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“If you're looking for trouble

You came to the right place

If you're looking for trouble

Just look right in my face

| was born standing up

And talking back

My daddy was a green-eyed mountain jack
Because I'm evil, my middle name is misery

Well I'm evil, so don't you mess around with me”

Presley, E

“They tried to make me go to rehab

But I said "no, no, no"

Yes, I've been black, but when | come back
You'll know-know-know

I ain't got the time

And if my daddy thinks I'm fine

He's tried to make me go to rehab

But | won't go, go, go”

Winehouse, A
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Resumo

A dependéncia de cocaina ou crack (DCC) é atualmente um grande problema de saude
publica, estando associada a violéncia urbana e marginalizacdo social. A DCC é um transtorno
psiquidtrico altamente influenciado pela genética, com uma herdabilidade estimada em 70%.
Dessa forma, a identificacdo de fatores possivelmente envolvidos no curso desse transtorno é
uma demanda de saude publica emergente. Dentre os fatores bioldgicos, um grande nimero de
evidéncias sugere o estresse, a partir da acdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), como
um mecanismo bioldgico envolvido na DCC. Mudangas na liberacdo de cortisol geradas por
alteragbes do eixo HPA parecem ter um papel tanto na iniciagdo, quanto na manutengdo e
recaida ao uso de cocaina e crack. Além disso, o funcionamento do eixo HPA é individualmente
heterogéneo e influenciado pelo alto grau de variabilidade nos genes que codificam as proteinas
desse sistema. Dessa forma, a presente Tese de Doutorado teve como objetivo principal avaliar
os efeitos de variacdes em genes que codificam proteinas do eixo HPA, marcas moleculares do
estresse, eventos traumaticos sofridos na infancia e suas potenciais interagGes e correlagées na
dependéncia de crack. A partir de duas amostras, uma de mulheres (n = 288) e outra de homens
(n = 280) dependentes de crack, essa Tese pode mostrar que variantes nos genes que codificam
os receptores de mineralocorticoide (NR3C2), de glicocorticoide (NR3C1) e do hormodnio
liberador de corticotrofina (CRHR1) estdo envolvidas em diversos aspectos da DCC, incluindo
susceptibilidade, resposta ao tratamento de desintoxicagdo e gravidade dos sintomas de
depressdo. Variantes nesses genes também foram associadas com o histdrico de adversidades
sofridas na infancia, incluindo relatos de abuso e negligéncia. Além disso, os efeitos de variantes
genéticas do sistema de estresse nos niveis séricos do fator neurotroéfico derivado do cérebro
(BDNF) ndo foram detectados nos dependentes de crack, possivelmente devido a grande
influéncia da DCC nos niveis dessa neurotrofina. No caso de marcas moleculares, como o
encurtamento dos teléomeros, nossos dados também sugerem que a DCC torna indetectavel a
bem conhecida associacdo entre envelhecimento celular precoce e transtorno depressivo maior,
e isso pode estar relacionado ao grande tamanho de efeito que a DCC apresenta sobre essa marca
molecular do estresse. Assim, os dados da presente Tese de Doutorado corroboram a hipdtese
inicial de que a variabilidade genética do sistema de estresse esta associada a DCC. A partir de
esforgos gerados durante o desenvolvimento desse trabalho, uma nova perspectiva envolvendo
analises de varredura gendmica e epigendmica resultara, no futuro préximo, em uma maior

compreensao dos mecanismos bioldgicos envolvidos no desenvolvimento e curso clinico da DCC.
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Abstract

Cocaine or crack addiction is currently a major public health problem, associated with
urban violence, social marginalization, and early death. It is a psychiatric disorder highly
influenced by genetics, presenting a heritability estimated at 70%. Thus, the identification of
sociodemographic and biological factors possibly involved in the course of this disorder is an
emerging public health demand, mainly in Brazil, the # 1 consumer of crack. Among the possible
factors, a bulk of evidence suggests that stress, related to the action of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis, is a biological mechanism involved in cocaine or crack addiction.
Dysregulations in cortisol release generated by altered response of the HPA axis appear to play
an important role on several aspects of this addiction, including initiation, maintenance, and
relapse. Furthermore, the functioning of the HPA axis is individually heterogeneous and
influenced by the high degree of variability in the genes coding the proteins of that system.
Therefore, this Doctoral thesis aimed to evaluate the role of stress-related polymorphisms,
childhood adversities, molecular signatures of stress, and their potential interactions and
correlations on crack addiction. Using two clinical samples, one composed by crack addicted
women (n = 288) and another by crack addicted men (n = 280), this thesis suggested that variants
in genes coding the mineralocorticoid receptor (NR3C2), the glucocorticoid receptor (NR3C1) and
the corticotropin releasing hormone receptor 1 (CRHR1) are involved in many aspects of crack
addiction, including susceptibility, response to detoxification treatment, and severity of
depression symptoms. Variants in these genes were also associated with a history of childhood
adversities, including reports of abuse and neglect. Additionally, the effects of stress-related
genetic variants on brain-derived neurotrophic factor (BDNF) serum levels were not detected in
crack addicted patients, possibly due to the large influence of crack addiction on this
neurotrophin levels. Regarding molecular signatures of stress, such as accelerated shortening of
telomeres, our findings also suggest that crack addiction renders undetectable the well-known
association between accelerated cellular aging and major depressive disorder, and this may be
related to the large effect size that crack addition has on this molecular signature. Therefore,
data from the present Doctoral thesis corroborates the initial hypothesis that the genetic
variability in stress system-related genes is associated with crack addiction. The efforts employed
in the development of this work also led to a new perspective involving genome and epigenome
wide analyses, which will soon contribute to a better comprehension of the biological

underpinnings involved in the development and clinical course of cocaine or crack addiction.
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Introducao geral

1.1 Breve contextualizagao

“Eu gosto dos franceses porque eles tiram a coroa dos
reis antes de cortar a cabega deles. Assim a coroa ndo amassa
e vocé pode guardd-la num museu em Paris ou vendé-la para
uma pessoa com muito dinheiro, como nds.”

O trecho acima foi retirado do livro intitulado “Festa no
covil”, do escritor mexicano Juan Pablo Villalobos. Nesse
curto romance, um pequeno “principe”, chamado Tochtli,
conta sua prépria histéria. Esse garoto vive trancado em um
suposto palacio, cheio de quartos, sem saber toda a verdade
sobre o seu pai, um perigoso narcotraficante mexicano,
conhecido, segundo Tochtli, como Yolcaut, o rei.

Tochtli gosta de ler o diciondrio diariamente para
aprender palavras dificeis e, como ndo vai a escola, conta que
conhece, talvez, umas 13 ou 14 pessoas, mas que se fosse
contabilizar as pessoas mortas dentro do seu paldcio, esse
numero aumentaria um pouco, aproximando-se de 20.

O maior sonho de Tochtli consiste em completar seu
mini zoolégico com um hipopdtamo ando da Libéria, e esse
contexto todo em muito lembra o colombiano Pablo Escobar,
dono de “palacios” e de um mini zooldgico particular. Sem
sombra de duvidas, Pablo Escobar, da mesma forma que
Yolcaut, foi um rei do narcotréafico. E bem possivel que Pablo
tenha sido o traficante de cocaina mais temido do mundo.

Infelizmente, as civilizagdes pré-colombianas, que ha
mais de 4.000 anos ja tinham o habito de cultivar e ingerir
folhas do arbusto de coca (Biondich e Joslin 2015), ndo
puderam prever que esse presente “enviado pelo Deus Sol”
despertaria o interesse de traficantes de drogas, como Pablo

Escobar, e que causaria tantos problemas. Embora ja usada
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fora dos Andes na idade moderna, foi somente no comego do século passado, quando passou a
fazer parte da composicdo de tonicos e elixires usados no tratamento de diversas doencas, que
a cocaina se tornou uma droga de abuso (Biondich e Joslin 2015; Biondich e Joslin 2016).
Atualmente, ha uma relacdo clara entre o uso da cocaina, criminalidade e violéncia, e a
dependéncia dessa substdncia ja é reconhecida no mundo inteiro como um grande problema
social e de saude publica (UNODC 2015). No mercado de drogas, a cocaina pode ser encontrada
em duas apresentacdes principais: a cocaina em po e as pedras de crack. A primeira consiste em
um pod que pode ser aspirado ou injetado quando solubilizado em agua. Ja o crack, € uma versao
alcalina em formato de pequenas pedras, que pode ser fumado utilizando cachimbos e similares.
O crack apresenta um efeito muito mais rapido e devastador do que a cocaina aspirada, ja
gue a fumaca inalada pelos usuarios atinge rapidamente os pulmdes e, consequentemente, a
circulacdo sanguinea (Scheidweiler et al. 2003). Devido ao carater epidémico do uso do crack e
ao grande impacto econdmico gerado para a saude publica, o governo brasileiro criou o Plano
Integrado de Enfrentamento ao Crack e outras Drogas (decreto n2 7.426) que, desde 2010, vem
trabalhando na tentativa de criar agdes de prevengao, tratamento e reinsergdo social dos
dependentes, além de fortalecer as a¢des contra o narcotrafico em todo o territdrio nacional.
Dessa forma, a presente Tese de Doutorado se insere no contexto do entendimento da
epidemia de dependéncia de crack, pois visa aumentar a compreensdo sobre os fatores
etioldgicos, além de tentar buscar um entendimento maior sobre as varidaveis envolvidas na
gravidade da dependéncia e resposta ao tratamento de desintoxicacdo dos usuarios. Devido a
uma base neurobioldgica semelhante a da dependéncia de cocaina aspirada e ao fato de que a
maioria dos estudos relevantes conduzidos na area utilizou amostras de dependentes de cocaina
aspirada ou injetada, o escopo da literatura revisada nesse capitulo introdutério, bem como nos
artigos e na Discussdo geral da Tese, incluiu também a dependéncia de cocaina resultante a partir
dessas duas vias de administracdo. Deste modo, nos itens que seguem, a expressao
“dependéncia de cocaina e crack (DCC)” serd empregada, quando necessario. Além disso, como
o significado de algumas expressdes e de funcbes de areas cerebrais envolvidas na DCC podem
ndo ser de conhecimento comum, um numero sobrescrito ao lado de alguns desses termos e

expressées sinalizara sua descricdo em um glossario localizado no Capitulo 12 da presente Tese.

1.2 Epidemiologia da DCC

O ultimo World Drug Report do United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC 2016)

aponta que, apesar de um leve aumento de =10% no cultivo de folhas de coca, a prevaléncia
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anual de uso de cocaina no mundo se manteve estavel em 0,3-0,4% em 2014, totalizando
=18.300.000 de usuarios. Na América do Sul, a prevaléncia anual aumentou de 1,2% em 2012
para 1,5% em 2014 (UNODC 2016). E importante ressaltar que o relatério anterior (UNODC 2015)
ja havia salientado que essa alta observada na América do Sul pode ser explicada pelo aumento
da prevaléncia no Brasil, que foi estimada em 1,7% em 2013. Devido a sua extensdo geografica e

grande populagdo urbana, o Brasil tornou-se muito vulneravel ao trafico e consumo da droga.
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Figura 1 — Perfil sociodemogrdfico dos usudrios de crack no Brasil de acordo com a ultima pesquisa
nacional sobre o uso de crack (Bastos e Bertoni 2014). EF = ensino fundamental; EM = ensino médio.

Os dados do World Drug Report 2015/2016 corroboram as estimativas elevadas obtidas no
Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (Il LENAD 2012). De acordo com o LENAD de 2012,

a prevaléncia de uso de cocaina em algum momento da vida é de 3,9% na populacdo geral
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brasileira, enquanto que a prevaléncia de transtorno por uso de cocaina na populacao geral é de
0,6%. Entre os adolescentes, a prevaléncia de uso de cocaina em algum momento da vida foi
estimada em 3,6%. No caso do crack, a prevaléncia de uso em algum momento da vida foi
estimada em 1,5%. Entre os adolescentes, 0,8% ja usaram pelo menos uma vez na vida crack e
outras formas de cocaina fumada, como a merla e o oxi (Abdalla et al. 2014; INPAD 2014).

E importante salientar, que os dependentes de crack, tanto no Brasil quanto em outros
paises, vivem em uma situacao de marginalizacdo social, apresentando prevaléncias elevadas de
doencas infecciosas, como HIV, hepatite C e tuberculose, envolvimento em crimes, além de altos
niveis de mortalidade (Fischer et al. 2015). No Brasil, estima-se que =35% dos usuarios de crack
ndo possuem moradia fixa, vivendo nas ruas (UNODC 2016). A Figura 1 apresenta uma breve
caracterizacdo sociodemografica dos usuarios de crack, de acordo com a ultima pesquisa
brasileira sobre o uso dessa droga, que destacou, por exemplo, a alta prevaléncia de usuarios
negros e pardos, além do baixo nivel socioeconémico dessa populacdo (Bastos e Bertoni 2014).

A partir do ultimo Global Burden of Diseases (GBD-2015), que avalia a prevaléncia de
transtorno por uso de substancias e ndo o nimero de usudrios, foi estimado que =3.850.000 de
pessoas ao redor do mundo foram afetadas pelo transtorno por uso de cocaina em 2015 (GBD-
2015 2016a), resultando em um milhdo de Anos de Vida Perdidos Ajustados por Incapacidade
(GBD-2015 2016b). Além disso, o GBD estimou que 11.100 mortes foram atribuidas diretamente
a esse transtorno (GBD-2015 2016c), um numero que pode estar muito subestimado,
possivelmente, devido a problemas de notificacdo, ou notificagGes de mortes por outras causas

associadas a DCC, como, por exemplo, doencas infecciosas e mortes relacionadas a violéncia.

1.3 Caracterizagao fenotipica da DCC

1.3.1 Mecanismo de acao da cocaina

A administracdo de cocaina aumenta a atividade do sistema nervoso central, produzindo
potentes efeitos relacionados a recompensa, como euforia e hiperatividade. A cocaina atua no
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico® via modulacdo do transportador de dopamina
(DAT), que é responsavel pela recaptacdo de dopamina da fenda sinaptica (Shorter et al. 2015).
Embora os efeitos da cocaina como um modulador alostérico negativo? do DAT sejam mais bem
caracterizados e discutidos, ha tempo ja foi demonstrado que ela exerce um efeito mais geral ao
modificar os niveis de monoaminas, sendo capaz de bloquear também os transportadores de

norepinefrina (NET) e de serotonina (SERT) (Richelson e Pfenning 1984).
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Outros neurotransmissores também podem estar envolvidos no mecanismo de agao da
cocaina. A literatura aponta, por exemplo, para um papel relevante do glutamato na mediacdo
dos efeitos de recompensa induzidos pelos psicoestimulantes (D’Souza 2015). Por outro lado, o
acido gama-aminobutirico (GABA), neurotransmissor que pode inibir a transmissdo
glutamatérgica, diminui esses efeitos de recompensa (Siniscalchi et al. 2015). Esses achados vém
permitindo que fdrmacos que modulam esses sistemas também sejam explorados como op¢ao
terapéutica para o tratamento da DCC (ver item “1.3.4 Tratamento da DCC").

Embora a cocaina interfira em diferentes sistemas de neurotransmissdo, o potencial para
dependéncia esta fortemente relacionado a transmissdo dopaminérgica (Korpi et al. 2015). Por
exemplo, em um experimento com ratos knock-in expressando uma variante funcional que
tornou o DAT insensivel a cocaina, a administracdo dessa droga ndo aumentou a atividade
locomotora3 e o efluxo de dopamina no nicleo accumbens* desses animais, e ndo induziu efeitos
de recompensa medidos em experimentos de preferéncia condicionada por lugar® (Chen et al.

2006). Esses dados ressaltaram o papel preponderante da dopamina (e DAT) na a¢do da cocaina.
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Figura 2 — Efeito farmacoldgico da cocaina proposto atualmente. No lado esquerdo do esquema
estd representada a agdo normal do transportador de dopamina (DAT), que consiste na recaptagdo de
dopamina (DA) da fenda sindptica. A literatura propbe que quando a cocaina se liga no DAT, além do
bloqueio do receptor, mudang¢as conformacionais sdo induzidas, fazendo com que esse transportador
libere dopamina na fenda sindptica (agonista inverso). A versdo original da figura, bem como uma extensa
revisdo sobre os mecanismos farmacoldgicos da cocaina, pode ser encontrada em Heal et al. (2014).
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E importante mencionar que o efeito de bloqueio exercido pela cocaina sobre o DAT, e
também sobre o NET e SERT, é considerado bioquimicamente fraco para explicar a magnitude de
efeitos da droga (Hyttel 1982; Richelson e Pfenning 1984; Heal et al. 2014). Isso sugere que as
propriedades farmacolodgicas da cocaina envolvem mecanismos moleculares adicionais para
suportar a sua gama de efeitos patofisiolégicos. De fato, achados bioquimicos e moleculares vém
apoiando uma hipdtese de que a cocaina é, na verdade, um agonista inverso do DAT e,

potencialmente, dos outros transportadores de monoaminas (Figura 2) (Heal et al. 2014).

1.3.2 Diagnostico

Apesar de algumas mudancas, os critérios do Manual Diagndstico e Estatistico dos
Transtornos Mentais 52 edi¢cdo - DSM-5 (APA 2013) para o diagndstico de transtornos por uso de
substancias mantiveram-se similares aos critérios para o diagndstico de abuso ou dependéncia
de substancias do DSM-IV (APA 1994). Entretanto, esses critérios foram combinados em uma
lista Unica. De acordo com o DSM-5, a principal caracteristica de um transtorno por uso de
substancia envolve a presenca de sintomas cognitivos, comportamentais e fisiolégicos que
indiguem o uso continuo de uma substancia pelo individuo, apesar do prejuizo causado por ela.

Como as anfetaminas e substancias do tipo anfetamina apresentam efeitos parecidos com
os da cocaina, os critérios diagndsticos para transtorno por uso de estimulantes sdo apresentados
no DSM-5 como um Unico transtorno, no qual se pode especificar o estimulante que esta sendo
usado. Os sintomas foram distribuidos em quatro grupos: baixo controle (quatro critérios),
deterioracdo social (trés critérios), uso arriscado da substancia (dois critérios) e critérios
farmacoldgicos (dois critérios), formando o Critério A de diagndstico. De um modo geral, o
Critério A busca caracterizar um padrdo de uso de cocaina que leva a um comprometimento ou
sofrimento clinicamente significativo para o paciente, manifestado por pelo menos dois critérios,
ocorrendo durante um periodo de no minimo 12 meses. O DSM-5 ainda classifica as
dependéncias quimicas em: leve (presenga de dois ou trés sintomas), moderada (quatro ou cinco

sintomas) ou grave (seis ou mais sintomas). No caso da DCC, esses sintomas sdo:

- BAIXO CONTROLE:
1. Acocaina é frequentemente consumida em maiores quantidades ou por um
periodo mais longo do que o pretendido;
2. Existe um desejo persistente ou esforcos malsucedidos no sentido de reduzir

ou controlar o uso de cocaina;
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3. Muito tempo é gasto em atividades necessarias para a obteng¢ao da cocaina,
em utilizacdo, ou na recuperacgao de seus efeitos;

4. Fissura ou um forte desejo ou necessidade de usar a cocaina.

DETERIORACAO SOCIAL:

5. Uso recorrente de cocaina resultando em fracasso em cumprir obrigacdes
importantes no trabalho, na escola ou em casa;

6. Uso continuado de cocaina apesar de problemas sociais ou interpessoais
persistentes ou recorrentes causados ou exacerbados pelos efeitos da
cocaina;

7. Importantes atividades sociais, profissionais ou recreacionais sdo

abandonadas ou reduzidas em virtude do uso de cocaina.

USO ARRISCADO DA SUBSTANCIA:
8. Uso recorrente de cocaina em situagdes nas quais isso representa perigo
para a integridade fisica;
9. Ousode cocaina é mantido apesar da consciéncia de ter um problema fisico
ou psicoldgico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou

exacerbado pela cocaina.

CRITERIOS FARMACOLOGICOS:
10. Tolerancia, definida por qualquer um dos seguintes aspectos:
a. Necessidade de quantidades progressivamente maiores de cocaina
para atingir a intoxicagdo ou o efeito desejado;
b. Efeito acentuadamente menor com o uso continuado da mesma
quantidade de cocaina.
11. Abstinéncia, manifestada por qualquer dos seguintes aspectos:
a. Sindrome de abstinéncia caracteristica do uso de cocaina;
b. A cocaina (ou uma substancia estreitamente relacionada) é

consumida para aliviar ou evitar os sintomas de abstinéncia.
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1.3.3 Comorbidades psiquiatricas

Dependentes de cocaina e crack apresentam concomitantemente outros transtornos
mentais (APA 2013), entretanto, as estimativas de prevaléncia de comorbidades psiquiatricas,
embora sempre altas (>50%), variam muito entre as diferentes amostras estudadas (Vergara-
Moragues et al. 2012; Daigre et al. 2013; Gonzalez-Saiz et al. 2014; Milby et al. 2015; Saunders
et al. 2015; Martinez-Gras et al. 2016). Mesmo a coocorréncia de outros transtornos por uso de
substancias pode variar bastante, sendo que algumas populagdes usam heroina com mais
frequéncia, por exemplo, enquanto que em outras, o uso de alcool e de maconha é mais
frequente (Kessler et al. 2012; Vergara-Moragues et al. 2013; Saunders et al. 2015).

Transtornos internalizantes e externalizantes sao bem prevalentes, com destaque para os
transtornos de humor, transtornos de ansiedade, transtorno de conduta, transtorno de oposicao
desafiante, transtorno de personalidade antissocial e transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (Vergara-Moragues et al. 2012; Saunders et al. 2015; Martinez-Gras et al. 2016;
Pianca et al. 2016). Por exemplo, em um estudo envolvendo adolescentes dependentes de crack,
81% apresentaram o diagndstico de transtorno de conduta (Pianca et al. 2016). E importante
ressaltar que os transtornos externalizantes sdao considerados fortes preditores do
desenvolvimento de dependéncia de drogas ilicitas, incluindo a DCC (Lee et al. 2011; Erskine et
al. 2016; Ottosen et al. 2016; Vogel et al. 2016). Além disso, a caracterizacdo das comorbidades
é extremamente relevante, ja que a presenca delas também esta associada com piores respostas

ao tratamento da dependéncia (Vergara-Moragues et al. 2013; Gonzalez-Saiz et al. 2014).

1.3.4 Tratamento da DCC

1.3.4.1 Tratamento farmacoldgico

Dados da literatura mostram que o investimento no tratamento e acompanhamento de
pacientes com transtorno por uso de substancias, incluindo dependentes de cocaina aspirada e
de crack, é vantajoso para a sociedade, ja que gera uma economia de gastos publicos utilizados
para combater a violéncia e criminalidade (Flynn et al. 1999; Ettner et al. 2006). Entretanto, até
o momento, as opc¢bes de tratamento farmacoldgico sdo limitadas, ndo havendo um
medicamento especifico para o tratamento da DCC aprovado pelo Food and Drug Administration.

Ensaios clinicos de fase Il e Il ja foram, ou estdo sendo conduzidos, para uma gama de
agentes farmacolégicos que interferem na neurotransmissdo. Os farmacos que vém sendo

testados tém como finalidade reduzir a fissura pela cocaina, atenuar os efeitos subjetivos e de
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recompensa e/ou aliviar os sintomas de parada (Shorter et al. 2015). Nesse contexto, entram os
agonistas dopaminérgicos, como a levodopa, amantadina e bromocriptina, que tém sido
avaliados em alguns estudos. Entretanto, uma metandlise ndao demonstrou efeito significativo
desses farmacos, mesmo em combinac¢do com intervencdes psicossociais (Minozzi et al. 2015a).
Outros psicoestimulantes, incluindo a bupropiona, dexanfetamina, lisdexanfetamina,
metanfetamina, metilfenidato, modafinil, mazindol e selegilina, também tém sido testados na
DCC, com algum potencial terapéutico apoiado por uma metanalise (Castells et al. 2016). Esses
farmacos aumentaram significativamente o tempo de abstinéncia, mas ndao reduziram a
frequéncia de uso naqueles pacientes que continuaram a usar droga. Além disso, a proporgdo de
pacientes alcangando abstinéncia sustentada parece ser maior para a bupropiona e
dexanfetamina. Além da bupropiona e selegilina, outros farmacos antidepressivos, incluindo a
desipramina, fluoxetina, nefazodona, ritanserina, buspirona, gepirona, paroxetina, citalopram,
venlafaxina, sertralina e imipramina, ja foram avaliados no tratamento da DCC. De qualquer
forma, as evidéncias de uma metandlise ndo apoiaram o uso desses farmacos no tratamento
desse transtorno, além do fato de que a diminuigao dos sintomas de depressao nos dependentes
ndo foi associada com uma melhora nos indicadores diretos da dependéncia (Pani et al. 2011).
Os antipsicoticos risperidona, olanzapina, quetiapina, aripiprazol, haloperidol e reserpina
também vém sendo avaliados. De qualquer forma, trés metanalises mostraram que as evidéncias
disponiveis até o momento n3o justificam o uso desses agentes no tratamento da DCC (Alvarez
et al. 2013; Kishi et al. 2013; Indave et al. 2016). A Unica diferenca observada para o uso de
qualquer antipsicdtico, foi uma reducao significativa no nimero de pacientes que abandonaram
o tratamento quando comparado com o grupo placebo (Alvarez et al. 2013; Indave et al. 2016).
Agentes que diminuem a atividade noradrenérgica central, como a doxazosina, dissulfiram
e 0 nepicastat, além de agonistas GABAérgicos, incluindo o topiramato e os andlogos da
vigabatrina, também fazem parte da lista de potenciais medicamentos a serem utilizados no
tratamento da DCC (Shorter et al. 2015). Uma metandlise ndo descartou o uso clinico do
dissulfiram no tratamento desse transtorno, embora a evidéncia tenha sido considerada fraca a
partir da andlise dos estudos publicados até o ano de 2009 (Pani et al. 2010). Ensaios clinicos
subsequentes obtiveram resultados mistos (Oliveto et al. 2011; Haile et al. 2012; Carroll et al.
2016) e demonstraram diferencas de acordo com o sexo (DeVito et al. 2014) e alelos do gene da
dopamina B-hidroxilase (Kosten et al. 2013b; Schottenfeld et al. 2014). No caso do topiramato,
uma metanalise ndo demonstrou efeito na retengao ao tratamento, mas apontou um efeito

significativo quando o desfecho analisado foi abstinéncia sustentada (Singh et al. 2016). De
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qualquer forma, outras duas metanalises ndao apoiaram a eficacia do topiramato e outros
anticonvulsivantes, como a carbamazepina, gabapentina, lamotrigina, fenitoina, tiagabina e
vigabatrina, no tratamento de dependentes de cocaina (Alvarez et al. 2010; Minozzi et al. 2015b).

