in the outcome of the work; i) is affiliated to an
organization with such an interest; or iii) was employed or paid by a funder, in the
commissioning, conception, planning, design, conduct, or analysis of the work, the preparation
or editing of the manuscript, or the decision to publish must be declared.

You may be asked to make certain changes to your manuscript as a result of your declaration.
These requests are not an accusation of impropriety. The editor or reviewer is helping you to
protect yvour work against potential criticisms.

If you are in any doubt about declaring a potential conflict, remember that if it is revealed later
- especially after publication — it could cause more problems than simply declaring it at the
time of submission. Undeclared conflicts of interest could lead to a corrigendum or, in the
most sericus cases, a retraction.

Funding statement

Authors must state how the research and publication of their article was funded, by naming
financially supporting body(s) (written out in full) followed by associated grant number(s) in
square brackets (if applicable), for example: “This work was supported by the Enginesring and
Physical Sciences Research Council [grant numbers oo yyyy]s the National Science
Foundation [grant number zzzz]; and a Leverhulme Trust Research Project Grant™.

If the research did not receive specific funding, but was performed as part of the employment
of the authors, please name this employer. If the funder was involved in the manuscript
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Authors may submit their references in any style. If accepted, these will be reformatted in
Chicago style by Hindawi. Authors are responsible for ensuring that the information in each
reference is complete and accurate. All references should be numbered consecutively in the
order of their first citation. Citations of references in the text should be identified using
numbers in square brackets e.g., “as discussed by Smith [2]"; “as discussed elsewhers [9,
107", All references should be cited within the text and uncited references will be removed.

Citation standards. &ll data, program code, and other methods should be appropriately cited.
Such materials should be recognized as original intellectual contributions and afforded
recognition through citation.

Date formatting

Hindawi recommends writing dates out fully to avoid confusion with different all-numeral date
styles. For example, 11/10/2018 could be 10 November 2018 or 11 October 2018 depending
on the reader, therefore, the date should be written out in full. For example, the date
September 1, 2018 should be used rather than 01/0%/2018 or 09/01/2018,

Units of measurement

Unitz of measurement should be presented simply and concisely using the International
System of Units (SI).

Preparation of figures

Upon submission of an article, authors should include all figures and tables in the PDF file of
the manuscript. Figures and tables should not be submitted in separate files. If the article is
accepted, authors will be asked to provide the source files of the figures. Each figure should be
supplied in a separate electronic file. All figures should be cited in the manuscript in a
consecutive order. Figures should be supplied in either vector art formats (Illustrator, EPS,
WHMF, FreeHand, CorelDraw, PowerPoint, Excel, etc.) or bitmap formats (Photoshop, TIFF, GIF,
JPEG, etc.). Bitmap images should be of 300 dpi resolution at least unless the resolution is
intentionally set to a lower level for scientific reasons. If a bitmap image has labels, the image
and labels should be embedded in separate layers.

Maps. Hindawi Limited remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps.
For reasons of consistency, authors are requested to use accepted standard maps as the basis
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Supplementary materials

Supplementary materials are the additional parts to a manuscript, such as audio files, video
clips, or datasets that might be of interest to readers. Authors can submit one file of
supplementary material along with their manuscript through the manuscript submission
system. If there is more than one file, they can be uploaded as a .ZIP file.

A section titled supplementary material should be included before the references list with a
concise description for each supplementary material file. Supplementary materials are not
modified by our production team. Authors are responsible for providing the final
supplementary material files that will be published along with the article.

Proofs

Corrected proofs must be returned to the publisher within two to three days of receipt. The
publisher will do everything possible to ensure prompt publication.

Copyright and permissions

Authors retain the copyright of their manuscripts, and all open access articles are distributed
under the terms of the Creative Commaons Attribution License, which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided that the original work is properly cited.

The use of general descriptive names, trade names, trademarks, and so forth in this
publication, even if not specifically identified, does not imply that these names are not
protected by the relevant laws and regulations. The submitting author is responsible for
securing any permissions needed for the reuse of copyrighted materials included in the
manuscript.

While the advice and information in this journal are believed to be trus and accurate on the
date of its going to press, neither the authors, the editors, nor the publisher can accept any
legal responsibility for any errors or omissions that may be made. The publisher makes no
warranty, express or implied, with respect to the material contained herein.

Reporting guidelines
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*+  S5TROBE for cbservaticnal studies

+  STREGA for genetic association studies
*  SROA for qualitative studies

+  STARD for diagnostic accuracy studies

+  ARRIVE for animal experiments

Ethical guidelines

In any studies on human or animal subjects, the following ethical guidelines must be
observed. For any experiments on humans, all work must be conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki (1964). Manuscripts describing experimental work that carries a risk of
harm to human subjects must include a statement that the experiment was conducted with
the human subjects’ understanding and consent, as well as a statement that the responsible
ethics committes has approved the experiments. In the case of any animal experiments, the
authors must provide a full description of any anesthetic or surgical procedure used, as well as
evidence that all possible steps were taken to avoid animal suffering at each stage of the
experiment.

Appeals

Authors may appeal if they fzel that the decision to reject was based on: i) a major
misunderstanding over a technical aspect of the manuscript; orii) a failure to understand the
scientific advance shown by the manuscript. Appeals requesting a second opinion without
sufficient justification will not be considered. To lodge an appeal, please contact the journal by
email, quoting your manuscript number. Appeals will only be considered from the original

submitting author.

@ Author guidelines
,c—'.?.l Editorial board

[: Databases and indexing
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