Com o objetivo de criar anticorpos contra a cocaina e bloquear os seus efeitos, uma vacina
foi desenvolvida (Orson et al. 2014). Ensaios clinicos sugerem que a vacina anti-cocaina é eficaz
em pacientes que recebem um cronograma de vacinagdo mais intenso e/ou atingem uma
concentracdo maior de anticorpo (Martell et al. 2005; Martell et al. 2009; Haney et al. 2010).
Entretanto, em um estudo maior, somente tendéncias em direcdo a melhores resultados para a
vacina em relacdo ao placebo foram observadas (Kosten et al. 2014). Além disso, fatores
genéticos parecem influenciar na resposta imunoldgica gerada pela vacina (Kosten et al. 20133;
Nielsen et al. 2013). Assim, estudos adicionais sdo necessarios para caracterizar os pacientes mais

propensos a responder a vacina e, também, aos farmacos descritos anteriormente.

1.3.4.2 Tratamento ndo farmacoldgico

Em combinacdo ou ndo com a terapia farmacoldgica, varios estudos clinicos na DCC tém
avaliado o efeito de intervengGes psicossociais, como, por exemplo, a terapia cognitiva e
comportamental®, aconselhamento sobre drogas e psicoterapia interpessoal’ (ex.: Festinger et
al. 2014; Petitjean et al. 2014; Carroll et al. 2016; McCollister et al. 2016; Shepard et al. 2016).
Algumas metanalises sugerem efeitos favordveis no tratamento da DCC para o manejo de
contingéncias®, uma abordagem da terapia cognitiva e comportamental (Prendergast et al. 2006;
Schumacher et al. 2007; Knapp et al. 2007; Dutra et al. 2008). Apesar de achados mais recentes
também apoiarem a eficacia do manejo de contingéncias na DCC (Miguel et al. 2016), a Unica

metanalise atualizada foi retirada do Cochrane Database (Knapp et al. 2015).

1.4 Diferencgas entre a dependéncia de cocaina em po e a dependéncia de crack

Como ja mencionado, a fumaga exalada pela queima das pedras de crack é absorvida pelos
pulmdes e rapidamente enviada ao cérebro, resultando em um efeito mais intenso para o crack
do que para a cocaina aspirada (Scheidweiler et al. 2003). Dessa forma, é possivel que existam
diferencas importantes entre os usuarios das diferentes vias de administracdo. Embora o DSM-5
reconheca que as apresentacoes da cocaina tenham diferencas de poténcia e efeitos, nenhuma
distingdo de critérios diagndsticos é feita na tentativa de separar o transtorno por uso de cocaina

aspirada ou injetada do transtorno por uso de crack, ja que a substdncia ativa € a mesma.
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Nos Estados Unidos, diferengas entre a cocaina em po e o crack foram muito discutidas na
década de 80, mas a questdo esteve mais centrada no ambito legal. Nessa época, a legislacdo
norte-americana concluiu que o crack era mais perigoso que a cocaina em po, pois “parecia”
estar mais associado com criminalidade e violéncia, e estabeleceu uma razdo de 100:1 como
limiar para aplicacdo de uma pena minima obrigatdria de cinco anos de prisdo para quem fosse
apreendido portando crack. A partir desse critério, um norte-americano poderia ser preso se
possuisse mais do que 5 gramas de crack, enquanto que para cocaina em p9d, essa quantidade
teria que ser superior a 500 gramas. Essa medida foi chamada pelo Congresso dos Estados Unidos
de Anti-Drug Abuse Act of 1986 (United States Government Publishing Office 1986).

Dez anos depois do Anti-Drug Abuse Act, uma revisao sistematica reuniu a literatura
disponivel da época e discutiu as similaridades e diferencas entre a cocaina em pé e o crack, bem
como as implicacdes disso na legislacdo vigente dos Estados Unidos e politicas de tratamento dos
dependentes (Hatsukami e Fischman 1996). Nesse estudo, os autores concluiram que os efeitos
fisioldgicos e psicoativos da cocaina sdo semelhantes independentemente da forma e via de
administragdo. Contudo, os autores apontaram evidéncias que demonstram maior risco para
abuso e dependéncia e consequéncias mais graves quando a cocaina é fumada ou administrada
por via intravenosa em compara¢do com a via intranasal. Como o uso de cocaina aspirada
geralmente é uma porta de entrada para o uso de crack, os autores concluiram o artigo dizendo
que a razao de 100:1 usada para estabelecer uma penalidade legal era excessiva. Em 2010, o Fair
Sentencing Act reduziu essa razao para 18:1, além de eliminar a pena minima obrigatdria para a
simples posse de crack (United States Government Publishing Office 2010).

Estudos conduzidos dentro e fora dos Estados Unidos depois dos atos de 1986 e 2010
continuaram a mostrar que usuarios de crack apresentam algumas diferencas sociodemograficas
e clinicas quando comparados com usuarios de cocaina aspirada. Por exemplo, o percentual de
negros é maior entre usuarios de crack do que entre usudrios de cocaina em p6 (Guindalini et al.
2006a; Vaughn et al. 2010; Martin et al. 2014). Como o uso de crack é mais prevalente em
comunidades carentes, e existe uma relacdo histérica entre vulnerabilidade social, violéncia e
determinados grupos étnicos, a etnia precisa ser considerada como uma varidvel confundidora
nas analises que comparam usuarios de crack e de cocaina em pd (Palamar et al. 2015).

Além disso, quando comparados com usuadrios de cocaina em po, usuarios de crack
apresentam menor grau de escolaridade, menor probabilidade de engajamento em um emprego
fixo ou de turno integral e maior probabilidade de se envolverem em atividades ilegais e violentas

(Gossop et al. 2006; Guindalini et al. 2006b; Vaughn et al. 2010; Pope et al. 2011; Kessler et al.
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2012; Martin et al. 2014; Stewart et al. 2014; Palamar et al. 2015). E importante ressaltar que o
maior indice de violéncia atribuido ao crack, qguando comparado com a cocaina em p9, deixa de
ser significativo ao ser ajustado pelo perfil sociodemografico e psiquidtrico, sugerindo que outras
varidveis que aumentam a probabilidade de usar crack em vez de cocaina em pd, e ndo o préprio
crack, sdo responsaveis pelo maior indice de violéncia observado (Vaughn et al. 2010).

A literatura também vem apontando algumas diferengas clinicas entre dependentes de
cocaina em po e dependentes de crack. Por exemplo, a maioria das consequéncias relacionadas
ao uso de cocaina, como tolerancia, problemas emocionais, inabilidade para interromper o uso,
reducdo de atividades importantes, uso por mais tempo do que o pretendido, uso de outras
drogas ilicitas e problemas fisicos, parecem ser significativamente influenciadas pela via de
administracdo, sendo mais frequentes ou apresentando maior gravidade entre os usuarios de
crack (Chen e Anthony 2004; Gossop et al. 2006; Martin et al. 2014; Stewart et al. 2014).

Conjuntamente, esses dados sugerem que o uso de crack esta associado com baixo nivel
socioeconémico quando comparado com o uso de cocaina em pd. Além disso, a progressao do
uso de cocaina inalada para o uso de crack parece caracterizar um quadro bem mais grave, com
grande potencial para dependéncia. O uso concomitante de cocaina em pd e crack também estd
associado com maior gravidade relacionada ao uso de outras drogas ilicitas e criminalidade
guando comparado com o uso ndo intercambidvel dessas substancias (Guindalini et al. 2006b).
De qualquer forma, a possibilidade de que individuos propensos a usarem crack ja tenham um

risco maior para se tornarem dependentes ndo pode ser descartada (Chen e Anthony 2004).

1.5 Fatores ambientais e bioldgicos

1.5.1 Trauma precoce e cuidado parental na DCC

Como a etiologia da DCC, e de qualquer dependéncia quimica, é multifatorial, varidveis do
ambiente sdo potenciais preditores desse transtorno. Dentre os fatores ambientais ja associados
com uso de drogas em geral, encontram-se o trauma precoce e o malcuidado parental (Edalati e
Krank 2016). Sabe-se que eventos traumaticos sofridos na infancia podem interferir no
desenvolvimento normal de &reas cerebrais criticas como, por exemplo, amigdala®, hipocampo®
e cortex pré-frontall®, e que isso estd associado com surgimento de transtornos mentais,
incluindo transtornos por uso de substancias (Puetz e McCrory 2015; Teicher e Samson 2016).

Varios trabalhos tém avaliado o impacto do trauma precoce no desenvolvimento de

transtornos por uso de substancias na vida adulta, incluindo alguns estudos longitudinais. Por
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exemplo, apds sete anos de seguimento de uma grande amostra populacional (<6 mil individuos),
o abuso fisico sofrido na infancia foi associado com o uso de drogas ilicitas 30 dias antes e durante
0 ano que antecedeu a reavaliagdao, além de aumentar significativamente os problemas
relacionados ao uso de drogas ilicitas no inicio da vida adulta (Huang et al. 2011b). Nessa mesma
populacdo, em um estudo com um tempo de seguimento de 13 anos (=20 mil individuos), o
abuso e a negligéncia fisica foram associados a aumentos mais rapidos de episddios de consumo
pesado de alcool durante a adolescéncia e inicio da vida adulta (Shin et al. 2013). Em outro
estudo, que acompanhou pré-adolescentes por trés anos, as adversidades que refletiam mal-
estar dos participantes, problemas conjugais dos pais e estressores socioculturais também foram
relacionados com o inicio mais precoce do consumo de alcool (Ramos-Olazagasti et al. 2016). Em
um estudo que acompanhou criancas até a vida adulta, o abuso na pré-escola e o abuso sexual
sofrido até os 18 anos foram associados negativamente com lagos parentais que, por sua vez,
foram associados com o uso de maconha na vida adulta (Mason et al. 2017).

E importante ressaltar que o trauma precoce também influencia no curso dos transtornos
por uso de substancias. Por exemplo, maus-tratos sofridos na infancia foram associados com
persisténcia a dependéncia de alcool e de nicotina depois de trés anos de seguimento, sendo que
um efeito mais robusto foi observado para o abuso sexual (Elliott et al. 2014). Em outro estudo
longitudinal, adversidades emocionais e fisicas sofridas na infancia foram associadas com
maiores probabilidades de fumar e de persistir no habito (Taha et al. 2014).

No caso da cocaina, especificamente, um estudo envolvendo uma amostra populacional
de adolescentes (=10 mil individuos) com idade entre 13 e 18 anos, demonstrou que violéncias
interpessoais sofridas antes dos 11 anos aumentaram o risco de uso de drogas, sendo que esse
risco foi maior para o uso de cocaina (Carliner et al. 2016). Ainda, o trauma precoce parece
modular caracteristicas de importancia clinica nos dependentes dessa droga. Por exemplo, em
um estudo que avaliou perfis de personalidade, os pacientes do grupo formado por dependentes
de cocaina com histéria de trauma precoce foram mais neuréticos e menos abertos, agradaveis
e conscienciosos do que os individuos controle sem trauma (Brents et al. 2015). Além disso,
adversidades sofridas na infancia parecem modular a percepg¢ao que os dependentes de cocaina
tém em relacdo ao ambiente que eles vivem, contribuindo para um aumento da irritabilidade
relacionada a eventos de vida que ocorrem no dia a dia (Back et al. 2008).

Em relacdo ao tratamento de desintoxicacdo e abstinéncia, a literatura também aponta
efeitos importantes do trauma precoce na DCC. Mulheres dependentes de crack com histéria de

maus-tratos apresentaram consistentemente uma resposta inflamatéria alterada durante a
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abstinéncia precoce quando comparadas a mulheres com histéria negativa de maus-tratos
(Levandowski et al. 2013; Levandowski et al. 2014; Levandowski et al. 2016b). Nessa mesma
amostra, a presencga de historia de negligéncia na infancia foi associada a uma redugao menos
acentuada nos sintomas de abstinéncia (Francke et al. 2013) e com prejuizos na memdria e
funcbes executivas (Viola et al. 2013; Tractenberg et al. 2015) durante o tratamento de
desintoxicacdo. Além disso, em um estudo que acompanhou dependentes de cocaina por 90 dias
apos a alta, o trauma precoce foi associado com uma maior probabilidade de recaida e
intensificacdo do uso de cocaina em mulheres (Hyman et al. 2008). Conjuntamente, esses dados

corroboram a relevancia do trauma precoce no entendimento da etiologia e curso da DCC.

1.5.2 Desregulagao do sistema de estresse e DCC

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), considerado o principal sistema de resposta ao
estresse, exerce papeis fundamentais no desenvolvimento, progressdo e manutencdo dos
transtornos por uso de substancias (Sinha 2001; Sinha 2008; Sinha 2013). Mais especificamente,
sabe-se que a desregulagao do eixo HPA ocorre nas dependéncias de alcool, nicotina, opioides e
também de cocaina (Sinha et al. 2006; Sinha 2008; Brady et al. 2009; Richards et al. 2011; Evans
et al. 2012; Sinha 2013). Além disso, as altera¢Ges funcionais e estruturais no cérebro provocadas
pelo trauma precoce mencionadas no item anterior sdo moduladas por hormoénios do eixo HPA
(Edalati e Krank 2016), os quais apresentam papeis importantes em processos cerebrais,
incluindo excitabilidade, sinalizacdo e plasticidade neuronal (McEwen et al. 2015; Sapolsky 2015).

Estudos com o objetivo de explorar as relagdes entre os efeitos da cocaina e componentes
do eixo HPA ja foram conduzidos em ratos, macacos e em humanos (Manetti et al. 2014). De um
modo geral, os trabalhos com modelos animais mostram consistentemente que a administracao
aguda de cocaina estimula a atividade desse eixo, aumentando a liberagdao do hormodnio
adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona (Moldow e Fischman 1987; Rivier e Vale 1987;
Borowsky e Kuhn 1991; Levy et al. 1991; Sarnyai et al. 1993; Rivier e Lee 1994; Zhou et al. 2002).
Contudo, a exposicdo crénica pode estar associada ao desenvolvimento de uma resposta
atenuada do eixo HPA (Zhou et al. 1996; Mantsch et al. 2000), embora elevacdes nos niveis de
ACTH e corticosterona ocorram durante a retirada aguda da cocaina (Zhou et al. 2003).

Adicionalmente, estudos recentes vém reforgando o fato de que componentes do eixo HPA
estdo envolvidos em comportamentos induzidos pela cocaina, como procura pela droga e
preferéncia condicionada por lugar (Graf et al. 2013; Manvich et al. 2016; McReynolds et al.

2016a; McReynolds et al. 2016b; Cason et al. 2016). Importantemente, ja foi demonstrado que a
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ablagao do receptor de glicocorticoide, proteina chave envolvida na agdo da corticosterona e
cortisol, diminui a autoadministracdo de cocaina e a ativacdo de neurdnios dopaminérgicos
(Ambroggi et al. 2009). Esses achados em modelos animais, de forma conjunta, sugerem que a
ativacao do eixo HPA induzida pela cocaina estd envolvida na manutengdo do uso da droga.
Varios estudos ja avaliaram o efeito da cocaina na atividade do eixo HPA em humanos
(Manetti et al. 2014). Por exemplo, dependentes de cocaina (n = 9) apresentaram niveis mais
elevados de ACTH e cortisol quando comparados a controles (n = 9) (Vescovi et al. 1992). A
administragdo intravenosa de cocaina aumentou os niveis de ACTH, resultado que ndo foi
observado apds a administracdo de placebo em 18 homens dependentes (Mendelson et al.
1992). Além disso, a administragdo de cocaina modificou o perfil pulsatil de secre¢dao de ACTH
em um experimento conduzido também em homens dependentes (n = 18) (Teoh et al. 1994).
Em um estudo independente (n = 8), a administragao intravenosa de cocaina aumentou de
forma significativa os niveis de cortisol, efeito ndo observado apds a administracdo de placebo
(Baumann et al. 1995). Esses aumentos na concentracdo de ACTH ja foram correlacionados com
aumentos nos niveis de cocaina plasmatica em usuarios ocasionais (n = 12), sendo que os tempos
necessarios para alcangar a concentracdo maxima de cocaina e de ACTH no plasma foram
praticamente idénticos. Ainda nesse experimento, os niveis de cortisol também aumentaram
significativamente apds a administracao intravenosa de cocaina, resultado que n3do foi observado
apo6s a administracdo de placebo (Sholar et al. 1998). Chama a atencdo o fato de que, em outro
estudo, os niveis de ACTH foram significativamente mais elevados em usuarios ocasionais (n = 6)
de cocaina quando comparados aos niveis de dependentes (n = 6), o que sugere um mecanismo
de adaptacdo ou tolerancia aos efeitos dessa droga sobre o eixo HPA (Mendelson et al. 1998).
Adicionalmente, os aumentos observaveis nos niveis de ACTH e cortisol apds a injecdo de
cocaina ja foram positivamente correlacionados com sintomas totais de depressao em um estudo
envolvendo homens e mulheres (n = 12) (ElIman et al. 1999). Em outro experimento (n = 6), foi
demonstrada uma concordancia temporal entre a liberacdo de ACTH, adrenalina e sintomas
subjetivos de euforia apds a administracdo intravenosa de cocaina (Mendelson et al. 2002).
Além disso, as modificacdes na atividade do eixo HPA induzidas pela cocaina parecem ter
implicacOes clinicas relevantes. Por exemplo, a administracdo de cortisol em dependentes (n =
12) foi associada com um aumento na fissura por cocaina (Elman et al. 2003). Em um estudo
piloto com 10 dependentes, a exposicao a imagens estressantes aumentou a fissura pela droga
e os niveis de cortisol na saliva (Sinha et al. 1999). Esses achados foram replicados em outro

experimento (n = 20), que adicionou imagens relacionadas ao uso de cocaina (drug cues script)
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(Sinha et al. 2000). Em um estudo subsequente, envolvendo 54 dependentes, a exposicdo a
imagens estressantes ou imagens que lembravam o uso de cocaina foi associada com um
aumento simultaneo na fissura por cocaina, sintomas subjetivos de ansiedade, ACTH e cortisol
plasmaticos quando comparado com a exposi¢do a imagens neutras (Sinha et al. 2003).
Diferencas de acordo com o sexo também ja foram descritas na literatura. Em um estudo
de exposicdo a imagens estressoras e imagens relacionadas ao uso de cocaina, os homens
dependentes (n = 25) apresentaram maiores niveis de ACTH e cortisol basais e um aumento mais
acentuado nesses hormonios durante a exposi¢ao as imagens quando comparados com as
mulheres (n = 25). Entretanto, nenhuma diferenca relacionada ao sexo foi detectada na avaliacdo
de ansiedade e de fissura pela droga (Fox et al. 2006). Esses achados que apontam para uma
resposta do eixo HPA atenuada em mulheres também foram observados em um estudo que
submeteu 53 dependentes de cocaina e 47 controles a um teste de estresse social e a um teste
de visualizacdo de artefatos usados por dependentes. De qualquer forma, essas diferencas
relacionadas ao sexo ndo foram igualmente observaveis nos dois testes (Waldrop et al. 2010).
Os efeitos induzidos pela cocaina no eixo HPA parecem ser diferentes durante a abstinéncia
da droga. Por exemplo, depois de 15 dias em abstinéncia de cocaina, os niveis de ACTH e cortisol
nos casos (n = 9), que estavam aumentados no dia da internacdo, foram similares aos dos
controles (Vescovi et al. 1992). Em outro estudo, nenhuma diferenca nos niveis de cortisol e na
estimulagdo de ACTH a partir da administragdo de hormonio liberador de corticotrofina (CRH) foi
observada entre controles (n = 8) e dependentes de crack (n = 9) com mais de 21 dias de
abstinéncia (Jacobsen et al. 2001). Os niveis de CRH no liquido cefalorraquidiano também nao
apresentaram diferencgas significativas entre homens dependentes em abstinéncia (n = 29) e
controles (n = 66) (Roy et al. 2003). Os niveis de cortisol diminuiram gradualmente ao longo do
tratamento em um grupo de 36 homens dependentes, entretanto, pacientes que usavam cocaina
mais frequentemente apresentaram niveis mais elevados de cortisol nas quatro medidas
realizadas ao longo dos 21 dias de tratamento de desintoxicagdo (Buydens-Branchey et al. 2002).
Um experimento que avaliou a resposta neuroenddcrina a hipertermia em dependentes
que estavam em abstinéncia por um més (n = 10) demonstrou um aumento de ACTH e cortisol
somente nos individuos controles (n = 10). Além disso, essa auséncia de resposta de ativacdo do
eixo HPA nos dependentes se repetiu em uma avaliagdo depois de um ano de abstinéncia
(Vescovi 2000). Por outro lado, em um estudo conduzido no primeiro més de abstinéncia de 12

mulheres, os niveis de cortisol, medidos diariamente, foram mais altos do que nas mulheres
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controles (n = 10) (Fox et al. 2008). Conjuntamente, esses achados sugerem que, mesmo durante
a abstinéncia, o eixo HPA pode estar desregulado nos dependentes de cocaina.

As adversidades sofridas ao longo da vida podem adicionar complexidade na relagao entre
a cocaina e o eixo HPA. Por exemplo, em um estudo com 23 mulheres dependentes de crack, o
numero de eventos negativos vivenciados 90 e 30 dias antes da internacdo foi positivamente
associado com a concentracdo de cortisol no cabelo (Grassi-Oliveira et al. 2012). Tratando-se de
trauma precoce, uma associacdo entre abuso sexual e uma atividade diminuida do eixo HPA,
medida a partir de cortisol urindrio, ja foi demonstrada em dependentes de cocaina abstinentes
(n = 46) (Roy 2002). Por outro lado, altos niveis de ACTH e cortisol foram observados em
dependentes abstinentes por mais de seis meses (n = 28) quando comparados aos controles (n =
44). Nesse trabalho, a atividade do eixo HPA foi diretamente correlacionada com histdrico de
negligéncia e antipatia dos pais (Gerra et al. 2008). Em outro estudo do mesmo grupo,
dependentes abstinentes (n = 50) com histérico de negligéncia e baixo cuidado parental
apresentaram niveis significativamente mais elevados de ACTH e cortisol quando comparados
aos dependentes com baixos escores de negligéncia e escores mais elevados de cuidado parental.
Além disso, esse Ultimo grupo ndo apresentou diferencas na atividade do eixo HPA em relac¢do
aos controles (n = 44) (Gerra et al. 2009), sugerindo que o histérico de adversidades pode ser um
fator de confusdo nos resultados obtidos em pacientes que estdo em abstinéncia de cocaina.

Como o foco da presente Tese de Doutorado envolve o efeito de variantes genéticas em
genes que codificam componentes do eixo HPA sobre a DCC, uma revisdo mais aprofundada
sobre a fisiologia desse sistema, bem como dos genes de interesse para esse trabalho, faz-se
necessaria. Dessa forma, o Capitulo 2 da Tese pode ser entendido como um complemento desta
Introducdo, que tem como objetivo suprir essa necessidade. O Capitulo 2 apresenta um artigo de
revisdo publicado na forma de um capitulo em um livro (Rovaris et al. 2016b). Embora o foco
desse capitulo tenha sido o tabagismo e a genética do sistema de estresse envolvida nesse
transtorno, toda a revisdo de fisiologia e genética, bem como as ilustracées, complementa a
presente Introducdo, focada, especificamente, na DCC. O Unico estudo de associacdo na DCC que
avaliou variantes em genes do sistema de estresse é mencionado no item subsequente, bem

como nas introducées e/ou discussGes dos capitulos contidos na Secdo Il da presente Tese.
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1.5.3 Fatores genéticos envolvidos na DCC

Até o momento, nenhum estudo avaliou especificamente a herdabilidade da dependéncia
de crack, entretanto, os trabalhos que estimaram o papel da genética no abuso/dependéncia de
cocaina mostraram que esses fenodtipos, tanto em homens quanto em mulheres, sao
substancialmente influenciados por fatores genéticos. Nos trés estudos com gémeos conduzidos
até o momento, as estimativas de herdabilidade variaram de 42 a 79% (Kendler e Prescott 1998;
van den Bree et al. 1998; Kendler et al. 2000), com uma média ponderada de 72%, considerada
a mais alta entre as dependéncias de substancias (Ducci e Goldman 2012).

Embora as estimativas de herdabilidade apontem para um papel relevante da genética na
DCC, a identificacdo de fatores genéticos de predisposicdo tem encontrado como principal
obstaculo a complexidade do modo multifatorial de heranga, além da heterogeneidade clinica
relacionada ao abuso simultaneo de outras substancias. De qualquer forma, muitos estudos
genéticos de associagao ja foram conduzidos, avaliando uma gama muito grande de
polimorfismos em diversos genes. Destacam-se genes que codificam proteinas dos sistemas de
neurotransmissao dopaminérgico (Lohoff et al. 2008; Bloch et al. 2009; Fernandez-Castillo et al.
2010; Lohoff et al. 2010; Levran et al. 2015c), serotonérgico (Fernandez-Castillo et al. 2013; Yang
and Li 2014; Levran et al. 2015a) e colinérgico (Grucza et al. 2008; Culverhouse et al. 2014; Sadler
et al. 2014), além dos sistemas opioide (Clarke et al. 2012; Crist et al. 2013), endocanabinoide
(Herman et al. 2006; Zuo et al. 2009) e de estresse (Levran et al. 2014). Alguns estudos também
avaliaram genes que codificam proteinas envolvidas na plasticidade sinaptica, liberagao de
neurotransmissores e transducdo de sinais (Fernandez-Castillo et al. 2012; Levran et al. 2015b).

Destacam-se também alguns trabalhos que avaliaram o papel de polimorfismos em genes
dos sistemas citados anteriormente sobre endofendtipos, gravidade e subtipos da dependéncia
de cocaina (Zayats et al. 2013; Bi et al. 2014; Havranek et al. 2015a; Havranek et al. 2015b), além
da funcdo cerebral de dependentes e controles a partir de exames de neuroimagem, resposta a
administragdo intravenosa de cocaina e terapia farmacoldgica (Alia-Klein et al. 2011; Shorter et
al. 2013; Liu et al. 2014; Moeller et al. 2014; Schottenfeld et al. 2014; Spellicy et al. 2014; Brewer
et al. 2015). Outros trabalhos, ainda, avaliaram o papel de variantes raras no risco de
desenvolvimento desse transtorno (Wang et al. 2012; Clarke et al. 2013b; Haller et al. 2014).

No Brasil, alguns estudos genéticos de associacdo foram conduzidos em duas amostras
distintas, uma que incluiu pacientes oriundos de Sao Paulo (Messas et al. 2005; Guindalini et al.

2005; Guindalini et al. 2006a; Guindalini et al. 2008; Negrao et al. 2013) e a outra do Rio Grande
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do Sul (Stolf et al. 2014). Algumas associagdes significativas, principalmente para polimorfismos
no gene que codifica o DAT foram demonstradas. Enquanto a amostra de S3o Paulo recrutou
pacientes que usavam cocaina pelas duas principais vias de administragao, aspirada e fumada, o
estudo realizado no Rio Grande do Sul foi desenhado para incluir somente dependentes de crack
(Stolf et al. 2014). Fora do Brasil, somente um estudo foi conduzido em uma amostra composta
exclusivamente por dependentes de crack (Ballon et al. 2007). Nos Capitulos 4, 5 da presente
Tese, dois estudos que tiveram como objetivo avaliar o papel de polimorfismos do eixo HPA na
susceptibilidade e aspectos clinicos da dependéncia de crack serdo apresentados e, no Capitulo
11, discutidos conjuntamente (Rovaris et al. 2015a; Rovaris et al. 2016).

Embora, até o momento, ainda ndo exista nenhuma variante consolidada como fator de
risco para DCC e as metandlises ndo tenham mostrado resultados muito fortes (Cao et al. 20133;
Clarke et al. 2013a; Cao et al. 2013b), um SNP (single nucleotide polymorphism) no gene de uma
subunidade do receptor nicotinico colinérgico (rs16969968) foi associado com dependéncia de
cocaina em trés estudos (Grucza et al. 2008; Saccone et al. 2008; Sherva et al. 2010), gerando um
valor-P combinado de 7,64x10™ (Bihler et al. 2015). Interessantemente, o alelo A desse SNP
apresenta um efeito protetor contra a dependéncia de cocaina, mas esta fortemente associado
com risco para dependéncia de nicotina (valor-P combinado = 1,6x1073!) (Buhler et al. 2015).

Tratando-se de genotipagens em larga escala, alguns estudos de associagao por varredura
gendmica (GWAS) se preocuparam em avaliar desfechos compostos por varios transtornos por
uso de substancias (Drgon et al. 2010; Chen et al. 2011; Wetherill et al. 2015), o que possibilita
andlises com tamanhos amostrais maiores, mas pode introduzir alta heterogeneidade clinica e
fenotipica nas analises. Somente duas varreduras avaliaram especificamente dependentes de
cocaina. No primeiro estudo, que incluiu 440 casos e 605 controles, nenhum resultado
significativo em nivel de varredura genémica foi detectado. Entretanto, 330 SNPs que alcangaram
o limiar de significdncia de 5x10*“ apresentaram uma boa capacidade de predizer o risco para
dependéncia de cocaina (area sob a curva = 0,718) (Wei et al. 2012). Mais recentemente, em um
grande estudo, que incluiu =12 mil casos e controles, algumas associac¢des significativas em nivel
de varredura genO6mica foram reveladas para SNPs nos genes FAM53B (family with sequence
similarity 53, member B), NCOR2 (nuclear receptor corepressor 2) e CDK1 (cyclin-dependent
kinase 1) (Gelernter et al. 2014). O gene NCOR2 codifica uma proteina que regula a funcdo de
receptores nucleares, incluindo os receptores de glicocorticoide e de mineralocorticoide, que sdo

fundamentais na resposta ao estresse (Yang e Young 2009; Glass e Saijo 2010).
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Como praticamente toda a herdabilidade da DCC ainda é considerada perdida e/ou
fantasma, ha a necessidade de mais estudos genéticos nos dois principais niveis, larga escala e
gene candidato. Além disso, a avaliagao de outros desfechos, além do tradicional estudo do tipo

caso-controle, sera fundamental para o entendimento da biologia associada a gravidade da DCC.

1.5.4 InteracOes genéticas e DCC

As interacOes genéticas parecem influenciar substancialmente fenétipos humanos (Hemani
et al. 2014) e esforgos tém sido realizados para detectar, compreender e quantificar o tamanho
de efeito das interacGes gene-ambiente e gene-gene nas doengas complexas (Cordell 2009;
Duncan et al. 2014; Wei et al. 2014). Recentemente, a maior metandlise de estudos de
herdabilidade ja realizada demonstrou que pelo menos 40% dos fendtipos investigados sao
influenciados por um componente genético ndo aditivo (interacdes genéticas) (Polderman et al.
2015). Mais interessante ainda, é o fato de que as interacdes gene-gene podem ser um
determinante importante da variancia genética aditiva (Monnahan e Kelly 2015).

Em relagdo a psiquiatria, estudos tém demonstrado o papel de interagdes gene-ambiente
e gene-gene na etiologia de transtornos mentais com elevado impacto social e econémico (Mota
et al. 2013; Sullivan et al. 2013; Rocha et al. 2015; Rovaris et al. 2015b; Schuch et al. 2016). Além
disso, nos ultimos anos, cresceu o nimero de evidéncias que colocam as intera¢des genéticas
como um mecanismo relevante envolvido no ‘mistério’ da herdabilidade perdida dos fendtipos
complexos (Marian 2012; Zuk et al. 2012; Rovaris et al. 2013). A herdabilidade perdida é
caracterizada pela formula: 100 — herdabilidade explicada pelas variantes ja conhecidas, sendo a
contribui¢do genética ainda ndo descoberta a responsavel pela formagao desse fendmeno (Zuk
et al. 2012). Sob o ponto de vista bioldgico, a herdabilidade perdida pode representar muitos loci
ainda desconhecidos (Visscher et al. 2012), incluindo variantes genéticas raras (Rivas et al. 2011),
engquanto que, matematicamente, ela pode ser ‘herdabilidade fantasma’, a qual nunca podera
ser explicada pela descoberta de variantes genéticas adicionais (Zuk et al. 2012).

Por outro lado, linhas sdlidas de evidéncias apontam que as interacBes genéticas
representam uma boa parte da herdabilidade perdida e isso é apoiado pelo fato de que, em um
organismo complexo, os eventos moleculares ndo ocorrem de forma independente (Cordell
2009). Além disso, para diversos fendtipos, incluindo os transtornos por uso de substancias, ha
uma grande lacuna entre a herdabilidade molecular e a herdabilidade estimada em estudos com
gémeos (Verweij et al. 2010; Uher 2014; Mbarek et al. 2015; Palmer et al. 2015a; Palmer et al.

2015b; Stringer et al. 2016; Figura 3), refor¢ando a possibilidade da influéncia de fatores
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genéticos ndo aditivos, como as interacdes gene-ambiente e gene-gene. Entretanto, a maioria
dos estudos de varredura ou do tipo gene candidato avalia as variantes genéticas isoladamente,
nao considerando possiveis interagdes entre os fatores genéticos (Cordell 2009; Wei et al. 2014).

No caso da DCC, poucos trabalhos abordaram o papel de interacdes gene-ambiente e gene-
gene. Em um estudo caso-controle envolvendo homens europeus, os escores de cuidado paterno
e materno percebido modificaram o efeito do gendtipo SS do polimorfismo inser¢do/delecdo no
gene do transportador de serotonina (5-HTTLPR) sobre o risco para dependéncia de cocaina
(Gerra et al. 2007). Uma interacdo entre um SNP (rs11503014) no gene que codifica uma
subunidade do receptor de dcido gama-aminobutirico tipo 2 (GABRA2) e trauma na infancia foi

associada com risco de dependéncia de cocaina em homens afro-americanos (Enoch et al. 2010).
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Figura 3 — Herdabilidades estimadas a partir de estudos com gémeos e genome-wide complex trait
analysis (baseada em SNPs). Dados retirados das metandlises de Verweij et al. (2010), Stringer et al. (2016)
e Mbarek et al. (2015). DA = dependéncia de dlcool; UMh = uso de maconha ao longo da vida considerando
somente homens; UMm = uso de maconha ao longo da vida considerando somente mulheres.
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Em uma amostra de tecido cerebral de dependentes de cocaina que morreram intoxicados
pela droga e de individuos em que a morte ndo foi relacionada com uso de substancias, o risco
de morte por causa do uso de cocaina atribuivel ao alelo T do rs2283265 no gene que codifica o
receptor de dopamina D2 aumentou significativamente em homozigotos para o alelo de 6
repeticoes do rs3836790 no gene que codifica DAT (Sullivan et al. 2013). Essa interacdo também
modulou a atividade do DAT no putdmen®! de dependentes de cocaina. Em outro estudo, uma
busca exaustiva de intera¢des de dois até cinco SNPs em genes de receptores e do transportador
de serotonina revelou interagdes SNP-SNP significativas modulando o risco para dependéncia de
cocaina (Yang e Li 2014). SNPs independentes que estdo localizados no mesmo gene também
podem interagir. Esse tipo de interacdao SNP-SNP modulando o risco de dependéncia de cocaina
foi demonstrado para duas variantes no receptor de canabindide tipo 1 (rs6454674 e rs806368)
tanto em um estudo com familias quanto no estudo de caso-controle (Zuo et al. 2009).

O Capitulo 4 da presente Tese apresenta o Unico estudo genético de associacdo focado
especificamente em SNPs associados com desregulacdo do sistema de estresse e suas possiveis
interagdes SNP-SNP e SNP-trauma precoce na dependéncia de crack (Rovaris et al. 2015a). Ja o

Capitulo 9 explora o efeito de correlagdes gene-ambiente na DCC (dados ndo publicados).

1.5.5 Fator neurotrofico derivado do cérebro e DCC

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) pertence a familia de neurotrofinas,
moléculas secretadas, que atuam a partir de uma cascata de sinalizacdo que envolve receptores
de tirosina quinase (Chao 2003). As neurotrofinas desempenham uma série de fungdes
relacionadas com crescimento, sobrevida e diferenciacdo neuronal durante o desenvolvimento
do sistema nervoso (Lipsky e Marini 2007; Bernd 2008). Como o BDNF também participa do
remodelamento da fung¢dao neuronal no sistema nervoso adulto, ele tem sido amplamente
estudado nas dependéncias quimicas, ja que esse evento é critico na transicdao do uso casual de
uma droga para o desenvolvimento da dependéncia (Li e Wolf 2015; Koskela et al. 2016).

Muitos estudos com modelos animais mostraram que a cocaina pode influenciar os niveis
de BDNF em vdrias areas cerebrais (extensamente revisado por Li e Wolf 2015). De um modo
geral, independente do regime de exposicdo (autoadministracdo ou ndo-contingente), a cocaina
aumenta a expressdo do RNA mensageiro e/ou da proteina BDNF no nucleo accumbens
(Fumagalli et al. 2013; Li et al. 2013), corpo estriado dorsal'? (Liu et al. 2006; Im et al. 2010), &rea
tegmental ventral®? (Pu et al. 2006; Schmidt et al. 2012), cértex pré-frontal e cértex frontal (Liu

et al. 2006; Fumagalli et al. 2013). Entretanto, dependendo das condigdes experimentais, niveis
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baixos também podem ser observados (Fumagalli et al. 2007), demonstrando que a cocaina pode
afetar a expressao de BDNF nas duas direcoes. Esses efeitos descritos na expressdao do BDNF, de
uma forma complexa, sao importantes na modulagao de comportamentos nos animais que sao
induzidos pela cocaina, como preferéncia condicionada por lugar (St. Laurent et al. 2013; Otis et
al. 2014), sensibilizacdo comportamental®® (Lu et al. 2010; Huang et al. 2011a), manutencdo e
restabelecimento da autoadministracdo (Im et al. 2010; Sadri-Vakili et al. 2010; Li et al. 2013) e
incubacdo de craving!* pela droga (Grimm et al. 2003; Lu et al. 2004; Li et al. 2013).

O primeiro estudo conduzido em humanos nao encontrou diferengas significativas nos
niveis de BDNF entre dependentes de cocaina (n = 15) e controles (n = 15) (Angelucci et al. 2007).
Entretanto, corroborando os achados obtidos a partir de modelos animais, a concentracao de
BDNF no soro ou plasma tem sido sugerida como um potencial biomarcador envolvido em varios
aspectos da DCC em estudos subsequentes, embora essa relagao seja complexa e parega ser
influenciada por outros fatores, incluindo o periodo do tratamento de detoxificacdo em que a
avaliacdo foi realizada (abstinéncia aguda ou tardia) (von Diemen et al. 2016).

No primeiro trabalho longitudinal que explorou relagdes entre BDNF e DCC, os autores
avaliaram casos (n = 35) e controles (n = 34) pareados por sexo (D’Sa et al. 2011). Os pacientes
dependentes de cocaina foram acompanhados por quatro meses, sendo um més de tratamento
e trés meses de seguimento apds a alta. Os niveis de BDNF foram medidos em trés dias
consecutivos a partir do 142 dia de admissao. O grupo de dependentes de cocaina apresentou
niveis significativamente elevados de BDNF sérico, sendo que pacientes que recairam dentro do
periodo de trés meses tiveram niveis de BDNF mais elevados do que os pacientes que nao
recairam. Os niveis de BDNF também foram associados com menor tempo para recaida e com
maior frequéncia e quantidade de cocaina utilizada durante o periodo de acompanhamento.

Em outro estudo, 23 dependentes de cocaina sem histéria de psicose foram acompanhados
durante um protocolo de desintoxicacdo de 12 dias (Corominas-Roso et al. 2013b). Os niveis de
BDNF no soro foram mensurados no primeiro e ultimo dia de tratamento no grupo de casos, e
também em um grupo controle composto por 46 individuos. Na avaliacdo basal, os niveis de
BDNF foram significativamente mais baixos no grupo de dependentes, entretanto, apds 12 dias
do tratamento houve um aumento significativo nos niveis de BDNF nesse grupo. Em um estudo
subsequente, os autores exploraram as relagdes entre BDNF e DCC adicionando um grupo de 19
casos com histéria de psicose induzida pelo uso de cocaina (Corominas-Roso et al. 2013a). Nessas
analises, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos de pacientes com

historia positiva e histéria negativa de psicose. Entretanto, somente o grupo com histéria
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negativa teve aumento nos niveis de BDNF apds os 12 dias de desintoxicagdo. Em um estudo de
outro grupo, 100 dependentes de cocaina em abstinéncia tardia (média = 235 dias) e 85 controles
tiveram os niveis de BDNF no plasma avaliados (Pedraz et al. 2015). Os autores ndo observaram
diferengas significativas entre os dois grupos, embora os niveis de BDNF tenham se
correlacionado com quimiocinas e N-aciletanolaminas somente no grupo controle.

No Brasil, cinco estudos exploraram o efeito dos niveis de BDNF na DCC. No primeiro
estudo, 53 pacientes dependentes de crack e 50 controles pareados por sexo e idade foram
avaliados. Os niveis de BDNF foram significativamente mais altos no grupo de dependentes e
esse efeito foi relacionado com o uso da droga no ultimo més e ndo com a abstinéncia, embora
o tamanho amostral para essa ultima analise tenha sido muito pequeno (Narvaez et al. 2013).
Em uma amostra composta exclusivamente por homens dependentes de crack (n = 49) e
controles (n = 97), os niveis de BDNF foram significativamente mais baixos nos dependentes nas
primeiras 24 horas de hospitalizacdo e aumentaram durante o tratamento de desintoxicacdo,
ficando similar a média dos controles na medida realizada 24 horas antes da alta (von Diemen et
al. 2014). Além disso, uma correlagdo negativa entre o percentual de aumento nos niveis de BDNF
e numero de pedras de crack usadas nos ultimos 30 dias antes da admissao foi observada. Em
um estudo subsequente nessa amostra, os niveis de BDNF foram inversamente correlacionados
com a gravidade da dependéncia e com niveis de estresse oxidativo (Sordi et al. 2014).

Em uma amostra composta exclusivamente por mulheres (Viola et al. 2014), os niveis de
BDNF plasmatico foram mensurados trés vezes apds o quarto dia de admissdo. A analise foi
realizada comparando dependentes de crack com histdria positiva ou negativa de abuso sexual
nainfancia (n =22 e n = 82, respectivamente) e mulheres saudaveis (n = 20). Independentemente
do status de abuso sexual na infancia, um aumento significativo e sustentado nos niveis de BDNF
foi observado quando comparado ao grupo controle. Em uma subamostra de casos (n = 25) e
controles pareados por idade e escolaridade (n = 25), relacdes entre BDNF, DCC e performance
cognitiva foram investigadas (Viola et al. 2015). Apesar de apresentarem niveis de BDNF
elevados, as dependentes apresentaram prejuizos de memodria quando comparadas com as
mulheres controles. Especificamente, niveis de BDNF plasmatico predisseram uma performance
cognitiva melhor somente no grupo de casos, que ja apresentava prejuizos de memoaria.

Os niveis de BDNF periférico apresentam um grau importante de controle genético
(Terracciano et al. 2013) e estdo relacionados com o funcionamento do sistema de estresse, ja
que expressao de BDNF pode ativar o eixo HPA (Givalois et al. 2004; Naert et al. 2006; Krishnan

et al. 2007; Naert et al. 2015), bem como o eixo HPA pode modular a expressdo de BDNF (Walsh
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et al. 2014). A partir disso, o Capitulo 6 da presente Tese apresenta um estudo genético de
associacao focado especificamente em explorar interagGes entre SNPs relacionados com o eixo

HPA e dependéncia de crack sobre os niveis periféricos de BDNF (Rovaris et al. 2017).

1.5.6 Envelhecimento celular acelerado e DCC

As dependéncias quimicas estdo associadas com processos patofisiologicos que aceleram
o envelhecimento, incluindo estresse oxidativo e inflamacdo (Bachi et al. 2017). No caso da DCC,
a literatura sugere que essa dependéncia resulta em uma “via rapida” para a senescéncia celular.
Por exemplo, sabe-se que dependentes de cocaina apresentam uma taxa de mortalidade de 4 a
8 vezes maior que a populacdo saudavel, e que muitas dessas mortes estdo relacionadas a
doencgas do envelhecimento, incluindo as doencas cardiovasculares (Degenhardt et al. 2011).
Além disso, individuos dependentes de cocaina exibem um declinio no volume cerebral
relacionado a idade significativamente maior quando comparado com controles saudaveis,
sugerindo um quadro de envelhecimento cerebral prematuro (Ersche et al. 2013). Em relagdo a
cognicao, dois trabalhos que compararam pacientes dependentes com controles mais velhos
sugeriram que a DCC resulta em prejuizos cognitivos que sdo relacionados ao envelhecimento
em individuos saudaveis (Kalapatapu et al. 2011; Sanvicente-Vieira et al. 2016).

Embora processos patofisiolégicos com efeitos amplos, incluindo o ja mencionado estresse
oxidativo e a inflamacdo, estejam envolvidos no envelhecimento celular associado as
dependéncias de substancias, ainda ndo hd um consenso sobre quais eventos moleculares em
um nivel mais especifico estdo envolvidos no processo de senescéncia celular precoce. Um
possivel mecanismo pode ser o encurtamento acelerado dos telémeros. Os teldmeros sao
estruturas formadas por DNA ndo codificante e proteinas que tém como func¢do proteger os
cromossomos de danos, mantendo sua integridade e estabilidade estrutural (Aubert 2014). A
regido telomérica é constituida por repeticdes em tandem de hexdmeros TTAGGG e seu
encurtamento é um acontecimento que diferencia a senescéncia replicativa da quiescéncia
celular (Aubert and Lansdorp 2008; Blackburn et al. 2015). Enquanto que a quiescéncia se
caracteriza por um estado ndo-proliferativo reversivel, na senescéncia replicativa, devido ao
encurtamento critico dos teldmeros, a célula perde a capacidade proliferativa (Terzi et al. 2016).

Em relacdo a dinamica funcional, os telomeros podem passar de um estado “fechado” para
um estado “aberto”. O estado aberto permite o acesso da telomerase, o complexo enzimatico

gue tem como funcdo alongar a regido telomérica, evitando o seu encurtamento até um nivel
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critico (Aubert e Lansdorp 2008) (Figura 4). Além da replicacdo normal do DNA, erros de
replicacdo, estresse oxidativo, inflamacdo e outros fatores que interferem na passagem do
estado “fechado” para o “aberto” estdao envolvidos na senescéncia celular. O resultado final é a
apoptose e, ao longo do tempo, o envelhecimento do organismo como um todo. De qualquer
forma, um grau de alongamento dos telomeros é mantido (ou induzido) por recombinacdo de

DNA, mecanismos alternativos de alongamento e pela atividade da telomerase (Aubert 2014).
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Figura 4 — Replicagdo da ponta dos cromossomos pelo complexo proteina-RNA que forma a
telomerase. A subunidade transcriptase reversa da telomerase alonga a ponta da fita descontinua a partir
de um molde contido na subunidade formada por uma molécula de RNA dobrada. Na sequéncia, a DNA
polimerase estende a dupla fita de DNA adicionando nucleotideos. A vers@o original da figura, bem como
uma revisdo sobre a biologia dos telémeros, pode ser encontrada em Blackburn et al. (2015).
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O tamanho dos teldmeros vem sendo estudado em diversas doengas a partir da sua
medicdo, principalmente, em leucdcitos ou na saliva. Na psiquiatria, metanalises tém mostrado
resultados significativos e apontado que individuos com transtornos mentais apresentam
teldbmeros mais curtos quando comparados com controles saudaveis (Darrow et al. 2016). O
racional que moveu desde o inicio os estudos na area do comportamento humano envolve o fato
de que os transtornos mentais resultam em elevadas taxas de incapacidade, morbidade e
mortalidade (GBD-2015 2016a; GBD-2015 2016b; GBD-2015 2016c) e isso se deve, em parte, as
fortes associa¢Oes entre transtornos psiquiatricos e doencas relacionadas ao envelhecimento,
como, por exemplo, doengas metabdlicas e declinio cognitivo (Darrow et al. 2016).

O melhor exemplo encontrado na literatura psiquiatrica envolve o transtorno depressivo
maior (TDM), onde quatro metanalises recentes, com diferentes critérios de inclusdo de estudos,
mostraram que individuos com TDM apresentam teldmeros mais curtos do que controles
(Schutte and Malouff 2015; Darrow et al. 2016; Lin et al. 2016; Ridout et al. 2016).
Independentemente da inclusdo ou ndo do estudo do consdrcio CONVERGE (China Oxford and
VCU Experimental Research on Genetic Epidemiology), que apresenta o maior tamanho amostral
(5,864 casos e 5,783 controles) (Cai et al. 2015), os resultados sdo significativos no TDM.

No caso da esquizofrenia e do transtorno bipolar, as metandlises sugerem que pacientes
nao medicados ou ndo responsivos ao tratamento apresentam teldmeros mais curtos, enquanto
que pacientes responsivos apresentam uma média comparavel aos controles ou até mesmo
maior (Colpo et al. 2015; Lin 2015; Polho et al. 2015; Rao et al. 2016). Isso se deve ao fato de que
0s antipsicoticos, antidepressivos e o litio podem induzir o alongamento dos telobmeros via
efeitos antioxidantes, modulacdo dos niveis de serotonina e neurotrofinas e ativacdo da B-
catenina, mecanismos que podem induzir a expressdo da telomerase (Bersani et al. 2015).

Em relagdo aos transtornos por uso de substancias, embora ainda nao hajam metanalises,
muitos trabalhos, majoritariamente com tabagismo, tém sido publicados. De um modo geral, o
tabagismo (Rode et al. 2014; Chen et al. 2015; Miezzinler et al. 2015; Verde et al. 2015; Latifovic
et al. 2016; Wulaningsih et al. 2016), o tabagismo passivo (Wulaningsih et al. 2016) e a exposi¢do
pré-natal ao tabaco (Salihu et al. 2015; Ip et al. 2016) ja foram associados com tamanho reduzido
de telomeros. No caso de outras substancias, um estudo mostrou que abusadores de alcool
apresentam teldmeros mais curtos quando comparados com pessoas que bebem socialmente
(Pavanello et al. 2011). Entretanto, em outro estudo, o consumo de 4&lcool medido
qguantitativamente ndo foi associado com tamanho de tel6meros (Latifovic et al. 2016).

Interessantemente, alcoolistas apresentaram teldmeros mais curtos em células epiteliais do
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es6fago quando comparados com controles, sugerindo um mecanismo molecular para a
associacao entre consumo de alcool e cancer nesse érgao (Aida et al. 2011). Além disso, uma
associacdo com uso de drogas em geral e teldbmeros mais curtos foi demonstrada em uma
amostra de chineses do grupo étnico Han (Yang et al. 2013). No caso da DCC, um estudo recente
demonstrou que mulheres dependentes de crack apresentam teldbmeros mais curtos quando
comparadas com mulheres controles sem transtornos mentais (Levandowski et al. 2016a).

Dentre os fatores ambientais envolvidos no encurtamento dos telébmeros, os eventos
estressores ocorridos no periodo pré-natal, na infancia ou na vida adulta, tém ganhado destaque
na literatura (Entringer et al. 2012; Shalev et al. 2013). Recentemente, duas metanalises
demonstraram o papel do estresse percebido no tamanho dos telémeros (Mathur et al. 2016;
Schutte e Malouff 2016). Além disso, uma revisdo sistematica mostrou que o estresse social
cronico foi associado com telomeros reduzidos na maioria dos estudos avaliados (Oliveira et al.
2016). Embora ainda ndo hajam metandlises, a literatura também aponta para um papel
significativo do trauma precoce no tamanho dos telémeros (Shalev et al. 2013; Ridout et al.
2015). Em um estudo populacional, adversidades isoladas tenderam a ndo ter associagdo
significativa com tamanho de telémeros, enquanto que o conjunto de adversidades acumuladas
ao longo da vida predisse significativamente teldmeros encurtados, sendo esse resultado
explicado, principalmente, por eventos traumaticos ocorridos na infancia (Puterman et al. 2016).

Esses resultados sdao corroborados pela forte ligagao entre trauma precoce e desregulagao
do eixo HPA (Gonzalez 2013; Smart et al. 2015). Ensaios in vitro ja demonstraram que o cortisol
reduz a atividade da telomerase em linfécitos humanos e esse efeito parece ser devido a uma
diminuicdo na expressdo da subunidade transcriptase reversa desse complexo enzimatico (Choi
et al. 2008). Embora existam resultados conflitantes (Aulinas et al. 2014; Vasunilashorn and
Cohen 2014), vérios estudos mostram uma associagao entre altos niveis de cortisol e telémeros
mais curtos (Kroenke et al. 2011; Tomiyama et al. 2012; Révész et al. 2014; Gotlib et al. 2015;
Zahran et al. 2015). Além disso, alguns achados levantam a hipdtese de que a associacdo entre
cortisol e tamanho dos teldmeros possa seguir uma curva em formato de U invertido (ver Figura
3 do Capitulo 2), ja que, em pacientes com depressao e individuos da populacdo geral, telomeros
mais curtos foram associados com um estado hipocortisolémico (Wikgren et al. 2012).

Como a biologia dos teldmeros é muito complexa, espera-se que fatores genéticos também
apresentem um papel muito relevante. De fato, uma metanalise mostrou que a herdabilidade do
tamanho dos telomeros é bem alta, sendo estimada em 70% (Broer et al. 2013). Mais

recentemente, um estudo longitudinal mostrou uma alta herdabilidade basal, estimada em 64%
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(Hjelmborg et al. 2015). Como nesse estudo a avaliagdo no tamanho dos telomeros foi realizada
em dois pontos, com um intervalo médio de 12 anos, os autores puderam avaliar a herdabilidade
do encurtamento dos teldbmeros ao longo do tempo. Essa estimativa foi de 28%, mostrando que
o tamanho dos telémeros parece ser muito mais influenciado por fatores genéticos, enquanto
gue o seu encurtamento parece ser mais influenciado por fatores ambientais. Corroborando isso,
em outro estudo longitudinal, com intervalo de 6 anos entre as duas medi¢des de tamanho de
telébmeros, escores de trauma precoce foram associados somente com o encurtamento e ndo
com tamanho dos telémeros na medicdo basal (Révész et al. 2016).

Conjuntamente, esses dados reforgam uma hipdtese que recentemente vem sendo muito
discutida; a de que o tamanho dos teldmeros ndo é somente um biomarcador de gravidade, ou
somente um reflexo do exposoma®®, mas também um fator de risco para o desenvolvimento de
doencgas (Blackburn et al. 2015). Interessantemente, foi demonstrado que filhas de maes com
diagndstico de TDM tém teldmeros mais curtos, ilustrando a possibilidade de que o tamanho dos
teldmeros seja um fator de risco para o desenvolvimento de depressao (Gotlib et al. 2015).

Em relagdo as variantes genéticas ja associadas com tamanho de telébmeros, até o
momento, SNPs em 12 genes apresentaram significancia em nivel de varredura genémica, sendo
um locus com associagdo exclusiva em indianos Punjabi (Levy et al. 2010; Mangino et al. 2012;
Codd et al. 2013; Saxena et al. 2014; Mangino et al. 2015). De qualquer forma, todas as variantes
associadas com tamanho de teldmeros em um nivel de significancia de varredura explicam uma
fracdo muito pequena da herdabilidade (< 5%) desse fendtipo (Mangino et al. 2015). Além disso,
a herdabilidade molecular do tamanho dos teldmeros foi estimada em 28% (Faul et al. 2016).
Essa lacuna entre as estimativas (Figura 3) reforca a possibilidade de que interacdes genéticas
possam estar envolvidas na herdabilidade perdida do tamanho dos telomeros. Nos Capitulos 7 e
8 da presente Tese as relacdes entre SNPs do sistema de estresse, tamanho de teldmeros, trauma
precoce e gravidade dos sintomas de depressdao na dependéncia de crack foram explorados

(dados ndo publicados) e, no Capitulo 11, esses dados serdo discutidos em conjunto.
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Abbreviations

ACTH Adrenocorticotropic hormone

AF1 Activation function 1

COPD Chronic obstructive pulmonary disease
CRH Corticotropin-releasing hormone

CRHR1 CRH receptor type 1

DBD DNA-binding domain

FKBP4 FK506 binding protein 4

FKBP5 FK506 binding protein 5

FTND Fagerstrom Test for Nicotine Dependence
GC Glucocorticoid

GR Glucocorticoid receptor

GRE Glucocorticoid-response element

GWAS Genome-wide association studies

HPA Hypothalamic—pituitary—adrenal axis

LBD Ligand-binding domain

mRNA Messenger RNA

MR Mineralocorticoid receptor

nAChRs Nicotinic acetylcholine receptors

NPC Nuclear pore complex

NR3C1 Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1
NR3C2 Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2
NTD N-terminal transactivation domain

POMC Pro-opiomelanocortin

PPI Protein—protein interaction

SNP Single-nucleotide polymorphism

TSST Trier social stress test

INTRODUCTION

There are several studies showing that the dysregulation of the
hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis plays a fundamental
role in nicotine dependence and that stress has an important effect
on several aspects of smoking behavior, including initiation, main-
tenance, and relapse (Bruijnzeel, 2012). Smokers present higher
cortisol levels (Mendelson, Goletiani, Sholar, Siegel, & Mello,
2008), and nicotine, the most important compound of tobacco cig-
arettes, activates the HPA axis in a dose-dependent manner (Lutfy
et al., 2012). Additionally, it has been demonstrated that gluco-
corticoids (GCs) increase dopamine release in mesocorticolimbic

circuits involved in the reward and reinforcement effects of drugs
of abuse (Wand et al., 2007) and that the corticotropin-releasing
hormone (CRH) may also operate independent of the HPA
axis, activating the sympathetic nervous system (Sutton, Koob,
Le Moal, Rivier, & Vale, 1982).

As a general scenario, the literature suggests a hyperreactivity
of the HPA axis related to smoking, which affects the reward and
reinforcement effects of nicotine on the brain. Conversely, absti-
nence states may result in hyporeactivity of the HPA axis, with a
consequent decrease in the levels of circulating GCs (Bruijnzeel,
2012). The reduction of cortisol levels is associated with increased
relapse rates (al’ Absi, Hatsukami, Davis, & Wittmers, 2004) and
this may be related to the modulating effects of GCs on nicotinic
acetylcholine receptors (nAChRs). Animal model findings have
suggested that, similar to nicotine, corticosterone desensitizes the
nAChRs (Robinson, Grun, Pauly, & Collins, 1996), and this could
add to the explanation of withdrawal symptoms, considering the
sudden reduction in cortisol levels in abstainers.

In this chapter, we will briefly describe the functioning of
the HPA axis and the possible implications of the variability
of stress-related genes in smoking behaviors. In particular, we
will characterize on a molecular level the structure and mode of
action of GC receptors (GRs) and mineralocorticoid receptors
(MRs), which are considered the maestros that orchestrate the
events of response and adaptation to stressors. Polymorphisms
in the genes encoding these receptors have been implicated in
various stress response patterns and have been associated with
several psychiatric disorders, including substance use disor-
ders (SUDs). Here we will discuss association findings from
candidate gene and genome-wide association studies (GWAS)
involving GR- and MR-coding genes and smoking, suggesting
new research approaches.

THE HPA AXIS AND THE MOLECULAR
EFFECTS OF GCs

The HPA axis is the main stress response system and it is
involved in several relevant biological processes, such as the
modulation of normal and pathologic behavior (Sapolsky,
Romero, & Munck, 2000). The most important mediators of

Neuropathology of Drug Addictions and Substance Misuse, Volume 1. http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-800213-1.00020-1

Copyright © 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

79


rovar
Textbox

rovar
Textbox


79


PART | Il Tobacco

Glucocorticoids @
(e.g. cortisol)

Adrenal gland

FIGURE 1

Stressor

@ Serotonin @

® o ©

Noradrenaline
@

N

. @ s 58l POMC

BETA-

ENDORPHIN .

ACTH

Pituitary

Hippocampus

HPA axis functioning in humans. When the human body is subjected to a threat, be it of physiological (e.g., drug withdrawal symptoms),

psychological (e.g., death of a family member and loss of relationship), or pharmacological origin (e.g., drugs, including nicotine and cocaine), the activa-
tion of the HPA axis occurs. The release of serotonin and noradrenaline stimulates the production of CRH by the hypothalamus. In the anterior pituitary,
CRH activates the CRH receptor type 1 (CRHRI1), resulting in increased expression of pro-opiomelanocortin (POMC). The POMC is cleaved, generating
B-endorphin and ACTH. Acting as an endocrine hormone, ACTH stimulates the production of GCs (e.g., cortisol) in the adrenal cortex. Increased levels
of cortisol result in negative feedback on the hypothalamus, anterior pituitary, and hippocampus through the activation of GRs and MRs.

this neuroendocrine circuit are CRH, adrenocorticotropic hor-
mone (ACTH), and cortisol (Figure 1). Following a challenge
or a threat, there is activation of the HPA axis by noradrena-
line and serotonin and, consequently, an increase in GC levels
(cortisol in humans and corticosterone in rodents). In response
to a stressor agent (nicotine, e.g.), the hypothalamus secretes
CRH, which in the anterior pituitary stimulates the expression
of the gene encoding pro-opiomelanocortin (POMC). POMC is
then processed, resulting in ACTH and other peptides, includ-
ing p-endorphin (Zhou, Proudnikov, Yuferov, & Kreek, 2010).
Subsequently, ACTH is released into the bloodstream and, in
the adrenal cortex, it stimulates the enzymes that are involved in
producing GCs (e.g., cortisol).

GCs exert their effects through their binding to GRs and MRs,
which are ligand-dependent transcription factors (Derijk, 2009).
The GR (Nr3c1) and the MR (Nr3c2), along with the progesterone
and the androgen receptors (Nr3c3 and Nr3c4, respectively), are
part of nuclear receptor subfamily 3 (Kassahn, Ragan, & Funder,
2011). These receptors are structurally similar and present three
functionally distinct regions: an N-terminal transcription activa-
tion domain (NTD), a central zinc finger DNA-binding domain
(DBD), and a C-terminal ligand-binding domain (LBD) (Oakley &
Cidlowski, 2013). The interactions between GCs and the GRs
and MRs result in conformational changes that allow these recep-
tors to interact with specific DNA sequences and, consequently,

modulate the expression of several genes (Schoneveld, Gaemers, &
Lamers, 2004; Figure 2(A)).

GRs and MRs are ubiquitously distributed in the brain and
regulate a series of neurophysiologic processes related to stress
reactions. Among the cerebral effects resulting from the activation
of GRs and MRs are the facilitation of alertness, arousal, vigi-
lance, attention, and aggression, in addition to the maintenance
of cognitive functions and the activation of negative feedback
loops (Joels, Karst, DeRijk, & de Kloet, 2008). The HPA axis
presents an inverted U-shaped dose—response curve (Figure 3), in
which homeostasis is maintained when the system activity (GC
production) is optimal (Chrousos, 2009). However, inappropriate
responses can result in inefficient adaptation states (increased and
insufficient levels of GCs), which may increase the risk or moder-
ate the course of stress-related diseases, including smoking.

Traditionally, the GR and MR were known as cytosolic
receptors that, when activated, would translocate to the nucleus;
however, in the past few years, several pieces of evidence have
emerged indicating that these receptors could also be located
on the membrane (as G-protein-coupled receptors), mediating
fast and nongenomic actions of GCs (Prager & Johnson, 2009;
Figure 2(B)). In this sense, the cytosolic MR seems to be involved
in the maintenance of cellular excitability and also with the stress
response initiation, while the membrane MR is thought to amplify
such signals (Joels, et al., 2008). Meanwhile, the membrane and
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FIGURE 2 Mechanisms of GR and MR actions. Cortisol (red dots) spreads from the extracellular compartment (ECC) to the intracellular compart-
ment (cytoplasm) and it interacts with the cytosolic GR or MR. (A) The binding to cortisol promotes conformational changes in the receptors allowing the
exchange of FKBP4 for FKBPS5 and subsequent nuclear transfer through the nuclear pore complex (NPC). In the nucleus, the chaperone proteins (Hsp70,
Hsp90, and FKBP4) dissociate and the activated GRs and MRs interact with glucocorticoid response elements (GREs). Through the interaction with other
transcription factors (shown as X or Y), these receptors may also modulate different responsive elements (shown as XRE or yRE). GRs and MRs act as
homodimers or heterodimers. (B) In addition to this classical pathway controlling gene expression, there is another one comprising rapid and nongenomic
effects, which involves phosphorylation (+P), dephosphorylation (—P), and protein—protein interactions (PPIs). This pathway indirectly modulates gene

expression. P38 =p38 MAP kinase; TF, transcription factor.

Homeostasis

Optimal

Cortisol levels
FIGURE 3 Inverted U-shaped dose-response curve. Inappropriate
cortisol exposures (deficiency or excess) may be a consequence of ineffi-
cient adaptive responses, which are associated with susceptibility to stress-
related diseases, including SUDs.

cytosolic GRs are responsible for the recovery and consolidation
of the response to stress, allowing the storage of this information
in memory (Oitzl, Champagne, van der Veen, & de Kloet, 2010).
Such temporally coordinated action mechanism explains why

MRs are always occupied (either while activated or not) by GCs,
even at low levels of these hormones, whereas GRs are occupied
only after GCs reach plasma peak (Martinerie et al., 2013).

THE GLUCOCORTICOID RECEPTOR-
CODING GENE (NR3CT)

The GR is encoded by the NR3C1 gene, which is located on chro-
mosome region 5q31—-q32 and can be considered highly complex,
as its organization differs from that of a classical gene. The first
exon of this gene is not translated and presents nine different pro-
moters, leading to the so-called nine alternative untranslated first
exons (1A, 11, 1D, 1J, 1E, 1B, 1F, 1C, and 1H) (Turner et al., 2010;
Figure 4(A)). The coding region of NR3CI is composed by eight
other exons and alternative splicing processes, influenced by the
different promoters, result in the expression of five main GR iso-
forms: GRa, GRp, GRy, GR-A, and GR-P. These isoforms dif-
fer in their C-terminal extremities and display different functions
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FIGURE4 Schematic representation of the structure of the GR and the MR. The NTD (exon 2), the central DBD (exons 3 and 4), and the C-terminal
LBD (exons 5-9) are indicated in different colors. (A) The NR3CI gene has nine alternative first exons that are transcribed but not translated. Different
mRNAs are generated from the selection of the first alternative exon. The promoter region is formed by a distal portion (control of exons 1A and 11I) and a

proximal portion (control of exons 1L, 1M, 1E, 1B, 1F, 1C, and 1H). The selecti

ion of the first exon appears to influence the isoform that will be expressed.

For example, the use of promoter 1C increases the expression of GRa. The most common isoforms are o and . The first is generated by an alternative

splicing between the end of exon 8 and exon 9, while GRp is formed by joining

the end of exon 8 with a splicing site located downstream of exon 9. Exon 2

has eight alternative translation initiation codons, which enables the formation of different variants of GR (not shown) with shorter N-terminal ends.
The rs6198, rs10052967, and rs414123247 SNPs are indicated. (B) The NR3C2 gene has two first untranslated exons (lo and 1p) that are alternatively
transcribed. The promoter region is formed by two sequences called P1 and P2, which are located upstream of exons lo and 1, respectively. Multiple
isoforms of MR are also formed from alternative splicing and alternative translation initiation. The rs2070951 and rs5522 SNPs are indicated.

(Kino, Su, & Chrousos, 2009). Moreover, additional variants can
be formed according to the initiation codon used, since exon 2
has eight ATG initiation codons (on residues 1, 27, 86, 90, 98,
316, 330, and 336), which result in eight variants of GRa (and
possibly of other isoforms) with progressively shorter N-terminal
extremities (GRa-A, GRa-B, GRa-C1, GRa-C2, GRa-C3, GRa-
D1, GRo-D2, and GRa-D3) (Oakley & Cidlowski, 2013).

The GR is expressed in virtually all tissues and, in the nervous
system, it can be traced to almost every area of the brain, although
high GR levels are found only on the hippocampus and the amyg-
dala (Sapolsky, et al., 2000). GRa is a cytosolic functional isoform
and it is involved in the transactivation and transrepression of multi-
ple genes regulated by GCs (Saif et al., 2014). GRp is located in the
cytoplasm and in the nucleus and does not bind to the GCs as does
the classic GRa. When these two isoforms are coexpressed, GRf}
acts as a dominant-negative inhibitor of GRa by avoiding the bind-
ing of this isoform to glucocorticoid response elements, competing
for transcriptional coregulators and/or forming inactive GRo/GRp
dimers (Oakley & Cidlowski, 2013). In this sense, high levels of
GRp seem to confer resistance to GCs in the tissues in which it
is expressed, while low GRf levels may be related to increased
sensitivity to these hormones (Lewis-Tuffin & Cidlowski, 2006).

High-throughput gene expression findings have suggested
that GRp might also act directly as a transcriptional factor and
that such mechanism is independent of its activity as a dominant-
negative inhibitor of GRa (Kino et al., 2009; Lewis-Tuffin, Jewell,
Bienstock, Collins, & Cidlowski, 2007). Corticosteroid receptors
have two activation function domains (AF1 and AF2), which are

capable of interactions with other proteins, integrating signals from
different pathways. As a consequence of GR’s alternative splicing,
the AF2 region is removed from the RNA that originates the GRf}
isoform. Nevertheless, GRf preserves the AF1 domain intact and
this specific feature permits several interactions with transcrip-
tional machinery, enabling gene expression modulation through
GRp (Kino, Su, et al., 2009). Corroborating this idea, transcrip-
tome assays showed that mifepristone, a GC antagonist, is able to
bind to GRp and abolish the gene expression changes induced by
this isoform, similar to GRa (Lewis-Tuffin, et al., 2007).

With respect to the remaining isoforms, scarce informa-
tion can be found in the literature. It is known that GRy binds to
GCs but it has a limited ability in stimulating the target genes of
these hormones (Meijsing et al., 2009). It has been shown that the
GR-A and GR-P isoforms, along with GRf} and the different GRa
variants, can be found on the human placenta and that there is a
distinct expression pattern according to gender. These data sug-
gest that nonclassical isoforms of GR mediate differences in the
sensitivity to cortisol between male and female fetuses during the
intrauterine period (Saif, et al., 2014).

FUNCTIONAL ASPECTS
OF NR3C1 POLYMORPHISMS

The NR3CI gene is quite polymorphic and some of its SNPs
(single-nucleotide polymorphisms) have been investigated with
respect to their effects on HPA axis responsiveness, especially
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rs10052957 (Tht1111), rs41423247 (Bcll), and rs6198 (A3669G).
The rs10052957 SNP is characterized by a cytosine-to-thymine
change in the intron between untranslated exons 1A;3 and 1D
(Figure 4(A)) and it has been associated with higher total and eve-
ning cortisol levels (Rosmond et al., 2000). The rs41423247 SNP
is a cytosine-to-guanine substitution 646 nucleotides downstream
of exon 2 (Figure 4(A)) that has been associated with response
differences during the Trier Social Stress Test (TSST) (Kumsta
et al., 2007; Wust et al., 2004) and with variations on corticoste-
roid sensitivity (Panarelli et al., 1998; van Rossum & Lamberts,
2004, Stevens et al., 2004). It also has been shown that both SNPs
modulate the differences in the expression of GR isoforms on
the dorsolateral prefrontal cortex between individuals with and
without schizophrenia and bipolar disorder (Sinclair, Fullerton,
Webster, & Shannon Weickert, 2012).

The rs6198 SNP consists in an adenine-to-guanine substitution
at the 3669 nucleotide position (Figure 4(A)). This change occurs
on the first A (adenine) of an ATTTA sequence, which is respon-
sible for a GR mRNA destabilization. The presence of the G
(guanine) allele of rs6198 in this motif results in a better stability
and, consequently, in an increased GRp expression (Derijk et al.,
2001). Clinically, G carriers present an exacerbated response to
cortisol during the TSST or after the dexamethasone suppression
test, possibly owing to a less efficient negative feedback (Kumsta
et al., 2007, 2009).

EFFECTS OF NR3C1 POLYMORPHISMS
ON SMOKING BEHAVIOR

As of this writing, there are three candidate gene association stud-
ies investigating the role of NR3CI SNPs in smoking, and two of
the SNPs mentioned above (rs41423247 and rs6198) have been
implicated in such behavior (Rogausch, Kochen, Meineke, &
Hennig, 2007; Rovaris, Mota, de Azeredo et al., 2013; Siiskonen
et al., 2009). These studies based their hypotheses on results from
clinical and preclinical findings showing that tobacco stimulates
the release of GCs (Badrick, Kirschbaum, & Kumari, 2007; Lutfy,
et al., 2012; Mendelson, et al., 2008) and that such release can
modify the reward and reinforcement effects of nicotine by acti-
vating GRs on dopaminergic neurons (de Jong & de Kloet, 2004;
Rouge-Pont, Deroche, Le Moal, & Piazza, 1998).

The first study tested the association between the NR3CI
rs41423247 SNP and smoking status and severity (Rogausch,
et al., 2007). They analyzed smoking behavior data from 327
Caucasian patients with asthma or chronic obstructive pulmo-
nary disease, which were classified as “smokers” or “nonsmok-
ers.” Subjects from the first group represented 23.2% of the total
sample and were further classified as “light” and “heavy” smok-
ers according to their scores on the Fagerstrom Test for Nicotine
Dependence (FTND). The rs41423247G allele was significantly
associated with an increased probability of being a smoker, since
more than 25% of the individuals carrying the G allele were smok-
ers, compared to only 17.3% of the CC individuals. Additionally,
G carriers had significantly higher daily cigarette consumption
than C homozygotes.

The influence of the rs41423247 SNP on smoking was also
investigated in a large population cohort sample, in which 6358
individuals were evaluated three times after baseline during a
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follow-up period of 12years (mean=6.2years) (Siiskonen, et al.,
2009). The main outcome was a polytomous variable: current
smokers, ex-smokers, and nonsmokers. Additionally, the role of
the rs41423247 SNP on smoking severity was assessed in the cur-
rent smokers group and survival analyses tested its effect on smok-
ing cessation during follow-up. At baseline, 22.8% of individuals
were current smokers, 41.8% were ex-smokers, and 35.4% were
nonsmokers. No significant difference in smoking status or sever-
ity was observed between the two genotype groups (CC vs G car-
riers). During follow-up, 407 individuals had stopped smoking;
however, no influence of the rs41423247 SNP was detected on
smoking cessation.

The effects of the rs6198 SNP on smoking behavior were
assessed in a population sample of 627 individuals, for which
the main outcome was smoking status (lifetime smokers vs non-
smokers) (Rovaris, Mota, de Azeredo, et al., 2013). Additionally,
analysis of smoking severity was conducted within the lifetime
smokers group. No main effect of the rs6198 SNP on smoking sta-
tus was observed. However, when a combined analysis considered
its effect together with an SNP in the gene that encodes the MR
(NR3C2), the presence of the rs6198 G allele was associated with
either risk or protection depending on the NR3C2 alleles present,
suggesting a gene—gene interaction effect. Additionally, the pres-
ence of the rs6198 G allele in lifetime smokers was significantly
associated with a higher number of cigarettes smoked per day and
to greater severity according to the FTND scores.

To the best of our knowledge, no other NR3CI SNP has been
associated with smoking by candidate gene studies nor has any
significant hit been detected near this gene by GWAS on smoking
(Table 1).

THE MR CODING GENE

As mentioned above, the MR is encoded by the NR3C2 gene
(chromosome 4q31.1), which can be expressed as distinct iso-
forms (Pascual-Le Tallec & Lombes, 2005; Viengchareun et al.,
2007; Figure 4(B)). MRa and MRp are the products of splicing
of the first two alternative untranslated exons, lo and 1§, respec-
tively, and they are expressed in several tissues (Zennaro, Farman,
Bonvalet, & Lombes, 1997). Moreover, alternative splicing events
involving the 3’ region, as well as alternative translation initia-
tion sites, increase the diversity of MR variants encoded by the
NR3C2 gene (Pascual-Le Tallec & Lombes, 2005). At least two
of these variants, MRA and MRB, with different transactivation
abilities (MRA >MRB), are produced by the use of different alter-
native translation initiation sites (Pascual-Le Tallec, Demange, &
Lombes, 2004).

The transcription of NR3C2 is regulated by two promoters,
known as P1 and P2, which are located upstream of the two first
alternative exons (Listwak, Gold, & Whitfield, 1996; Figure 4(B)).
Results from in vivo experiments showed a tissue- and a tempo-
ral-specific pattern of use of these promoters. While P1 is active
in aldosterone target organs, such as brain, kidneys, colon, heart,
lungs, adipose tissue, and liver, activation of P2 is restricted to
some developmental stages (Le Menuet et al., 2000).

In the brain specifically, the MR is expressed in regulatory struc-
tures involved in the maintenance of the electrolyte balance, such as
the organum vasculosum of the lamina terminalis, amygdala, and
other periventricular regions (Funder, Pearce, Smith, & Smith, 1988).
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TABLE 1 Results Involving NR3CT and NR3C2 Genes from GWAS and Meta-analysis of GWAS. The Outcomes Were Any Smoking Phenotype

Article

Loukola et al. (2014)
McGue et al. (2013)
Kumasaka et al. (2012)
David et al. (2012)
Rice et al. (2012)
Wang et al. (2012)
Yoon et al. (2012)

Liu et al. (2010)

TAG Consortium
(2010)

Thorgeirsson et al.
(2010)

Uhl et al. (2010a)

Uhl et al. (2010b)
Vink et al. (2009)
Caporaso et al. (2009)
Liu et al. (2009)
Drgon et al. (2009)
Uhl et al. (2008)

Thorgeirsson et al.
(2008)

Berrettini et al. (2008)

Uhl et al. (2007)

Bierut et al. (2007)

aTwins.

From GWAS catalog, http://www.genome.gov/gwastudies/.

Initial Sample
11142

7188

11,696
>32,000

3365

2420

8442

41,150
>74,000

31,266

369
324
3497
4342
840
480
550
10,995

7481

454
948

Replication
Sample

52942

5462

835
3304
1366
120,516
>68,000

54,731

6215

8874

4848

~2000

981

P-Value <5x 108
No
No
No
No
No
No
No
No
No

No
No
No

No
No
No
No

No

No
No

P-Value between 5x 108
and 5x 107>

No
No

Gene SNP
NR3C2 rs5522,
rs5525

PubMed PMID
23752247
23942779
23049750
22832964
22524403
22377092
22006218
20418889
20418890

20418888

20811658
20235792
19268276
19247474
19188921
19009022
18519826
18385739

18227835

17407593
17158188
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pmid:20418888
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pmid:19268276
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pmid:18519826
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Furthermore, high MR levels are found in the hippocampus and other
limbic regions, where this receptor binds to GCs as well as synthetic
corticosteroids and progesterone (Baker, Funder, & Kattoula, 2013;
Le Menuet & Lombes, 2014).

FUNCTIONAL ASPECTS
OF NR3C2 POLYMORPHISMS

The NR3C?2 is also a highly polymorphic gene; however, only a few
of its SNPs have been analyzed in relation to their effects on HPA
axis reactivity. Among these, particularly notable are rs2070951
(—2G/C) and rs5522 (I1180V) (Figure 4(B)). The rs2070951 SNP,
located on exon 2, is characterized by a change from a guanine to a
cytosine two nucleotides before the first ATG start codon, whereas
the rs5522 SNP, also located on exon 2, is a thymine-to-cytosine
variation at codon 180, resulting in a change of the amino acid
isoleucine (Ile) to a valine (Val) (Derijk, 2009).

Results from in vitro assays have shown that these two SNPs
affect the MR transactivation activity when cortisol or dexameth-
asone is used as ligand (Arai et al., 2003; DeRijk et al., 2006;
van Leeuwen et al., 2011). Moreover, these SNPs have been
associated with plasmatic and salivary cortisol level changes
and with variation in HPA axis suppression by dexamethasone
(DeRijk, et al., 2006; Kuningas et al., 2007; van Leeuwen et al.,
2010). In addition, differences have been found in responses to
the TSST and the Trier Inventory for the Assessment of Chronic
Stress (van Leeuwen, et al., 2011); however, these results could
not be replicated by others (Bouma et al., 2011).

EFFECTS OF NR3C2 POLYMORPHISMS
ON SMOKING BEHAVIOR

Regarding GWAS, the only two nominal associations of SNPs in
corticosteroid receptor genes and smoking behavior come from
the NR3C2 gene. A GWAS focusing on heavy smoking, with a
total of about 9500 individuals of European descent, in which
subjects who smoked 25 or more cigarettes per day were consid-
ered “cases,” was conducted (Berrettini et al., 2008). In the pooled
analysis the rs5522 Val allele and the rs5525 A allele, which is
another SNP located in exon 2, were both nominally associated
with heavy smoking (P=1.52E-5 and 3.78E-5, respectively).

A subsequent candidate gene study evaluated, in a Brazilian
sample of European descent, the role of the rs5522 polymorphism
and 20 other SNPs in genes previously associated with smoking
behaviors (dos Santos et al., 2012). This study included 168 life-
time smokers and 363 controls who had never smoked or who had
smoked <100 cigarettes in their lifetime. No effect of the 5522 Val
allele on smoking status was found in the case—control analysis.

As mentioned before, a study evaluated the effects of func-
tional SNPs in the NR3C1 and NR3C2 genes on smoking suscep-
tibility and smoking severity (Rovaris, Mota, de Azeredo, et al.,
2013). This study also investigated if epistatic interactions between
NR3C11s6198 and NR3C2 rs5522 could play arole in addiction. In
the case—control analysis, an interaction effect between the NR3C1
rs6198 and the NR3C2 rs5522 SNPs was observed on susceptibil-
ity to smoking, but not on smoking severity. The presence of the
rs6198 G allele in rs5522 Val carriers was significantly associated
with a protective effect against smoking, while in Val noncarriers
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arisk effect was observed. Afterward, the same interaction pattern
was replicated in smoked cocaine addiction, highlighting the need
for functional studies (Rovaris et al., 2015).

POTENTIAL FOR MR/GR INTERACTIONS
BEYOND THE STATISTICAL LEVEL

The interdependent actions of GRs and MRs reinforce the poten-
tial for gene—gene interactions. The binding of GCs to MRs and
GRs results in conformational changes that culminate in receptor
dimerization on DNA (Figure 2(A)). Such processes may result
in MR/MR, GR/MR, or GR/GR dimers with different transac-
tivation abilities (Liu, Wang, Sauter, & Pearce, 1995; Savory
et al.,, 2001; Trapp, Rupprecht, Castren, Reul, & Holsboer,
1994). Additionally, the efficiency of the heterodimerization pro-
cess can differ according to the presence or absence of the GRf
isoform, which acts as an inhibitor of the classical MR and GR
isoforms (Bamberger, Bamberger, Wald, Chrousos, & Schulte,
1997; Oakley & Cidlowski, 2013).

An MR/GR balance hypothesis has been proposed, since these
receptors necessarily need to act together in regulating different
steps of the stress response (Joels, et al., 2008; Oitzl, et al., 2010).
In this way, inadequate operation of either receptor could com-
promise stress reactions, increasing the risk of developing stress-
related disorders, including smoking. A study was designed to
explore if the impact of MR levels on the HPA axis or cognitive
functions of mice is influenced by the levels of GR and vice versa
(Harris, Holmes, de Kloet, Chapman, & Seckl, 2013). Their results
showed MR/GR interactions controlling the HPA-axis activity
under stress, but not under basal conditions, as well as main and
interactive effects modulating a range of cognitive functions.

PERSPECTIVES

Several genes have been significantly (or nominally) associated
with smoking and other addictions in GWAS. However, replica-
tion of such findings did not succeed in many subsequent studies
(Ho et al., 2010), making the understanding and application
of these results difficult. In addition, the effect of all variants
already associated with multifactorial traits, either smoking or
any other, explains only a small fraction of their heritabilities
(Lander, 2011). Thus, there is a remaining undiscovered genetic
contribution, which has been called “missing heritability.” Sev-
eral explanations for the phenomenon of missing heritability
have been proposed in the literature, such as the existence of
multiple interactions among genes, as well as the possibility
of gene—environment interactions (Zuk, Hechter, Sunyaev, &
Lander, 2012).

Although the effect of genetic interactions in complex pheno-
types is usually mentioned as a possibility, it has been neglected
in practice (Rovaris, Mota, Callegari-Jacques, & Bau, 2013). The
majority of GWAS and candidate gene studies carried out to date
used single-locus approaches, making epistatic effects undetect-
able (Cordell, 2009). In this way, the study of the impact of gene—
gene interactions on smoking behaviors could help us understand
why results of preclinical and clinical studies are so distant from
GWAS findings. Several studies have shown that dysregulation of
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the stress system is crucial in all aspects of smoking (Bruijnzeel,
2012), while there is no GWAS showing genome-wide significant
signals for genes of the HPA axis (Table 1). It is possible that the
additive model is not capable of detecting significant effects of
SNPs in genes coding for proteins that have a high probability of
interacting, as in the case of GR and MR.

Therefore, limitations of the additive model in explaining
missing heritability, including the fact that epistasis can be a major
determinant of the additive genetic variance (Monnahan & Kelly,
2015), indicate that the study of gene—gene interactions may be a
relevant approach for the genetic analyses of phenotypes related to
drug dependence. One of the challenges would be to develop mod-
els showing when addictive, epistatic, and other complex mecha-
nisms could be considered in the molecular pathways of addiction
to each substance of abuse. Also, different sources of biological
and biochemical data could be integrated and used to help opti-
mize the analyses.

Additionally, new strategies in the search of relevant SNPs should
be applied. This step forward was reached in a genome-wide meth-
ylation study in postmortem brains investigating epigenetic associa-
tions with suicidal behaviors (Guintivano et al., 2014). The results
demonstrated a relevant methylation site located right on top of the
rs7208505 SNP. Interestingly, this SNP is located in the gene encod-
ing SKAZ2, a protein involved in chaperoning GRs from the cytoplasm
to the nucleus, which may have altered expression when hypermethyl-
ated. The thymine allele of this SNP eliminates the cytosine—guanine
(CpG) dinucleotide, making the methylation on this site impossible,
and significantly reduces the risk for suicidal behavior and progres-
sion from suicidal ideation to suicide attempt. So, could events like
that occurring in other genes related to the stress systems, such as
NR3CI and NR3C2, affect SUD susceptibility? Since stress-related
genes are rich in CpG islands and highly polymorphic, this may be
another perspective for the study of smoking behavior, as well as for
other psychiatric disorders.

APPLICATIONS TO OTHER ADDICTIONS
AND SUBSTANCE MISUSE

Since the dysregulation of the stress system is involved in several
aspects of addiction to alcohol, nicotine, cocaine, and other drugs
of abuse (Richards et al., 2011; Sinha, 2008), genetic investiga-
tions should give special emphasis to this system. Additionally,
more attention should be given to analyses involving severity and
response to treatment of each SUD. It is reasonable to think that
variations in stress-related genes may have an impact on the clinical
heterogeneity of addictive behaviors.

DEFINITION OF TERMS

Alternative splicing In this process, particular introns of a gene may
be included as exons in the processed mRNA and vice versa. By
this process, a single gene encodes two or more distinct protein
isoforms.

Candidate gene study This approach to association studies focuses
on genes selected considering prior evidence suggesting possible
involvement in the biological underpinnings of the phenotype
of interest. Genes in regions appointed by genome scans are also
called candidate genes.

Dominant-negative inhibitor A mutated protein that interferes in the
functionality of the corresponding normal protein.

Gene—gene interactions Interactions between genetic loci. Often
“gene—gene interaction” is used as a synonym of “epistasis.”

Genome-wide association study An association study that examines
hundreds of thousands of common genetic variants, especially
SNPs, throughout the whole genome.

Heritability The proportion of observed variation of a phenotype in a
population that is due to genetic differences.

Homeostasis In an organism, this concept means to maintain the inter-
nal environment in a stable condition.

Stressor agent A psychological, physiological, or pharmacological
“event” that disturbs the homeostasis.

Transactivation A process in which the expression of multiple genes
can be increased by transcription factors.

KEY FACTS

Key Facts of Smoking Behaviors

e Smoking behaviors are influenced by genetic and environmen-
tal factors.

e Smoking traits have heritability estimates ranging from
30% to 80%.

e Dysregulation of the stress system has an important role in
smoking behaviors.

e Some loci influencing smoking behaviors have been revealed
by GWAS.

e Locirevealed by GWAS explain a small proportion of the vari-
ance of smoking traits.

e Gene—gene interactions may be involved in the missing herita-
bility of smoking behaviors.

Key Facts of the Stress System

Homeostasis is disturbed when an organism faces a stressor.

The HPA axis is activated by stressful situations.

Nicotine is a pharmacological stressor that activates the HPA axis.

Cortisol release is a consequence of the activation of the

HPA axis.

e GRs and MRs are the “maestros” that orchestrate stress
reactions.

e MRs and GRs interact directly and indirectly.

SUMMARY POINTS

e This chapter focuses on the functioning of the HPA axis
and the possible implications of related genetic variation in
smoking.

e The HPA axis seems to have a putative role in various aspects
of smoking behaviors.

e The GRs and MRs are expressed in several brain areas and
play a key role in negative feedback of the HPA axis.

e An MR/GR balance hypothesis suggests that an imbalance
between these receptors may result in dysfunctional stress
responses, increasing susceptibility to stress-related diseases,
including smoking.
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e Functional polymorphisms in the NR3CI and NR3C2 genes
(encoding the GR and MR, respectively) become candidates
for association studies in smoking.

e Association findings, from candidate gene studies and GWAS,
involving the NR3C/ and NR3C2 genes and smoking are dis-
cussed in this chapter.
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Justificativa e Objetivos

3.1 Justificativa

O Brasil ultrapassou recentemente os Estados Unidos e
se tornou o maior consumidor de crack no mundo. Essa
epidemia é preocupante, pois o impacto da dependéncia de
crack nos niveis individual e comunitario é devastador,
estando essa droga relacionada com prostituicdo, violéncia
urbana, marginalizacao social e morte precoce. Dessa forma,
a identificacdo de fatores sociodemograficos e bioldgicos
envolvidos no desenvolvimento e curso desse transtorno é
uma demanda de saude publica emergente no Brasil.

Como ja mencionado no Capitulo 1 da presente Tese,
ha um grande nimero de evidéncias que colocam o estresse
como um mecanismo bioldgico envolvido na DCC. Alteragdes
na liberacdo de CRH, ACTH e cortisol geradas por hiper ou
hipo-reatividade do eixo HPA parecem ter um papel
fundamental tanto na iniciacdo, quanto na manutencdo e
recaida ao uso de drogas, incluindo cocaina e crack.

Além disso, o funcionamento do eixo HPA pode ser
diferente em cada individuo, pois os genes que codificam
proteinas que atuam nesse sistema sdo altamente
polimarficos. Sendo assim, sdo necessarias investigacdes que
busquem aprofundar a compreensdo sobre o papel do
sistema de estresse na neurobiologia da DCC, considerando
polimorfismos com efeito funcional conhecido.

A grande maioria dos estudos genéticos da DCC
investigam genes relacionados com a transmissdo
dopaminérgica, noradrenérgica, serotonérgica e colinérgica.
Por outro lado, estudos genéticos de associacdao envolvendo

variacdoes nos genes que codificam proteinas do eixo HPA,
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como o GR, MR, CRHR1 e FKBP5, sdo escassos. Além disso, variacdes nesses genes podem estar
envolvidas na modulacdo de marcadores biolégicos investigados na DCC, como, por exemplo, os
niveis periféricos de BDNF. Ainda, é possivel que eventos traumaticos sofridos na infancia
medeiem ou moderem os efeitos de polimorfismos do eixo HPA sobre o encurtamento dos
teldbmeros, um evento bioldgico que é considerado uma marca (ou assinatura) do estresse.
Dessa forma, a avaliagao das variantes genéticas do eixo HPA pode ajudar a explorar
melhor o papel do estresse na DCC, tornando possivel uma compreensdo maior dos mecanismos
biolégicos envolvidos na etiologia, gravidade e resposta ao tratamento desse transtorno. No
futuro, espera-se que a aplicacdo desse conhecimento na pratica clinica podera identificar os
pacientes que estdo em risco mais elevado de iniciacdo ao uso ou de recaida, contribuindo com

medidas de intervencdo personalizadas de acordo com o perfil genético dos pacientes.

3.2 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de SNPs em genes que codificam proteinas do eixo HPA, trauma precoce,

marcas moleculares do estresse e suas potenciais interagdes na dependéncia de crack.

3.2.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C2 (rs5522) e NR3C1
(rs6198, rs41423247 e rs10052957) na susceptibilidade e gravidade da dependéncia
de crack considerando efeitos de interagdo gene-gene (Capitulo 4).

= Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C2 (rs5522) e NR3C1
(rs6198, rs41423247 e rs10052957) na susceptibilidade e gravidade da dependéncia
de crack considerando efeitos de interacdo gene-trauma precoce (Capitulo 4).

. Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C2 (rs5522), NR3C1
(rs6198, rs41423247 e rs10052957), FKBP5 (rs1360780) e CRHR1 (rs12944712,
rs110402 e rs878886) na gravidade dos sintomas de depressdo em dependentes de
crack durante a abstinéncia precoce e tardia (Capitulo 5).

= Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C2 (rs5522), NR3C1

(rs6198, rs41423247 e rs10052957), FKBP5 (rs1360780) e CRHR1 (rs12944712,

rs110402 e rs878886) na frequéncia de re-hospitalizacdes dos dependentes de crack

durante um periodo de 2.5 anos de seguimento (Capitulo 5).
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Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C1 (rs6198, rs41423247
e rs10052957), BDNF (rs6265) e CRHR1 (rs12944712, rs110402 e rs878886) na
susceptibilidade a dependéncia de crack, bem como suas influéncias sobre os niveis
de BDNF de dependentes e individuos saudaveis (Capitulo 6).

Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C1 (rs6198, rs41423247
e rs10052957), BDNF (rs6265) e CRHR1 (rs12944712, rs110402 e rs878886) nos niveis
de BDNF de dependentes ao longo do tratamento de desintoxicacdo (Capitulo 6).
Avaliar os efeitos de polimorfismos funcionais nos genes NR3C2 (rs5522), NR3C1
(rs6198, rs41423247 e rs10052957), FKBP5 (rs1360780) e CRHR1 (rs12944712,
rs110402 e rs878886) sobre o tamanho de telomeros de dependentes de crack, bem
como potenciais efeitos de mediacdo ou moderacdo entre trauma precoce e
tamanho de telémeros no diagndstico de depressdo e gravidade dos sintomas de
depressdo ao longo do tratamento de desintoxicacdo (Capitulo 7 e Capitulo 8).
Avaliar correlagdes entre polimorfismos funcionais nos genes NR3C1 (rs6198,
rs41423247 e rs10052957), BDNF (rs6265) e CRHR1 (rs12944712, rs110402 e
rs878886) e trauma precoce em dependentes de crack (Capitulo 9).

Propor a criacdo de um consdrcio nacional, chamado COllaborative Case-Control
INitiativE (COCCalNE) in crack addiction, para estudar a biologia da dependéncia de

crack a partir da execugdo de varreduras gendmica e epigendémica (Capitulo 10).



Secao |l

“Os cultos sabem muito sobre os livros, mas ndo sabem nada sobre a vida”
Principe Tochtli



Discussao geral

Avancos cientificos recentes deixaram muito claro que
a DCC é uma doencga cerebral adquirida a partir de uma
confluéncia de fatores genéticos, neurodesenvolvimentais e
socioculturais. Dentro do modelo neurobiolédgico envolvido
nos transtornos por uso de substancias, o estresse tem uma
posicdo bem definida, tendo implicagdes clinicas relevantes,
como por exemplo, no craving por drogas (Volkow e Morales
2015; Castilla-Ortega et al. 2016; Volkow et al. 2016).

Embora a DCC represente um gravissimo problema
social e de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil, a pesquisa sobre seus
aspectos genéticos e moleculares ainda apresenta enormes
lacunas. Dessa forma, a presente Tese de Doutorado
pretende dar contribuicdes relevantes ao tema, além de
tentar apontar para novas perspectivas de estudo. De uma
maneira geral, os dados apresentados na Secdo Il mostraram
gue variantes genéticas do sistema de estresse e o trauma
precoce parecem estar envolvidas em diversos aspectos
clinicos da dependéncia de crack. Além disso, os resultados
obtidos sugerem que a dependéncia atenua a resposta de
biomarcadores, como niveis periféricos de BDNF e tamanho
de teldmeros, tanto aos efeitos da variabilidade genética em
componentes do eixo HPA, como também da propria variacdo
do humor, representada pelos sintomas de depressao dos
pacientes. Em outras palavras, a dependéncia de crack parece
colocar os individuos em uma situacdo de estresse cronico,
tornando imperceptivel os efeitos de outros elementos
envolvidos na resposta ao estresse e/ou moduldveis pelo

estresse, como variantes em genes do eixo HPA e marcas



247

moleculares, como o encurtamento dos teldmeros. E importante ressaltar, que mesmo apds o
tratamento de desintoxicacdo, os resultados obtidos para os niveis de BDNF, por exemplo,
mostraram que a dependéncia de crack pode estar vinculada a uma dissociagdo do esperado para
uma resposta fisiolégica normal do sistema de estresse. A partir dai emergem pontos
fundamentais, como, por exemplo, a necessidade de um seguimento mais longo dos pacientes
para tentar identificar se poderia (e quando poderia) ocorrer uma volta dos parametros
bioldgicos aos correlatos tipicos observados em individuos ndo dependentes de substancias. Esta
perspectiva também poderia ser acompanhada por estudos farmacoldgicos e bioquimicos, tanto
em modelos animais como em humanos, tentando entender de que forma esse possivel retorno
a um padrao normal de referéncia se daria. Para melhor contextualizar as contribui¢des da

presente Tese no contexto geral da literatura pré-existente, segue abaixo uma discussao geral.

11.1 Uma sintese dos resultados encontrados

A proposicao inicial de que a desregulacdo do sistema de estresse associada ao trauma
precoce e ao componente genético contribui para a susceptibilidade e gravidade da dependéncia
de cocaina e crack (DCC) foi construida a partir de uma série de evidéncias ja descritas no Capitulo
1. Mais especificamente, a desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) parece ser
um fator fundamental envolvido em todas as etapas do processo de dependéncia (Sinha 2013;
Manetti et al. 2014). Como a herdabilidade da DCC é uma das mais elevadas dentre os
transtornos por uso de substancias, sendo estimada em 70% (Ducci e Goldman 2012), foi
levantada a hipdtese de que variantes funcionais em genes que codificam as proteinas envolvidas
nas acdes do eixo HPA poderiam estar implicadas na susceptibilidade e aspectos clinicos da DCC.
Dessa forma, SNPs (single nucleotide polymorphisms) funcionais localizados nos genes que
codificam o receptor de mineralocorticoide (NR3C2), o receptor de glicocorticoide (NR3C1), a
chaperona FK506 (FKBP5) e o receptor do hormonio liberador de corticotrofina (CRHR1) foram
avaliados na presente Tese de Doutorado. As analises que exploraram os efeitos desses SNPs
demostraram influéncias significativas em varidveis relacionadas a gravidade da dependéncia de
crack, como sintomas de abstinéncia e de depressao, além de associacbes com trauma precoce.

Além disso, foi demonstrado que SNPs nos genes NR3C1 e CRHR1 modulam os niveis de
BDNF somente em individuos que ndo sdo dependentes, sugerindo que o impacto gerado pela
dependéncia de crack nos niveis periféricos de BDNF torna essas associagdes indetectaveis nos

individuos que sdo dependentes. Um padrdo similar foi observado quando a associagdo entre
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tamanho dos telomeros e depressao foi avaliada em pacientes dependentes de crack. Embora a
relacdo de causalidade ainda ndo tenha sido determinada em andlises de randomizacdo
mendeliana’® (Wium-Andersen et al. 2017), a literatura aponta para uma associacdo significativa
entre essa marca molecular do estresse e depressdo (Schutte e Malouff 2015; Darrow et al. 2016;
Lin et al. 2016; Ridout et al. 2016). Da mesma forma que para os niveis de BDNF, o impacto gerado
pela dependéncia de crack no envelhecimento celular (Levandowski et al. 2016) parece tornar
essa associacdo entre tamanho de teldmeros e depressao indetectavel nos dependentes.

Em relagdo a susceptibilidade, nenhum efeito significativo dos SNPs investigados foi
observado. De qualquer forma, essas analises do tipo caso-controle puderam ser conduzidas
somente em uma amostra de homens (280 casos versus 240 controles), limitando o poder
estatistico do nosso estudo. Como ja mencionado no Capitulo 4, coletar um grupo controle para
uma amostra de dependentes de crack ndo é uma tarefa simples, ja que, em um cendrio ideal,
os controles deveriam ser coletados nos mesmos bairros onde os casos vivem. Dessa forma, o
projeto que envolveu mulheres foi desenhado para incluir somente casos e para acompanha-las
durante o tratamento de desintoxicacdo, enquanto que o projeto que coletou homens foi
desenhado para também incluir controles coletados em locais de facil exposicao ao crack.

E importante ressaltar que o Unico estudo em paralelo que avaliou o efeito de SNPs do
sistema de estresse na DCC encontrou associagcdes nominais, incluindo para um SNP localizado
no gene NR3C2 (Levran et al. 2014). O tamanho amostral investigado nesse estudo também foi
pequeno e considerando-se o grande nimero de polimorfismos avaliados, fez-se necessaria uma
correcdo para multiplos testes bem rigorosa. Por outro lado, em um grande estudo de associacdo
por varredura gendémica (GWAS), que incluiu =12 mil casos e controles, algumas associacoes
significativas em nivel gendmico foram reveladas, incluindo para um SNP no gene NCOR2 (nuclear
receptor corepressor 2) (Gelernter et al. 2014), codificante de uma proteina que regula a funcado
de receptores nucleares, incluindo os receptores de mineralocorticoide e de glicocorticoide (Yang
e Young 2009; Glass e Saijo 2010). Assim, ndo é possivel descartar o envolvimento do sistema de
estresse na susceptibilidade a DCC. Analises em amostras maiores, incluindo outras abordagens
estatisticas, como, por exemplo, gene set e escores de risco poligénico, poderao ajudar a refutar

ou ndo envolvimento de variantes em genes do sistema de estresse na etiologia da DCC.

11.2 As interagdes gene-gene, o tabagismo e a cocaina fumada

Como descrito no Capitulo 2, os genes avaliados na presente Tese codificam proteinas que

obrigatoriamente interagem durante a realizacdo de suas a¢des. Dessa forma, interagOes entre



249

SNPs nos genes que codificam essas proteinas sao eventos plausiveis. De fato, esse trabalho
reportou uma interacdo entre SNPs nos genes NR3C2 (rs5522) e NR3C1 (rs6198), associada com
a gravidade dos sintomas de abstinéncia medidos ao longo do tratamento de desintoxicagao das
dependentes de crack. De acordo com essa interagdo, a presenga concomitante dos alelos de
risco dos dois SNPs confere menores sintomas de abstinéncia. Além disso, um padrdo similar de
associagao foi encontrado em um estudo prévio, na qual essa mesma combinagdo genotipica foi
associada com protecdo contra o tabagismo na populacdo geral (Rovaris et al. 2013).

E importante ressaltar que a frequéncia de tabagismo atual nas amostras investigadas é
extremamente alta, ultrapassando 85%. Dessa forma, esses dados de interacdo gene-gene
levantam algumas perguntas: o efeito observado na dependéncia de crack é carregado pela alta
prevaléncia de tabagismo? No Capitulo 1 algumas diferencas sociodemograficas e clinicas entre
dependentes de cocaina em p6 e de crack foram descritas. Sera que existe uma biologia diferente
entre a dependéncia de cocaina aspirada e a dependéncia de crack? Considerando que na
dependéncia de crack a cocaina é fumada, serd que ha uma “genética da via de administracdo”?

Um fato interessante envolve o Unico SNP que tem sido consistentemente replicado em
estudos de associa¢do do tipo gene candidato na dependéncia de cocaina. Como descrito no
Capitulo 1, esse SNP, localizado no gene de uma subunidade do receptor nicotinico colinérgico
(rs16969968), foi associado com dependéncia de cocaina em pd em trés estudos (Grucza et al.
2008; Saccone et al. 2008; Sherva et al. 2010), gerando um valor-P combinado de 7,64x107
(Bdhler et al. 2015). Embora o alelo menos frequente desse SNP (alelo A) apresente um efeito
protetor contra a dependéncia de cocaina em p9, ele esta fortemente associado com risco para
o desenvolvimento de tabagismo (17 estudos, valor-P combinado = 1,6x10731) (Biihler et al. 2015).

Nenhum estudo avaliou o efeito do rs16969968 em uma amostra composta somente por
dependentes de crack, podendo essa anadlise ser usada como uma ferramenta para explorar a
possibilidade de uma genética da via de administracdo ou de uma biologia diferenciada entre a
dependéncia de cocaina em pd e a dependéncia de crack. Em outras palavras, esse SNP poderia
estar associado com risco para dependéncia de crack e ndo com protecdo, fortalecendo o efeito
derivado da “via fumada”, ou a até mesmo do tabagismo. Entretanto, dados preliminares obtidos
nas nossas amostras vdo contra essa possibilidade, ja que um efeito significativo para o genétipo
AA desse SNP, conferindo protegao contra a dependéncia de crack, foi encontrado.

Uma possibilidade a ser investigada nessa relacdo entre o tabagismo e a dependéncia de
crack é se essa frequéncia extremante alta de tabagismo observada nos dependentes de crack

esta mais relacionada com um contexto ambiental da dependéncia de crack do que com o
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background genético. E possivel que antes que a DCC se estabeleca, a frequéncia de tabagismo
nesse grupo de individuos seja similar a de amostras de individuos com comportamentos
externalizadores, ou até mesmo mais préxima da populacao geral. Assim, o efeito do rs16969968
sobre o tabagismo seria irrelevante na dependéncia de crack e a interagao descrita entre os genes

NR3C2 e NR3C1 poderia estar relacionada com dependéncia quimica em geral.

11.3 As interagdes gene-ambiente e a nao existéncia delas

Como descrito no Capitulo 1, interacdes gene-ambiente podem estar envolvidas no
mistério da herdabilidade perdida dos transtornos mentais, podendo responder por uma fracao
significativa da lacuna observada entre a herdabilidade estimada a partir de estudos com gémeos
e a herdabilidade molecular estimada a partir de SNPs. No Capitulo 4, uma possivel interacdo
entre o gene NR3C2 e a negligéncia sofrida na infancia foi associada, na amostra de mulheres,
com susceptibilidade para a dependéncia de crack. De qualquer forma, essa andlise foi realizada
a partir de uma abordagem case-only. Como descrito nos métodos do Capitulo 4, uma premissa
basica para que uma analise de interacdo gene-ambiente do tipo case-only seja confiavel diz
respeito a auséncia de associacdo entre o fator genético e o fator de exposicdo, nesse caso a
negligéncia. Como ndo hd na literatura achados que mostrem associa¢Ges diretas entre os SNPs
investigados e negligéncia sofrida na infancia, os resultados foram discutidos como sendo um
desvio da linearidade, ou seja, uma interacdo. De qualquer forma, a possibilidade de que isso
represente uma correlacdo em vez de uma interagao gene-ambiente ndo pode ser descartada.

Assim, no Capitulo 9, essas analises foram revisitadas, dessa vez em uma amostra maior,
além de serem realizadas andlises adicionais e inclusdo de SNPs no gene CRHR1. Os resultados
mostrados no capitulo 4 se mantiveram significativos e novos achados foram obtidos com a
amostra maior. A partir disso, a possibilidade de que esses dados representem correlagdes gene-
ambiente do tipo evocativa foi melhor discutida (Jaffee e Price 2008). De fato, a literatura mostra
gue a desregulacio do sistema de estresse estd associada com comportamentos
externalizadores em criangas, como, por exemplo, impulsividade, hiperatividade e agressividade
(McBurnett et al. 2000; Kariyawasam et al. 2002; Isaksson et al. 2013; Kohrt et al. 2015), que, por
sua vez, poderiam estar relacionados a uma incidéncia maior de maus-tratos na infancia.

Esses dados tém implicagbes muito relevantes nas pesquisas que avaliam o impacto dos
maus-tratos sofridos na infancia sobre o curso clinico da DCC (e de outras dependéncias
quimicas). Levando em consideragdo que a propensdo de reportar eventos traumaticos sofridos

na infancia tem uma estimativa de herdabilidade moderada (0.36; Kendler e Baker 2007), é
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possivel que os efeitos dos maus-tratos sejam confundidos pelo background genético e, dessa
forma, modelos de mediacdo seriam mais explicativos do que modelos de interacdo gene-
ambiente (Figura 5). Além disso, estudos que tenham como objetivo avaliar o efeito do trauma
precoce sobre caracteristicas clinicas ou marcadores bioldgicos da DCC sé conseguirdo isolar os

efeitos diretos do trauma, quando efeitos indiretos dos gendtipos forem removidos nas analises.

C

Sem mediador

C

Com mediador

X %

Figura 5 — Modelos estatisticos que consideram o efeito de uma terceira varidvel. No esquema em
azul, a varidvel X esta associada diretamente com a varidvel Y. No esquema em vermelho, o efeito de X
em Y é parcialmente explicado por uma terceira varidvel M (mediadora). Jd no esquema em verde, o efeito
de X em Y é modificado por uma varidvel terceira varidvel M’ (moderadora). Uma breve revisdo sobre os
conceitos de mediac¢do e interacdo/moderacéo pode ser encontrada em Hinshaw (2007).

11.3 As marcas moleculares do estresse

A presente Tese de Doutorado teve como objetivos explorar relacdes entre marcas
moleculares do estresse e os desfechos clinicos da dependéncia de crack. Dois parametros foram

selecionados, o tamanho dos telémeros, medido a partir de leucécitos, e a estimativa de
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metilagao global do DNA, também medida a partir de leucdcitos totais. Por questdes de
padronizacdo da técnica, a estimativa de metilacdo global do DNA ndo pdde ser incluida na Tese.

No caso do tamanho dos teldmeros, além dos resultados negativos de associacdo entre
essa marca molecular e depressao apresentados no Capitulo 7, e ja mencionados no inicio da
discussdo, resultados adicionais relevantes apresentados no Capitulo 8 mostram que a relagdo
entre trauma precoce e tamanho dos teldmeros parece ser muito complexa. Como mencionado
no Capitulo 1, a literatura aponta que o trauma precoce estd associado com essa marca molecular
(Shalev et al. 2013; Ridout et al. 2015). De qualquer forma, nossos dados mostram que fatores
genéticos podem adicionar complexidade nessa relagdo, algo esperado, ja que a herdabilidade
do tamanho dos telémeros é bastante alta, sendo estimada em 70% (Broer et al. 2013).

No capitulo 8, uma interacdo significativa entre o rs41423247 no gene NR3C1 e negligéncia
sofrida na infancia foi associada com tamanho dos teldbmeros na amostra de mulheres
dependentes de crack. Curiosamente, o efeito de envelhecimento celular acelerado associado
com trauma precoce descrito na literatura soé foi observado no grupo de portadores do alelo C,
enquanto que para homozigotos GG, o efeito foi o oposto. Cabe lembrar que no Capitulo 9, o
genotipo GG do rs41423247 foi associado com abuso fisico. Embora a interacdo descrita no
Capitulo 8 tenha sido com negligéncia, principalmente, negligéncia fisica sofrida na infancia, nao
se pode descartar a hipdtese de que esse resultado de telomeros maiores observado em
pacientes homozigotos GG com histdrico de negligéncia na infancia esteja sendo influenciado
pela presenca concomitante de abuso fisico em uma fracdo de pacientes desse subgrupo. Além
disso, é importante destacar que a falta de associagao direta do rs41423247 com tamanho de

teldmeros descarta a possibilidade de um efeito de media¢do (Hinshaw 2007).

11.4 As perspectivas e os proximos passos

Como mencionado no Capitulo 1, poucos estudos avaliaram a influéncia de fatores
genéticos especificamente na dependéncia de crack, embora, um numero consideravel de
trabalhos tenha focado na dependéncia de cocaina em pd. No caso de variantes em genes do
sistema de estresse, a escassa literatura disponivel até o momento é fruto da presente Tese de
Doutorado. Ainda assim, as andlises, abordagens e resultados aqui apresentados representam
poucas pecas de um grande quebra-cabecas de associacdes e relacdes entre varidveis que estao
envolvidas na etiologia e curso clinico da dependéncia de crack. Embora o primeiro grande GWAS
na DCC (Gelernter et al. 2014) tenha trazido alguns insights em termos de caminhos bioldgicos,

ainda estamos longe de entender mais profundamente a herdabilidade desse transtorno.
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Como descrito no Capitulo 10, um consorcio chamado COllaborative Case-Control INitiativE
in crack addiction (COCCalNE) pretende contribuir na compreensdo dos fatores ambientais e
biolégicos envolvidos na dependéncia de crack. O COCCaINE surgiu durante a execu¢ao da
presente Tese e ja teve sua aprovagdo concedida pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(Apéndice 1). A partir de colaboracbes entre grupos brasileiros focados em estudar a
dependéncia de crack, esse projeto pretende, nos préximos anos, alcangar um tamanho amostral
suficientemente grande que possibilite a realizacdo de analises em uma escala gendmica.

Esse projeto colaborativo terd como objetivo principal explorar de que modo varidveis
ambientais, incluindo o trauma precoce, modulam juntamente com a genética o curso clinico da
dependéncia de crack. Muitas abordagens poderao ser realizadas a partir da obtencao dos dados
propostos pelo COCCalNE, como, por exemplo, a investigacdo em larga escala de variantes
genéticas associadas com trauma em casos e controles. Esse tipo de analise sera fundamental
para entender como as relagdes entre trauma precoce e genética devem ser modeladas, ja que,
a partir dos dados da presente Tese, pode-se concluir que essas relagdes sdo muito complexas.

Por fim, é importante reconhecer que as contribui¢cdes que a ciéncia pode oferecer a um
tema tdo complexo e relevante como a dependéncia de crack implica esforcos de colaboracdo e
internacionalizagao nas mais variadas linhas de pesquisa clinica e biolégica a serem seguidas.
Dessa forma, as investiga¢gdes que serdo realizadas no futuro pelo nosso grupo e por outros
grupos parceiros poderdo explorar ainda mais o papel do ambiente e da genética na dependéncia
de crack. Isso contribuird para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e planos de
terapia individualizados, fazendo com que pacientes que sofrem as consequéncias negativas

desse transtorno possam receber o acompanhamento adequado, que ao final, € o maior objetivo.
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1. Sistema dopaminérgico mesocorticolimbico

O sistema mesocorticolimbico é o cerne do sistema de recompensa, sendo rico em
neurdnios que liberam domina, localizados na area tegmental ventral. As projecdes
dopaminérgicas desse sistema conectam a area tegmental ventral ao cortex pré-frontal e
ao nucleo accumbens (Figura 6). A cocaina e outras drogas psicoativas potencializam a
transmissao dopaminérgica no sistema mesocorticolimbico a partir dos seus efeitos no

transportador de dopamina (Kelley e Berridge 2002; Castilla-Ortega et al. 2016).

2. Modulador alostérico negativo

E uma substancia que se liga em um sitio diferente (alostérico) do sitio ao qual se liga
o agonista (ortostérico), resultando na inibicao dos efeitos do ligante ortostérico (Schwartz
and Holst 2007). A dopamina é o modulador ortostérico do transportador de dopamina,

enguanto que a cocaina é o modulador alostérico que inibe esse transportador.

3. Atividade locomotora
O teste de atividade locomotora avalia a reagdo natural de ratos e camundongos a
espacos abertos. E um experimento muito utilizado na drea de dependéncia quimica, pois

muitas drogas psicoativas afetam diretamente a atividade motora (Curzon et al. 2009).

4. Nucleo accumbens

O nucleo accumbens participa do processamento cognitivo da aversdo, motivagdo e
recompensa. Assim, essa estrutura estd envolvida com o prazer e o reforgo positivo. O
nucleo accumbens recebe projecbGes dopaminérgicas da darea tegmental ventral e
alteragdes nessa estrutura ocorrem durante o estabelecimento da dependéncia de cocaina,

estando também envolvido na recaida ao uso da droga (Korpi et al. 2015).

5. Preferéncia condicionada por lugar

O teste de preferéncia condicionada por lugar é utilizado para estudar em roedores
as propriedades de recompensa e efeitos aversivos de drogas. As caracteristicas basicas
deste experimento envolvem a associagdo de um ambiente particular com uma droga,

seguida da associacdo de um ambiente diferente com a auséncia dela (Prus et al. 2009).
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6. Terapia cognitiva e comportamental

A terapia cognitiva e comportamental consiste em um grupo de intervengdes
baseadas em evidéncias utilizadas no tratamento de transtornos mentais. Essas
intervengdes tém a premissa basica de que as doengas mentais sao mantidas por fatores
cognitivos. Dessa forma, esse tratamento usa estratégias terapéuticas para mudar as
“cognicdes desajustadas” que resultaram em comportamentos problematicos (Hofmann et
al. 2012). O manejo de contingéncias, por exemplo, € uma abordagem da terapia cognitiva
e comportamental que visa modificar o comportamento do individuo ao reforgar
comportamentos desejados e punir comportamentos indesejaveis. Tem sido empregado

na tentativa de manter a abstinéncia em usuarios de drogas (Kolling et al. 2011).

7. Psicoterapia interpessoal

A psicoterapia interpessoal é fundamentada em um modelo biopsicossocial para
compreensdao dos transtornos mentais, estabelecendo que a doenca é o resultado da
interagao de fatores bioldgicos e interpessoais. Esse tipo de tratamento tem como objetivo

aliviar o sofrimento a partir da melhora do funcionamento interpessoal (Mello et al. 2011).

8. Amigdala
A amigdala (Figura 6) participa dos processos de formacdao de memérias, tomada de
decisbes e geracdo de emocgbes. Essa estrutura esta envolvida na consolidacdo de

memoarias relacionadas as drogas de abuso (Goodman e Packard 2016).

9. Hipocampo

O hipocampo é uma estrutura fundamental para a consolidagao de memdrias de
curto prazo em memorias de longo prazo, estando envolvido no craving por cocaina, na
aquisicdo do comportamento de busca pela droga e na manutencdo e extincdo desse

comportamento depois que ele é aprendido (Castilla-Ortega et al. 2016).

10. Cortex pré-frontal

O coértex pré-frontal (Figura 6) é essencial para o desenvolvimento de fungdes
executivas. A literatura aponta que a cocaina pode induzir uma hipoexcitabilidade em areas
corticais frontais envolvidas com cognicdo e gerar deficiéncias no controle inibitorio em

individuos dependentes dessa droga (Korpi et al. 2015; Bisagno et al. 2016).
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Figura 6 — O sistema dopaminérgico mesocorticolimbico. Adaptado de Teicher et al. (2016).

11. Corpo estriado dorsal

O estriado é uma regiao cerebral que contém o nucleo caudado, putamen e o nucleo
accumbens, sendo subdividido em corpo estriado ventral (contendo o nucleo accumbens)
e corpo estriado dorsal (contendo o nucleo caudado e o putamen) (Figura 6). Essas
estruturas fazem parte do sistema de recompensa e, por conta disso, sdo bastante
estudadas na dependéncia de cocaina. O estriado dorsal tem um papel importante na
transicdo do consumo voluntdrio para o consumo involuntario de drogas, ja que ele estd

envolvido na formacdo de habitos (Korpi et al. 2015; Castilla-Ortega et al. 2016).

12. Area tegmental ventral
A drea tegmental ventral (Figura 6) estd envolvida em uma série de funcgdes, incluindo

o processamento de informagdes emocionais e sensoriais, controle do comportamento
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motivacional e humor. Como essa estrutura é rica em neurdnios dopaminérgicos que se
projetam para outras areas cerebrais (ex. amigdala, hipocampo e cdortex pré-frontal) e ela
estd envolvida nos efeitos de recompensa gerados pelos psicoestimulantes, ela é muito

estudada na dependéncia de cocaina (Sanchez-Catalan et al. 2014; Korpi et al. 2015).

13. Sensibilizacao comportamental
A exposi¢ao repetida a drogas de abuso aumenta a resposta a estas drogas, um

fenémeno chamado de sensibilizacdo comportamental (Steketee e Kalivas 2011).

14. Incubacgdo de craving

A sindrome de craving de inicio tardio desenvolve ou "incuba" durante os primeiros

meses de abstinéncia de cocaina (Pickens et al. 2011)

15. Exposoma

O exposoma abrange a totalidade das exposi¢des ambientais humanas, isto é, ndao

genéticas. Dessa forma, o exposoma interage com o genoma (Blackburn et al. 2015).

16. Randomizag¢ao mendeliana

O principio basico utilizado na randomizagao mendeliana é que variantes genéticas
gue alteram o nivel ou refletem os efeitos biolégicos de uma exposicdo ambiental (ex. SNPs
associados com tabagismo) devem estar relacionadas ao risco de doenca (ex. depressao)

na medida prevista pela sua influéncia no fator ambiental (Smith e Ebrahim 2008).
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Objective: The frequent comorbidity between attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD)
and bipolar disorder (BD) represents a challenge for disentangling specific impairments of each
disorder in adulthood. Their functional impairments seem to be mediated by executive function
deficits. However, little is known about the extent to which each executive function deficit might
be disorder specific or explained by the comorbidity. The aim of the present study was to
determine if comorbid BD could account for a significant share of executive function deficits
when measured by the Wisconsin Card Sorting Test (WCST) in adults with ADHD. Methods: Adult
patients with ADHD and healthy subjects were evaluated in the ADHD outpatient Program at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Psychiatric diagnoses were based on DSM-IV criteria. WCST
scores were compared by multivariate analysis of covariance among three groups: ADHD with
BD (n =51), ADHD without BD (n = 278), and healthy subjects (n = 91). Results: When compared
to patients without BD and healthy subjects, patients with ADHD and comorbid BD showed lower
scores in total correct answers (p = 0.003); higher scores in total errors (p = 0.004) and non-
perseverative errors (p = 0.002); and completed fewer categories (p = 0.009). Patients with ADHD
without BD did not differ from healthy subjects. Conclusions: WCST impairments among patients
with ADHD seem to be to a large extent attributable to comorbid BD. Although other executive
function deficits (e.g., in the inhibitory control domain) have been demonstrated to accompany

ADHD, the present findings suggest that set-shifting deficits are strongly related to comorbid BD.
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da-Silva PO, Picon FA, Belmonte-de-Abreu P, Rohde LA, Grevet EH, Bau CH. ADHD diagnosis may
influence the association between polymorphisms in nicotinic acetylcholine receptor genes and
tobacco smoking. Neuromolecular Med. 2014 Jun; 16(2):389-97. DOI: 10.1007/s12017-013-8286-
2. Fator de impacto: 3,692 (Journal Citation Reports 2015).

Polymorphisms in the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster have been shown to be involved
in tobacco smoking susceptibility. Considering that attention deficit/hyperactivity disorder
(ADHD) not only increases the risk but may also influence the molecular mechanisms of tobacco
smoking, we analyzed the association between polymorphisms in the nicotinic acetylcholine
receptor genes and tobacco smoking among individuals with or without ADHD. The sample
included 1,118 subjects divided into four groups according to smoking status and ADHD
diagnosis. Our results demonstrate that the minor alleles of two polymorphisms (rs578776 and
rs3743078) in the CHRNA3 gene are associated with an increased risk of tobacco smoking only
among patients with ADHD. These alleles have been shown in previous studies to be protective
factors for smoking in subjects without ADHD. These findings add to existing evidence that ADHD
may exert an important modifying effect on the genetic risk of smoking and should be considered

in tobacco smoking association studies.
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The dopamine transporter (SLC6A3/DAT1) plays a key role in the regulation of dopaminergic
neurotransmission and is the major site of action for methylphenidate, a first-line medication for
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD). Most genetic association studies with ADHD have
investigated a 40-bp variable number of tandem repeats (VNTR) polymorphism in the 3'-
untranslated region (UTR) of the DAT1, but these investigations have reported heterogeneous
findings. The few studies focused on the 5' region have reported promising results. Despite
rs2652511 not being included, nor having any proxy SNP available in GWAS, the few candidate
gene studies that analyzed it suggested an association with ADHD and schizophrenia. Here, we
analyzed the -839 C/T (rs2652511) promoter variant and the 3'-UTR and intron 8 (Int8) VNTR
polymorphisms in 522 adults with ADHD and 628 blood donor controls. The diagnostic
procedures followed the DSM-IV criteria. A significant association was detected (P = 0.002)
between the rs2652511 C-allele with ADHD. In addition, the 6-repeat allele of Int8 VNTR was
associated with higher inattention scores (P = 0.034). The haplotype analysis including DAT1 3'-
UTR and Int8 VNTR polymorphisms did not reveal associations with ADHD susceptibility or
severity dimensions. These findings extend to adult samples previous findings from children
samples on the role of the rs2652511 polymorphism in the promoter region of DAT1 as a risk

factor for ADHD susceptibility.
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Although the identification of reliable predictors of methylphenidate response in adults with
attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is necessary to guide treatment decisions, very
few data exist on this issue. Here, we assessed the predictors of clinical response to immediate-
release methylphenidate hydrochloride (IR-MPH) in a naturalistic setting by analyzing the
influence of demographic factors, severity, and a wide range of comorbid psychiatric disorders.
Two hundred fifty adult patients with ADHD were evaluated and completed a short-term
treatment with IR-MPH. Mental health diagnoses were based on Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, Fourth Edition, criteria through the use of standard structured
interviews. The Swanson, Nolan, and Pelham Rating Scale, version 4, adapted to adults was used
to assess the severity of ADHD. In the linear regression model, only higher severity of ADHD was
associated to a better IR-MPH response (b = 0.770; P < 0.001). Treatment of comorbidities in a
subsample (n = 62) did not modify this pattern. Our findings suggest that in clinical settings,
patients with more severe ADHD symptoms have a good response to treatment independently
from the presence of mild or stabilized comorbidities and their treatments. For adults with ADHD,
differently from other common psychiatric disorders such as depression and anxiety, higher

severity is associated with better treatment response.
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A considerable proportion of adults with attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) do not
respond to the treatment with methylphenidate. This scenario could be due to inherited
interindividual differences that may alter pharmacologic treatment response. In this sense, in
2012 we conducted a systematic search on PUBMED-indexed literature for articles containing
information about pharmacogenomics of ADHD in adults. Five studies were found on
methylphenidate pharmacogenomics and the only significant association was reported by one
particular study. However, this single association with the SLC6A3 gene was not replicated in two
subsequent reports. In the present review, although we could not find additional
pharmacogenomics studies, we discuss these up-to-date findings and suggest new approaches
for this field. Additionally, using systeomic-oriented databases, we provide a broad picture of
new possible candidate genes as well as potential gene-gene interactions to be investigated in

pharmacogenomics of persistent ADHD.
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BACKGROUND: Course and predictors of persistence of attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD) in adults are still largely unknown. Neurobiological and clinical differences between child
and adult ADHD raise the need for follow-up studies of patients diagnosed during adulthood. This
study investigates predictors of ADHD persistence and the possibility of full remission 7 years
after baseline assessment. METHOD: A 7-year follow-up study of adults with ADHD (n = 344,
mean age 34.1 years, 49.9% males) was conducted. Variables from different domains (social
demographics, co-morbidities, temperament, medication status, ADHD measures) were explored
with the aim of finding potential predictors of ADHD persistence. RESULTS: Retention rate was
66% (n =227). Approximately a third of the sample (n =70, 30.2%) did not maintain ADHD criteria
and 28 (12.4%) presented full remission (<4 symptoms), independently of changes in co-
morbidity or cognitive demand profiles. Baseline predictors of diagnostic persistence were higher
number of inattention symptoms [odds ratio (OR) 8.05, 95% confidence interval (Cl) 2.54-25.45,
p < 0.001], number of hyperactivity/impulsivity symptoms (OR 1.18, 95% Cl 1.04-1.34, p = 0.01),
oppositional defiant disorder (OR 3.12, 95% Cl 1.20-8.11, p = 0.02), and social phobia (OR 3.59,
95% Cl 1.12-11.47, p = 0.03). CONCLUSIONS: Despite the stage of brain maturation in adults
suggests stability, approximately one third of the sample did not keep full DSM-IV diagnosis at
follow-up, regardless if at early, middle or older adulthood. Although full remission is less

common than in childhood, it should be considered as a possible outcome among adults.
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Dysfunctions of the dopaminergic system have been implicated on the etiology of Attention
Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD). Meta-analyses addressing the association of the
dopamine receptor D2 (DRD2) gene and ADHD were inconclusive due to excessive heterogeneity
across studies. Both the great phenotypic heterogeneity of ADHD and the complexity of the
genomic region where DRD2 is located could contribute to the inconsistent findings. Most
previous DRD2 studies focused on the well-known TaglA (rs1800497) SNP, which is actually
placed in a neighbor gene (ANKK1). These two genes, together with NCAM1 and TTC12, form the
NTAD gene cluster on Chrl1g22-23. In order to address the reasons for the high heterogeneity
previously reported on DRD2 effects on ADHD, this study investigates the role of NTAD variants
on ADHD susceptibility in adults and on the modulation of comorbidity and personality profiles
in these patients. Functional polymorphisms from NTAD were analyzed, both individually and in
haplotypes, on a sample of 520 adults with ADHD and 630 non-ADHD controls. No direct
association of NTAD variants with ADHD susceptibility itself was observed. However, different
NTAD polymorphisms and haplotypes were associated to various phenotypes relevant to the
clinical heterogeneity of ADHD, including Major Depressive Disorder, Generalized Anxiety
Disorder, and Harm Avoidance and Persistence temperament scores. Therefore, these findings
represent a possible explanation for the multiple conflicting findings regarding polymorphisms in
this genomic region in psychiatry. The NTAD cluster may comprise a variety of independent
molecular influences on various brain and behavior characteristics eventually associated with

ADHD comorbidities and personality traits.
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BACKGROUND: There are several specific inflammatory and oxidative correlates among patients
with hypothyroidism, but most studies are cross-sectional and do not evaluate the change in
parameters during the treatment. The aim of this study was to investigate the effect of
levothyroxine replacement therapy on biomarkers of oxidative stress (OS) and systemic
inflammation in patients with hypothyroidism. METHODS: In this prospective open-label study,
17 patients with recently diagnosed primary hypothyroidism due to Hashimoto's thyroiditis who
were not taking levothyroxine were included. The following parameters were measured before
and at 6 and 12 months of levothyroxine treatment with an average dose of 1.5 to 1.7 ug/kg/day:
thyroid-stimulating hormone (TSH), free thyroxine (FT4), high-sensitivity C-reactive protein (hs-
CRP), interleukin 1 (IL-1), IL-6, IL-10, interferon gamma (INF-y), tumor necrosis factor alpha (TNF-
a), thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), activity of aminolevulinic acid dehydratase
(6-ALA-D), nonprotein and total thiol (NP-SH and T-SH) groups, total cholesterol (TC), high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and
triglycerides (TG). Generalized estimating equation (GEE) modeling was used to analyze the
effects of LRT (at pre-treatment, 6 months and 12 months) on those variables. The
hypothyroidism status (i.e., overt or subclinical hypothyroidism) was included as a confounder in
all analyses. An additional GEE post hoc analysis was made to compare time points. RESULTS:
There was a significant decrease in TSH over time (P < 0.0001), (initial levels were on average 32.4
pulU/mLand 10.5 plU/mL at 12 months). There was a significant increase in FT4 (P < 0.0001) (initial
levels were on average 0,8 ng/dL and 2.7 ng/dL at 12 months). There were significant changes in
interleukin levels over time, with a significant increase in IL-10 (P <0.0001) and significant
decreases in IL-1 (P <0.0001), IL-6 (P <0.0001), INF-y (P<0.0001) and TNF-a (P <0.0001). No
significant difference in hs-CRP over time was observed (P <0.284). There was a significant
reduction in NP-SH (P <0.0001). CONCLUSIONS: This study observed significant changes in the
inflammatory profile in hypothyroid patients under treatment, with reduction of pro-
inflammatory cytokines and elevation of anti-inflammatory cytokine. In these patients, a
decrease in low-grade chronic inflammation may have clinical relevance due to the known

connection between chronic inflammation, atherosclerosis and cardiovascular events.
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The diversity of the five single nucleotide polymorphisms located in genes of the TP53 pathway
(TP53, rs1042522; MDM2, rs2279744; MDM4, rs1563828; USP7, rs1529916; and LIF, rs929271)
were studied in a total of 282 individuals belonging to Quechua, Aymara, Chivay, Cabanaconde,
Yanke, Taquile, Amantani, Anapia, Uros, Guarani Nandeva, and Guarani Kaiowa populations,
characterized as Native American or as having a high level (> 90%) of Native American ancestry.
In addition, published data pertaining to 100 persons from five other Native American
populations (Surui, Karitiana, Maya, Pima, and Piapoco) were analyzed. The populations were
classified as living in high altitude (> 2,500 m) or in lowlands (< 2,500 m). Our analyses revealed
that alleles USP7-G, LIF-T, and MDM2-T showed significant evidence that they were selected for
in relation to harsh environmental variables related to high altitudes. Our results show for the
first time that alleles of classical TP53 network genes have been evolutionary co-opted for the

successful human colonization of the Andes.
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OBJECTIVES: In accordance with consolidated clinical practice, Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders, 5th edition suggests a key role of collateral information in the evaluation of
retrospective childhood attention-deficit/hyperactivity disorder symptoms in adults despite poor
evidence supporting its use. This study aims to assess the incremental value of collateral
information on the presence of childhood attention-deficit/hyperactivity disorder symptoms
when evaluating adults with attention-deficit/hyperactivity disorder. METHODS: Adult patients
with attention-deficit/hyperactivity disorder (n=449) and non-attention-deficit/hyperactivity
disorder subjects (n = 143) underwent an extensive clinical assessment based on Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition criteria. For patients, retrospective collateral
information regarding childhood attention-deficit/hyperactivity disorder was obtained and used
to sort them into two groups: agreement (n = 277) and disagreement (n = 172) between self- and
collateral reports. We compared demographic, clinical and response to treatment profiles among
groups to test the relevance of collateral information on the specific issue of childhood attention-
deficit/hyperactivity disorder symptoms. RESULTS: Both attention-deficit/hyperactivity disorder
groups had higher rates of several comorbidities (oppositional defiant, conduct, substance use
and bipolar disorders; all p < 0.001) and impairments than controls. Disagreement between self-
and collateral reports on childhood attention-deficit/hyperactivity disorder symptoms occurred
in 38% of patients. Overall, attention-deficit/hyperactivity disorder disagreement and agreement
groups had similar profiles in response to treatment and comorbidity, and the few differences
detected in impairment measures were of small magnitude (Eta(2)<0.05). CONCLUSION:
Although collateral report has an important role for diagnosing attention-deficit/hyperactivity
disorder in children, it has no incremental value in the evaluation of childhood attention-
deficit/hyperactivity disorder symptoms in adults with a self-reported history of attention-

deficit/hyperactivity disorder assessed in clinical settings.
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Several investigations documented that Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is
better conceptualized as a dimensional disorder. At the same time, the disorder seems to have
different neurobiological underpinnings and phenotypic presentation in children compared to
adults. Neurodevelopmental genes could explain, at least partly these differences. The aim of the
present study was to examine possible associations between polymorphisms in SNAP25, MAP1B
and NOS1 genes and ADHD symptoms in Brazilian samples of children/adolescents and adults
with ADHD. The youth sample consisted of 301 patients whereas the adult sample comprises 485
individuals with ADHD. Diagnoses of ADHD and comorbidities were based on the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders-4th edition criteria. The Swanson, Nolan and Pelham
Scale-Version IV (SNAP-IV) was applied by psychiatrists blinded to genotype. The total SNAP-IV
scores were compared between genotypes. Impulsivity SNAP-IV scores were also compared
according to NOS1 genotypes. Adult patients homozygous for the C allele at SNAP25 rs8636
showed significantly higher total SNAP-IV scores (F = 11.215; adjusted P-value = 0.004).
Impulsivity SNAP-IV scores were also significantly different according to NOS1 rs478597
polymorphisms in adults with ADHD (F = 6.282; adjusted P-value = 0.026). These associations
were not observed in children and adolescents with ADHD. These results suggest that SNAP25
and NOS1 genotypes influence ADHD symptoms only in adults with ADHD. Our study
corroborates previous evidences for differences in the genetic contribution to adult ADHD

compared with childhood ADHD.
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Polymorphisms in the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster (Chr15g25) have been robustly
associated with nicotine dependence, including genome-wide studies, as well as with cognitive
and neuropsychological measures. In addition, cognitive processes can be influenced by nicotine
use through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs). Here, we evaluated the effect of
polymorphisms in CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster and their interaction with tobacco
smoking status on cognition in patients with Attention Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD).
Eight SNPs from the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster were evaluated on a clinical sample
of 403 adults with ADHD. Cognitive performance was assessed using the Wechsler Adult
Intelligence Scale-Revised (WAIS-R). Analyses of covariance were used to assess the influence of
single markers and their interaction with smoking status in the Vocabulary and Block Design
subtests of WAIS-R. Correction for multiple comparisons was applied. Lifetime smoking was
associated to Vocabulary subtest. The TT genotypes of CHRNA5 SNPs rs588765 and rs514743
showed a trend towards association with, respectively, higher and lower scores on the
Vocabulary subtest. There was a significant interaction between intergenic SNP rs8023462 and
smoking on Vocabulary scores. Our results are consistent with an influence of variants in the
CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster on cognitive measures. The overall scenario suggests a
pleiotropic role of Chr15g25 nicotinic gene cluster with complex influences in ADHD, tobacco
smoking and cognitive performance, characteristics that can be partially interdependent and may

share underlying genetic factors.
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BACKGROUND: Early life stress (ELS) and addiction are related to age-related diseases and
telomere shortening. However, the role of telomere length (TL) in crack cocaine addiction
remains unknown. The purpose of this study was to investigate the TLin a sample of crack cocaine
dependent-women who reported an ELS history and in a community-based sample of elderly
women as a reference group for senescence. METHODS: This study included treatment seeking
crack cocaine dependents women (n=127) and elderly women without a psychiatric diagnosis
(ELD, n=49). The crack cocaine sample was divided in two groups according to their Childhood
Trauma Questionnaire (CTQ) scores: presence of history of childhood abuse and neglect (CRACK-
ELS) and absence of ELS history (CRACK). TL was assessed by T/S ratio obtained from peripheral
blood DNA using quantitative PCR assay. RESULTS: CRACK and CRACK-ELS subjects exhibited
shortened TL in comparison to the ELD group, despite their younger age. Among crack cocaine
sample, CRACK-ELS group had significantly shorter telomeres than the CRACK group. Correlation
analysis within crack cocaine group indicated that TL was negatively correlated with emotional
abuse scores. CONCLUSIONS: These results support previous findings associating telomere
shortening with both ELS and drug addiction. This study suggests new evidence of a distinct
biological phenotype for drug-dependent women with ELS. The results support the biological

senescence hypothesis underpinning ELS experience.
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BACKGROUND: The corticotropin-releasing hormone receptor 1 (CRHR1) gene has been
repeatedly implicated in Major Depressive Disorder (MDD) in humans and animal models;
however, the findings are not absolutely convergent. Since recent evidence from genome-wide
association studies suggests that narrowing the phenotypic heterogeneity may be crucial in
genetic studies of MDD, the aim of this study was to evaluate the effects of CRHRI1
polymorphisms on MDD while addressing the influence of sex and smoking status. METHODS:
The association of the CRHR1 SNPs rs12944712, rs110402, and rs878886 with MDD was
evaluated in 629 Brazilian adults of European descent recruited from the general population [180
(28.6%) with lifetime MDD]. The sample was subdivided according to sex and smoking status.
RESULTS: Among nonsmokers, there were nominal associations between MDD and all tested
SNPs (rs12944712, P=0.042; rs110402, P=0.031, and rs878886, P=0.040), regardless of sex. In
addition, there were significant effects of rs110402 in women (Pcorr=0.034) and rs878886 in men
(Pcorr=0.013). Among lifetime smokers, there were no significant associations between CRHR1
SNPs and MDD. LIMITATIONS: The lack of a depression rating scale; scarcity of information on
the functionality of the CRHR1 SNPs; and relatively small sample sizes in some subgroups.
CONCLUSIONS: Our results strengthen the evidence for the role of CRHR1 SNPs in MDD
susceptibility and suggest that their effects may be modulated by sex and smoking status. These
findings suggest the perspective that reducing phenotypic heterogeneity is warranted in genetic

studies of MDD.
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Much evidence suggests an association between vitamin D deficiency and chronic diseases such
as obesity and dyslipidemia. Although genetic factors play an important role in the etiology of
these diseases, only a few studies have investigated the relationship between vitamin D-related
genes and anthropometric and lipid profiles. The aim of this study was to investigate the
association of three vitamin D-related genes with anthropometric and lipid parameters in 542
adult individuals. We analyzed the rs2228570 polymorphism in the vitamin D receptor gene
(VDR), rs2134095 in the retinoid X receptor gamma gene (RXRG) and rs7041 in the vitamin D-
binding protein gene (GC). Polymorphisms were genotyped by TagMan allelic discrimination.
Gene-gene interactions were evaluated by the general linear model. The functionality of the
polymorphisms was investigated using the following predictors and databases: SIFT (Sorting
Intolerant from Tolerant), PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) and Human Splicing
Finder 3. We identified a significant effect of the interaction between RXRG (rs2134095) and GC
(rs7041) on low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) levels (P=.005). Furthermore, our in silico
analysis suggested a functional role for both variants in the regulation of the gene products. Our
results suggest that the vitamin D-related genes RXRG and GC affect LDL-c levels. These findings
are in agreement with other studies that consistently associate vitamin D and lipid profile.
Together, our results corroborate the idea that analyzing gene-gene interaction would be helpful

to clarify the genetic component of lipid profile.
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The XXllird World Congress of Psychiatric Genetics meeting, sponsored by the International
Society of Psychiatric Genetics, was held in Toronto, ON, Canada, on 16-20 October 2015.
Approximately 700 participants attended to discuss the latest state-of-the-art findings in this
rapidly advancing and evolving field. The following report was written by trainee travel awardees.
Each was assigned one session as a rapporteur. This manuscript represents the highlights and
topics that were covered in the plenary sessions, symposia, and oral sessions during the

conference, and contains major notable and new findings.
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Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is traditionally conceptualized as a
neurodevelopmental disorder that continues into adulthood in up to half of diagnosed cases. In
light of current evidence, factors associated with the course of the disorder remain unknown.
We performed a systematic review of the literature searching for risk markers from childhood
that predicted the persistence of ADHD into adulthood. We reviewed 26,168 abstracts and
selected 72 for full-text review. We identified data from 16 studies, comprising 6 population-
based retrospective samples and 10 clinical follow-ups. We performed meta-analyses of factors
evaluated by at least three studies. Severity of ADHD (OR 2.33, 95 % Cl = 1.6-3.39, p < 0.001),
treatment for ADHD (OR 2.09, 95 % Cl = 1.04-4.18, p = 0.037), comorbid conduct disorder (OR
1.85, 95 % Cl = 1.06-3.24, p = 0.030), and comorbid major depressive disorder (OR 1.8, 95 % Cl =
1.1-2.95, p = 0.019) emerged as predictors already presented in childhood for ADHD persistence
into adulthood. Further, we suggest that cohort studies should be designed to clarify such an

important question for research and clinical practice.
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A history of childhood maltreatment (HCM) has been associated with detrimental psychiatric
outcomes. This is particularly true for transgender, for whom there is initial evidence that HCM
may be associated with psychiatric morbidity. Our study aimed to further characterize the
relationship between HCM and the development of mental disorder in adult life, based on a
sample of Brazilian transgender women. Cross-sectional data were collected from a consecutive
sample of 289 transgender women who attended the Hospital Clinicas clinic for gender
dysphoria, in Porto Alegre, between 1998 and 2014. Our results demonstrated a greater risk of
deteriorating mental health amongst participants who had experienced HCM. Given the
disproportionally high rate of HCM in transgender persons, we advocate for greater assistance

for transgender persons.
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Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common psychiatric disorder, affecting both
children and adults. The Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment REceptors
(SNARE) complex has been implicated in ADHD pathophysiology since it is a key component of
neurotransmitter release events and neurodevelopment processes, and SNPs in this complex
have been associated with ADHD. Here we aim to analyze the effects of SNARE complex variants
on ADHD susceptibility and its clinical heterogeneity in affected adults. We tested the association
between ADHD and polymorphisms on the SNARE genes STX1A (rs2228607), SYT1 (rs1880867
and rs2251214), VAMP2 (26bp Ins/Del) and SNAP25 (rs6108461 and rs8636) on a sample
comprised of 548 adults with ADHD and 644 non-affected controls. Regarding clinical
heterogeneity, we further investigated the effects of associated SNPs on age at onset of
impairment due to ADHD and on relevant externalizing behaviors (i.e. school
suspensions/expulsions and problems with law/authority) and comorbidities (i.e. Substance Use
Disorder, Oppositional Defiant Disorder, Conduct Disorder and Antisocial Personality Disorder).
We replicated a previously reported association between SYT1-rs2251214 and ADHD in
adulthood. This SNP was also associated with age at onset of impairment due to ADHD symptoms
and with a range of externalizing phenotypes. These findings involving SYT1 suggest that variation
in neurotransmitter exocytosis mechanisms may represent an underlying genetic factor shared

by a spectrum of externalizing behaviors and disorders, including - but not restricted to - ADHD.
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The exposition to traumatic events related to urban violence is epidemic in Brazil, with rate of
80% in the general population, and is becoming a major cause of post-traumatic stress disorder
(PTSD). The objective of the study was to compare serum levels of pro-inflammatory interleukin-
6 (IL-6) and anti-inflammatory interleukin-10 (IL-10) in PTSD and resilient individuals. We
hypothesized that resilient individuals present an attenuated pro-inflammatory and enhanced
anti-inflammatory state. We conducted a case-control study comparing 30 resilient individuals
and 30 PTSD patients exposed to traumatic events related to urban violence. The groups were
evaluated using Self-Report Questionnaire (SRQ-20), Mini-International Neuropsychiatric
Interview (MINI) and the Davidson Trauma Scale. For all individuals, blood samples were
collected to determine IL-6, IL-10 and cortisol serum levels. All samples were frozen at -80°C until
the assay and were analyzed with the same immunoassay kit and in duplicates. The resilient
group presented higher IL-10 levels than PTSD patients [mean (CI95%); 1.03 (0.52-2.08) pg/mL
vs. 0.29 (0.20-0.43) pg/mL; P=0.002]. There were no differences in terms of IL-6 or cortisol levels.
The results provided evidence for increased levels of IL-10 in resilient individuals when compared

to PTSD patients, probably conferring them a better anti-inflammatory response after exposition.
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Experimental studies have demonstrated that methylphenidate (MPH) modulates the synaptic
vesicle trafficking and synaptotagmin-1 (Sytl) mRNA levels. Sytl is a regulatory protein of the
SNARE complex, a neurotransmitter exocytosis mediator. Despite this evidence, most SNARE
complex-related genes have never been evaluated in ADHD pharmacogenetics. This study
evaluates, for the first time, polymorphisms on the SNARE complex-related genes STXIA
(rs2228607), VAMP2 (26bp Ins/Del), and SYT1 (rs1880867 and rs2251214) on the response to
immediate-release methylphenidate (IR-MPH) in a naturalistic sample of adults with ADHD. The
sample comprised 433 subjects, of which 272 (62.8%) have completed the short-term IR-MPH
treatment (at least 30 days). The main outcome measure was the categorical variable of short-
term response to IR-MPH based on the Swanson, Nolan, and Pelham Rating Scale-version 4
(SNAP-1V), and on the clinical global impression-improvement scale. Additional analyses
evaluated the percentage of SNAP-IV symptom reduction for each dimension as well as short-
and long- (7 years) term treatment persistence. SYT1-rs2251214 was associated with the
categorical short-term response to IR-MPH (P=0.006, Prpr=0.028), and with the percentage of
inattention and oppositional defiant disorder symptoms reduction (P=0.007, Prpr=0.028 and
P=0.017, Prpr=0.048, respectively). SYT1-rs2251214 was also associated with short-term
treatment persistence (P=0.018, Pgpr=0.048), and with months of treatment (P=0.002,
Pepr=0.016) in the long-term protocol. Our findings suggest that SYT1-rs2251214 presents a
broad influence in IR-MPH response variability in adults with ADHD, being involved with both
symptom response and treatment persistence. If such findings are replicated, Sytl could

represent a key element in MPH pharmacodynamics in adults with ADHD.



286

Submetido como: Karam RG, Rovaris DL, Breda V, Picon FA, Victor MM, Salgado CAl, Vitola ES,
Mota NR, Silva KL, Guimardes-da-Silva PO, Martin Meller, Rohde LA, Grevet EH, Bau CHD.
Trajectories of attention-deficit/hyperactivity disorder dimensions in adults. Segundo round de

revisao na Acta Psychiatr Scand. Fator de impacto: 6,128 (Journal Citation Reports 2015).

Objective: The study of the trajectories of attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD)
dimensions throughout the lifespan may help to elucidate the recent controversy regarding the
nature of adult ADHD. This study investigates the course and the predictors of change for each
ADHD domain during adulthood. Method: Adults with ADHD (n = 344) were followed up for 7
years. Trajectories of inattention, hyperactivity, and impulsivity and their potential predictors
were examined. Results: On average, the symptoms declined in all ADHD dimensions during
follow-up. Despite this, increased inattentive, hyperactive and impulsive symptoms were
observed in approximately 13%, 25%, and 17% of the patients, respectively. Different predictors
influenced the trajectory of each dimension. Oppositional defiant disorder and social phobia
were associated with the maintenance of the symptoms, while alcohol use disorder was
associated with both the maintenance and the rise of the symptoms. Conclusion: Unexpectedly,
a rise in the symptoms was not uncommon in adults with ADHD. Prevalent comorbidities have
the potential to influence the neurodevelopment and the trajectory of ADHD. Therefore, such
predictors should be investigated in population cohorts with the aim to understand the nature
of late-onset ADHD. Additionally, these findings may be relevant in prevention studies and in

strategies for ADHD treatment.
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Experimental studies have demonstrated that methylphenidate (MPH) modulates the synaptic
vesicle trafficking and synaptotagmin-1 (Sytl) mRNA levels. Sytl is a regulatory protein of the
SNARE complex, a neurotransmitter exocytosis mediator. Despite this evidence, most SNARE
complex-related genes have never been evaluated in ADHD pharmacogenetics. This study
evaluates, for the first time, polymorphisms on the SNARE complex-related genes STX1A
(rs2228607), VAMP2 (26bp Ins/Del), and SYT1 (rs1880867 and rs2251214) on the response to
immediate-release methylphenidate (IR-MPH) in a naturalistic sample of adults with ADHD. The
sample comprised 433 subjects, of which 272 (62.8%) have completed the short-term IR-MPH
treatment (at least 30 days). The main outcome measure was the categorical variable of short-
term response to IR-MPH based on the Swanson, Nolan, and Pelham Rating Scale-version 4
(SNAP-IV), and on the clinical global impression-improvement scale. Additional analyses
evaluated the percentage of SNAP-IV symptom reduction for each dimension as well as short-
and long- (7 years) term treatment persistence. SYT1-rs2251214 was associated with the
categorical short-term response to IR-MPH (P=0.006, Prpr=0.028), and with the percentage of
inattention and oppositional defiant disorder symptoms reduction (P=0.007, Prpr=0.028 and
P=0.017, Prpr=0.048, respectively). SYT1-rs2251214 was also associated with short-term
treatment persistence (P=0.018, Pgpr=0.048), and with months of treatment (P=0.002,
Pror=0.016) in the long-term protocol. Our findings suggest that SYT1-rs2251214 presents a
broad influence in IR-MPH response variability in adults with ADHD, being involved with both
symptom response and treatment persistence. If such findings are replicated, Sytl could

represent a key element in MPH pharmacodynamics in adults with ADHD.
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NTAD gene cluster interactions on ADHD and its clinical course throughout adulthood.

Background: Among the few genetic findings repeatedly associated with Attention-
Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) susceptibility, the interaction between the LPHN3 gene
and the NTAD gene cluster (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD?2) is noteworthy considering the strength
of the supporting evidence derived from both linkage and association studies. In order to extend
this characterization, we examined such well-known effects in a 7-year follow-up of a clinical
sample of adults with ADHD, addressing associations with susceptibility, symptomatology and
stability of diagnosis. Methods: Sample comprises 548 cases and 643 controls. Entropy-based
analysis was used to indicate potential interactions, followed by in-depth analyses of covariance
and logistic regression to assess the effects of interactions on ADHD-related outcomes. Results:
Entropy-based analysis indicated a potential interaction between LPHN3-rs6551665 and TTC12-
rs2303380 SNPs influencing ADHD symptomatology. Further analyses revealed significant
interaction effects on ADHD total (p=0.002) and hyperactivity/impulsivity symptom counts
(p=0.005). In the predominantly hyperactive/impulsive and combined presentation group, the
presence of LPHN3-rs6551665 G-allele was associated to increased ADHD risk only in individuals
carrying the TTC12-rs2303380 AA-genotype (p=0.026). Also, this allelic constellation is involved
in the maintenance of ADHD in a predominantly hyperactive/impulsive or combined presentation
after a 7-year follow-up (p=0.008). Conclusions: These observations reinforce and replicate
previous evidence suggesting interactions between LPHN3 and the NTAD cluster as part of the
genetic substrate of ADHD also in adults, adding also new evidence regarding its role in a
phenotype with higher presence of hyperactivity/impulsivity symptoms that is maintained

throughout adulthood.
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The genus Homo is characterized by greater cognitive sophistication and a more complex
behavioral repertoire compared to other primates. The importance of these and related traits
for the adaptive success of Homo is well known, suggesting an important genetic background for
such phenotypes. Recently, the immune system has been proposed as an important modulator
of psychiatric disorders. There is evidence that some genes underlying immune system function
may be the target of balancing selection; however, to which extent this phenomenon plays a role
in behavior, and whether it is of relevance for the evolutionary trajectory of the genus Homo is
unknown. Here, by using a novel approach based on evaluating the excess of polymorphisms
shared between Homo sapiens and Homo neanderthalensis, we show that genes of the immune
system have a significant portion of long-term shared polymorphisms possibly maintained by
balancing selection. Interestingly, several of these shared polymorphisms of the immune system
have been linked to psychiatric disease, suggesting that a genetic repertoire common to immune
and behavioral systems could have been maintained by balancing selection since before the split
between archaic and modern humans. These genes may have had a role in Homo creative
thinking, making them part of a genetic pathway through which natural selection might have

maintained both immunological and behavioral plasticities in Homo.
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D, Paixao-Cortes VR, Bortolini MC. A Tale of Agriculturalists and Hunter-gatherers: Exploring the

Thrifty Genotype Hypothesis in Native South Americans.

Objectives: To determine genetic differences between agriculturalist and hunter-gatherer
southern Native American populations for selected metabolism-related markers and to test
whether Neel’s thrifty genotype hypothesis (TGH) could explain the genetic patterns observed in
these populations. Materials and methods: 375 Native South American individuals from 17
populations were genotyped using six markers (APOE rs429358 and rs7412; APOA2 rs5082; CD36
rs3211883; TCF7L2 rs11196205; and IGF2BP2 rs11705701). Additionally, APOE genotypes from
39 Aymara individuals were obtained from the literature. AMOVA, main effects, and gene-gene
interaction tests were performed. Results: We observed differences in allele distribution patterns
between agriculturalists and hunter-gatherers for some markers. For instance, between-groups
component of genetic variance (FCT) for APOE rs429358 showed strong differences in allelic
distributions between hunter-gatherers and agriculturalists (P = 0.00196). Gene-gene interaction
analysis indicated that the APOE E4/CD36 TT and APOE E4/IGF2BP2 A carrier combinations occur
at a higher frequency in hunter-gatherers, but this combination is not replicated in archaic
(Neanderthal and Denisovan) and ancient (Anzick, Saggaq, Ustlshim, Mal'ta) hunter-gatherer
individuals. Discussion: A complex scenario explains the observed frequencies of the tested
markers in hunter-gatherers. Different factors, such as pleotropic alleles, rainforest selective
pressures, and population dynamics, may be collectively shaping the observed genetic patterns.
We conclude that although TGH seems a plausible hypothesis to explain part of the data, other

factors may be important in our tested populations.
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INTRODUCAO

A partir da descoberta de remanescentes de folhas de coca em tumbas da Bolivia e do Peru, o uso de
Cocaina pbde ser datado aproximadamente desde 5000 a.C. Durante séculos, os nativos do Peru
mascaram folhas de coca enquanto trabalhavam nas planta¢des, pois os efeitos vasoconstrictores e
broncodilatadores ajudavam a suportar a hipdxia causada pela altitude. A coca teve um papel fundamental
no império Inca, onde era considerada uma planta sagrada. Os Incas ndo distinguiam os poderes curativos
da coca de seus supostos poderes magicos, o que levou a planta a ser usada na América do Sul, durante
longo periodo, também como medicacao. Embora usada no periodo colonial, somente no inicio do século
passado, quando passou a fazer parte da composicdo de ténicos e elixires utilizados no tratamento de
diversas doencas, a Cocaina na forma de cloridrato se tornou uma droga de abuso. Atualmente, ha uma
relagdo clara entre o uso da Cocaina, criminalidade e violéncia, e a dependéncia dessa substancia ja é
reconhecida no mundo inteiro como um grande problema social e de saude publica. No mercado de drogas,
a Cocaina pode ser encontrada em duas apresentacdes principais: o ja mencionado cloridrato de Cocaina e
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as pedras de Crack. A primeira consiste em um po sol(vel em agua, que pode ser cheirado ou injetado. Ja o
Crack, é uma versdo alcalina em formato de pequenas pedras, que pode ser fumado utilizando um
"cachimbo". Este ultimo, apresenta um efeito muito mais rapido e devastador do que o cloridrato de
Cocaina, j& que a fumaca inalada atinge rapidamente a circulagdo sanguinea. Devido ao carater epidémico
do uso do Crack e ao grande impacto gerado na saude publica, o governo brasileiro criou o Plano Integrado
de Enfrentamento ao Crack e outras Drogas (decreto n® 7.426) que, desde 2010, vem trabalhando na
tentativa de criar acdes de prevencéo, tratamento e reinsergdo social dos dependentes, além de fortalecer
as ac0Oes contra o narcotrafico em todo o territério nacional. Dessa forma, um maior entendimento sobre
fatores genéticos envolvidos na Dependéncia de Crack, resposta ao tratamento de desintoxicacéo e recaida
ao uso da droga pode contribuir de forma substancial para a¢cdes futuras do plano integrado proposto pelo
governo federal.

Epidemiologia da dependéncia de Cocaina e Crack (DCC) O ultimo World Drug Report do United Nations
Office on Drugs and Crime (WDR 2015) aponta que, apesar de uma leve queda de 10% no cultivo de folhas
de coca, a prevaléncia anual de uso de Cocaina no mundo se manteve estavel em 0,3-0,4% em 2013,
totalizando 17.000.000 de usuarios. Na América do Sul, a prevaléncia anual aumentou de 0,7% em 2010
(1.800.000 de usuarios) para 1,2% (3.340.000 de usuérios), mantendo-se estavel em 2013. O relatério ainda
salienta que essa alta observada na América do Sul é explicada pelo aumento da prevaléncia no Brasil, que
foi estimada em 1,75%. Devido a sua extensdo geografia e grande populacdo urbana, o Brasil se tornou
muito vulneravel ao trafico e consumo da droga. Os dados do WDR 2015 corroboram as estimativas
elevadas obtidas no Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas (LENAD) no ano de 2012. De acordo com
o0 LENAD, as prevaléncias lifetime de uso de Cocaina e de Crack no Brasil sdo 3,9% e 1,5%,
respectivamente, enquanto que a prevaléncia de DCC foi de 0.6% na populagdo geral. Entre os
adolescentes, 0,8% ja usaram pelo menos uma vez na vida Crack e outras formas de cocaina fumada,
sendo a prevaléncia lifetime de uso de Cocaina estimada em 3,6%. A maioria dos dependentes de Crack,
tanto no Brasil quanto em outros paises, vivem em uma situacdo de muita marginalizacao, apresentando
alta prevaléncia de doencgas infecciosas cronicas, envolvimento em crimes com violéncia, falta de moradia
fixa e altos niveis de mortalidade, o que resulta em uma carga de doenca importante. A partir do Gltimo
Global Burden of Diseases (GBD 2013), que avalia a prevaléncia de transtorno por uso de substancias
(TUS) e ndo o nimero de usuarios estimou-se que 7.385.000 de pessoas ao redor do mundo foram
afetadas pelo transtorno por uso de Cocaina em 2013, resultando em 1.200.400 anos de vida perdidos
ajustados por incapacidade. Além disso,

Endereco: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saude
Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

293


rovar
Textbox

rovar
Textbox


293


COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA i Srasil

Continuagéo do Parecer: 1.858.586

0 GBD estimou que 4.305 mortes foram atribuidas diretamente a esse transtorno, um niimero que pode
estar muito subestimado, provavelmente devido a problemas de notificacdo, ou notificacbes de mortes por
outras causas associadas com DCC, como, por exemplo, doengas infecciosas e mortes relacionadas ao
crime e violéncia.

Neurobiologia: o papel da genética. Até o memento, nenhum estudo avaliou especificamente a
herdabilidade da Dependéncia de Crack, entretanto, os trabalhos que estimaram o papel da genética no
abuso/dependéncia de Cocaina mostram que esses fenétipos, tanto em homens quanto em mulheres, sao
substancialmente influenciados por fatores genéticos. Nos trés estudos com gémeos conduzidos até o
momento, as estimativas de herdabilidade variam de 42 a 79%, com uma média ponderada de 72%,
considerada a mais alta entre os TUS. Embora as estimativas de herdabilidade apontem para um papel
relevante da genética na DCC, a identificacao de fatores genéticos de predisposicdo tem encontrado como
principal obstaculo a complexidade do modo de heranga multifatorial, além da heterogeneidade clinica
relacionada ao abuso simultaneo de outras substancias. De qualquer forma, pelo menos uma centena de
estudos de associacdo ja foram conduzidos, avaliando uma gama muito grande de polimorfismos em
diversos genes. Destacam-se genes que codificam proteinas dos sistemas de neurotransmisséao
dopaminérgico, serotonérgico e colinérgico, além dos sistemas opoide, endocanabinoide e de estresse.
Alguns estudos também avaliaram genes codificadores de proteinas implicadas na plasticidade sinaptica,
liberacdo de neurotransmissores e transducgéo de sinais. Destacam-se também alguns trabalhos que
avaliaram o papel de variantes em genes dos sistemas citados anteriormente sobre endofenétipos,
gravidade e subtipos da Dependéncia de Cocaina, além da funcéo cerebral de dependentes e controles a
partir de exames de imagem, resposta a administragdo de Cocaina e farmacogenética. Outros trabalhos,
ainda, avaliaram o papel de variantes raras no risco de desenvolvimento desse transtorno. No Brasil, alguns
estudos genéticos de associagdo caso-controle foram conduzidos em duas amostras distintas, uma que
incluiu pacientes oriundos de Sdo Paulo e a outra do Rio Grande do Sul. Algumas associac¢des
significativas, principalmente para polimorfismos no gene que codifica o transportador de dopamina
(SLC6A3), foram demonstradas. Enquanto a amostra de Sdo Paulo recrutou pacientes que usavam Cocaina
pelas duas principais vias de administra¢do, fumada e inalada, somente o estudo realizado no Rio Grande
do Sul foi desenhado para incluir somente dependentes de Crack, sendo que na literatura internacional isso
€ visto em um Unico estudo. Embora, até o momento, ainda nédo exista nenhum variante consolidada como
fator de risco para DCC e as meta-analises ndo tenham mostrado resultados muito fortes, um polimorfismo
no gene que codifica um receptor nicotinico colinérgico
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(rs16969968-CHRNAS) foi associado com Dependéncia de Cocaina em estudos independentes, gerando
um valor-P combinado de 7.64E-5. Interessantemente, o alelo A desse SNP apresenta um efeito protetor
contra a Dependéncia de Cocaina, mas estéa fortemente associado com risco para Dependéncia de Nicotina
(valor-P combinado = 1,16E-31). Tratando-se de estudos em larga escala, alguns estudos de associagéo
por varredura gendémica (GWAS) se preocuparam em avaliar desfechos compostos por diferentes TUS (por
exemplo: anydep, quantidep, general dep), o que possibilita anélises com tamanhos amostrais maiores, mas
pode introduzir alta heterogeneidade clinica e fenotipica. O Unico GWAS, que avaliou especificamente
dependentes de Cocaina, abriu novas perspectivas para o estudo da etiologia da DCC. Nesse trabalho, que
incluiu mais de 12.000 casos e controles, com ancestralidade africana ou europeia, algumas associacfes
significativas em nivel de varredura gendmica foram reveladas para SNPs nos genes FAM53B (family with
sequence similarity 53, member B), NCOR2 (nuclear receptor corepressor 1) e CDK1 (cyclin-dependent
kinase 1). Como praticamente toda a herdabilidade da DCC ainda é considerada perdida e/ou fantasma, ha
a necessidade de mais estudos genéticos, principalmente no nivel de larga escala, para que novos genes
candidatos possam ser revelados. Espera-se que, a partir de colaboracdes internacionais, o entendimento
da genética da DCC avance como a da Esquizofrenia, que atualmente € um exemplo de sucesso. A partir
de um consorcio internacional envolvendo pesquisadores do mundo todo, mais de 100 regiées do genoma
foram associadas a Esquizofrenia, resultando na descoberta de novos caminhos bioldgicos envolvidos
nesse transtorno, o que possibilitara o desenvolvimento, por exemplo, de terapias farmacolégicas mais
efetivas. Consideramos de extrema importancia para o Brasil a colaboracéo com o NIDA, iniciada a partir de
resultados ja obtidos pela equipe de pesquisa que esta propondo o presente projeto. O NIDA, o qual
fomentard o projeto que esta sendo descrito aqui, € uma instituicdo de prestigio internacional, que tem como
misséo o avanco da ciéncia sobre as causas e consequéncias do uso e dependéncia de drogas aplicando
esse conhecimento na melhoria da sadde individual e publica em ambito internacional. Como mencionado
anteriormente, as evidéncias de estudos com gémeos apontam para uma contribuicdo substancial da
genética. A partir disso, a identificacado de SNPs que modulam a susceptibilidade a esse transtorno € de
fundamental importancia ndo s6 para aumentar o nimero de fatores de risco conhecidos, mas também para
o desenvolvimento novas terapias farmacoldgicas e intervencdes terapéuticas mais personalizadas. Dessa
forma, os resultados de um GWAS poderdo contribuir para um amplo planejamento de estudos futuros, além
de aumentar o potencial daqueles j& em andamento. Nesse sentido, os dados obtidos a partir da
genotipagem em larga escala poderiam contribuir na resolugdo de problemas de estratificagéo
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populacional que frequentemente sdo encontrados na interpretacao de resultados, além de estimular o uso
de abordagens mais amplas, como o gene-based. Além disso, esse sera o primeiro GWAS conduzido em
uma amostra composta exclusivamente por dependentes de Crack. O Crack, embora derivado da Cocaina,
possui maior e muito mais rdpida absorcdo e acao, além de uma breve duracdo de seus efeitos, o que
aumenta muito o craving (desejo) pela droga e o potencial para dependéncia dessa substancia quando
comparado com o cloridrato de Cocaina usado pela via inalada.

HIPOTESE

Embora estudos em larga escala sejam considerados livres de hipbteses prévias, no sentido de que esses
estudos sdo geradores de novas perguntas de pesquisa, espera-se que associa¢cdes ja apontadas em
outros estudos sejam replicadas no presente projeto. Além disso, ha a possibilidade de que novas
associacfGes sejam detectadas e que o estudo de interacBes gene-ambiente possa revelar padrdes de
interacBes especificos da populacdo brasileira.

METODOLOGIA

Trata-se, primariamente, de um estudo transversal do tipo caso-controle. Andlises de gravidade da
dependéncia serdo realizadas em uma subamostra a partir de uma abordagem longitudinal. Participantes e
variaveis do estudo: A amostra serd proveniente de trés projetos de pesquisa distintos (detalhados abaixo),
aprovados por comités de ética em pesquisa (CEP) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS) e também pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP). Esses projetos receberam aprovacao para coleta de sangue para andlise de DNA. A
unificacao desses projetos dara origem a uma grande amostra de um consorcio nacional, chamado de
COCCAINnE Project - Collaborative Case Control Analysis Effort. Como esses projetos continuam em
andamento, estima-se que o COCCAInE Project atinja um tamanho amostral de 1000 casos e de 1000
controles, incluindo homens e mulheres. Os bancos que formar&o o conglomerado chamado de COCCAInE

Project:

PROJETO 1 (PUCRS n° 10/05214):

Estilos parentais, negligéncia na infancia e o craving em usudrias de Crack: relagdo com funcgdes executivas,
comportamento agressivo e marcadores biolégicos" Coordenador: Prof. Dr. Rodrigo Grassi de Oliveira.
Situacdo atual: em andamento. Esse projeto foi desenhado para avaliar o impacto de possiveis interagdes
entre maus-tratos na infancia com SNPs em genes envolvidos na
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acdo do cortisol sobre parametros clinicos de dependentes de Crack. O banco de dados é composto por
marcadores biolégicos, dados cognitivos e comportamentais de mulheres dependentes de Crack que foram
internadas em uma unidade psiquiatrica feminina especializada — Unidade S&o Rafael do Sistema de Saude
Mé&e de Deus. Os dados de 250 mulheres ja fazem parte da amostra.

PROJETO 2 (HCPA n° 100002):

Avaliacédo de usuérios e filhos de mulheres usuérias de Crack e estudos de eficicia de novos tratamentos.
Coordenador: Prof. Dr. Félix Henrique Paim Kessler — UFRGS. Situagéo atual: em andamento. Esse projeto
foi desenhado para avaliar o impacto do uso de Crack em dependentes e filhos de dependentes que
buscaram (e ainda buscam) tratamento em Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Da mesma forma que para o
projeto 1, o banco de dados do projeto 2 é composto por marcadores bioldgicos, dados cognitivos e
comportamentais de dependentes de Crack que foram avaliados em diferentes centros especializados no
tratamento de TUS na regido metropolitana de Porto Alegre. Uma amostra populacional de individuos
controles também foi obtida, sendo que os dados de 400 pacientes e de 200 controles ja fazem parte da
amostra.

PROJETO 3 (HCPA n° 01-321):

Estudo das bases moleculares do transtorno de déficit de atengéo/hiperatividade em adultos. Coordenador:
Prof. Dr. Claiton Henrique Dotto Bau — UFRGS. Situag&o atual: em andamento. Esse projeto foi desenhado
para identificar fatores genéticos de suscetibilidade para o transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade
(TDAH) e suas comorbidades, incluindo TUS. Sabe-se que o TDAH, o qual é associado com Transtorno de
Oposigdo Desafiante e Transtorno de Conduta, aumenta o risco para TUS. Autores, em uma metanalise,
reuniram estudos longitudinais que acompanharam prospectivamente criancas com e sem TDAH até a vida
adulta. Os autores mostraram que as criancas com TDAH séo significativamente mais propensas a
desenvolver abuso e dependéncia de Cocaina quando adolescentes ou adultos do que criangas sem TDAH.
A partir desse projeto, sera unificado ao COCCAInE Project um grupo controle de 630 individuos. Esses
individuos foram recrutados no banco de sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, onde passaram
por uma avaliacdo psiquiatrica.
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Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Identificar variac6es genéticas que modulem o risco para DCC a partir de um GWAS em uma amostra
composta por dependentes de crack e controles.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Colaborar com o National Institute on Drug Abuse (NIDA) para que a amostra brasileira, junto com
amostras de outros paises, fortaleca um consércio internacional que visa desvendar a neurobiologia
envolvida na DCC;

2. Participar de uma mega-analise de GWAS e de futuras metaanalises focadas em variantes genéticas
especificas;

3. A partir de estudos longitudinais, usar os dados gerados pelo GWAS na identificacao de fatores genéticos
envolvidos na resposta ao tratamento de desintoxicagéo e recaida ao uso da droga;

4. Avaliar o papel de interacdes gene-gene, gene-ambiente e de escores poligénicos sobre o risco e
gravidade da DCC;

5. Identificar novas trajetorias genético-moleculares envolvidas na predisposicao e resposta terapéutica que
possam subsidiar respectivamente novos alvos de pesquisa em prevencao e terapéutica;

6. Capacitar novos alunos de mestrado e doutorado para trabalhar com andlise gendmica em larga escala.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Nao existem riscos diretos aos participantes, pois as amostras de DNA e entrevistas ja foram coletadas nos
projetos anteriores. Esse é um projeto que visa a utilizacdo de bancos de dados e material genético de
outros projetos.

BENEFICIOS

Os beneficios sdo apenas indiretos, pois a identificacdo de SNPs que modulam a susceptibilidade a esse
transtorno pode ser de fundamental importancia para aumentar o nimero de fatores de risco conhecidos,
além do desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas e interven¢des terapéuticas mais
personalizadas.
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Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo transversal, caso-controle, com o objetivo de buscar novos marcadores genéticos
gue podem estar envolvidos com suscetibilidade e gravidade da dependéncia de Crack.

As amostras serdo provenientes de trés projetos de pesquisa distintos anteriormente aprovados por comités
de ética. Os projetos séo:

PROJETO 1 (PUCRS n° 10/05214): “Estilos parentais, negligéncia na infancia e o craving em usuérias de
Crack: relagdo com fun¢des executivas, comportamento agressivo e marcadores biolégicos”.

PROJETO 2 (HCPA n° 100002): “Avaliacdo de usuarios e filhos de mulheres usuarias de Crack e estudos
de eficacia de novos tratamentos”.

PROJETO 3 (HCPA n° 01-321): “Estudo das bases moleculares do transtorno de déficit de
atencao/hiperatividade em adultos”.

Esses projetos receberam aprovacdo para coleta de sangue para analise de DNA. A unificacdo desses
projetos dara origem a uma grande amostra de um consorcio nacional, chamado de COCCAInE Project -
Collaborative Case-Control Analysis Effort.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Recomendacgdes:
Caso seja obtido um novo financiador, informar ao CEP através de emenda.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
RESPOSTA AO PARECER CONSUBSTANCIADO CONEP n° 1.714.463:

1. Solicita-se que seja submetida na Plataforma Brasil a tradu¢cdo dos documentos intitulados
"unificadocrack.pdf' e "BraziliansampleNIDA.pdf".

RESPOSTA: Esses documentos foram removidos, pois nés perdemos o prazo para apresentar ao Dr.
Jonathan D. Pollock a aprovacdo do CONEP.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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2. A Folha de Rosto é um documento que da consisténcia juridica ao projeto e representa, portanto, o
compromisso assumido pelo responsavel legal em nome da Instituicdo e do patrocinador. Por isso, deve
estar preenchido, uma vez que, em momento futuro, aquele podera ndo ser mais o responsavel e isso dara
maior respaldo as partes envolvidas, caso seja necessario. Ndo consta na folha de rosto submetida para
apreciacdo ética o devido preenchimento do campo Patrocinador. No documento intitulado
"ProjetoGWASPUC.pdf", pagina 7 de 47, 1é-se: "O NIDA, o qual fomentara o projeto que esta sendo descrito
aqui [...]". Sendo assim, solicita-se apresentar folha de rosto com o campo Patrocinador devidamente
preenchido e assinado. Solicita-se adequacéao.

RESPOSTA: Como nés perdermos o prazo para apresentar ao Dr. Jonathan D. Pollock a aprovacéo do
CONEP, o financiamento sera buscado junto ao NIDA, em um proximo edital, a ser apresentado em
conjunto com a Dra. Consuelo Walss-Bass da Univeristy of Texas — Houston. Por esse motivo ndo ha como
indicar patrocinador nesse momento. No momento que isso for definido, os autores informardo o
CEP/CONEP para atualizacao desse item. Cabe ressaltar que o NIDA somente aprovara o repasse ao Brasil
se o projeto estiver aprovado pelo Ministério das Relacdes Exteriores do Brasil, e essa aprovac¢édo depende
da aprovacgédo do protocolo pela CONEP.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Solicita-se que seja adequada na Folha de Rosto, assim como em qualquer outro documento aplicavel
(incluindo os campos da Plataforma Brasil), a origem do financiamento (patrocinador), uma vez que,
segundo informagé&o contida no projeto detalhado, a instituicdo NIDA fomentar o projeto (vide documento
intitulado “ProjetoGWASPUC.pdf", pagina 7 de 47) e ndo havera financiamento préprio.

RESPOSTA: Como nés perdermos o prazo para apresentar ao Dr. Jonathan D. Pollock a aprovagédo do
CONEP, o financiamento sera buscado junto ao NIDA, em um proximo edital, a ser apresentado em
conjunto com a Dra. Consuelo Walss-Bass da Univeristy of Texas — Houston. Por conta de ndo termos esse
financiamento do NIDA aprovado ainda, os autores, nesse momento, estdo assumindo o financiamento
préprio.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao Projeto Detalhado, intitulado "ProjetoGWASPUC.pdf*:

4.1 Na péagina 14 de 47, item Isolamento de DNA, 1é-se: "O armazenamento e o transporte das
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amostras estdo de acordo com os requisitos das resolugdes do CNS 196 de 1996 e 441 de 2011". Conforme
o item XIV (DAS DISPOSICOES FINAIS) da Resolugdo CNS n° 466 de 2012, "ficam revogadas as
Resolu¢des CNS Nos 196/96, 303/2000 e 404/2008". Sendo assim, uma vez que a Resolu¢cdo CNS n°® 196
de 1996 esté revogada, solicita-se adequacao dos documentos substituindo "Resolu¢cdo CNS n° 196 de
1996" por "Resolucdo CNS n° 466 de 2012".

RESPOSTA: Os autores do projeto fizeram as modificacdes solicitadas no subitem “5.4.1 Isolamento de
DNA” conforme segue:

“O armazenamento e o transporte das amostras estdo de acordo com os requisitos das resolu¢cdes do CNS
466/12 e 441/11. A equipe de pesquisa inclui pessoas capacitadas para coleta e manipulacdo do sangue.
Para o armazenamento dos tubos contendo DNA isolado, dispde-se de um freezer -80 °C, sob
responsabilidade do Prof. Rodrigo Grassi-Oliveira. Toda manipulagdo sera realizada dentro do Neurociéncia
Cognitiva do Desenvolvimento da PUCRS. Todos os procedimentos seguiram (e continuardo seguindo) as
normas da resolucdo 340/04 da Comiss&do Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.2 Todos os aspectos relativos a formacao de biorrepositério ao longo da execucao de uma pesquisa
deverao ser seguidos conforme explicitado na Resolucdo CNS 441/11 e na Portaria MS 2201/11, ainda que
0 armazenamento do material biolégico seja temporéario, sem previsdo de uso futuro. Solicita-se revisar as
referidas normativas e atender as pendéncias abaixo:

i. No cadastro do Protocolo de Pesquisa na Plataforma Brasil
(“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_661445.pdf” de 24/06/2016) foi informado que n&do
havera retencdo de amostras para armazenamento em banco. O termo "banco" é equivocadamente
interpretado como "biobanco”, quando, na realidade, aplica-se tanto a biobanco quanto a biorrespositério.
Assim, sempre que houver coleta e/ou uso de material biolégico em uma pesquisa, este campo da
Plataforma Brasil devera ser assinalado com a opcédo “SIM”. Solicita-se adequacéo.

RESPOSTA: Os autores do projeto anexaram o documento solicitado na Plataforma Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

ii. Deve-se apresentar Termo de Acordo em pesquisas envolvendo mais de uma instituicdo, contemplando
formas de operacionalizacdo, compartilhamento e utilizacdo do material biolégico
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humano armazenado no Biorrepositorio, inclusive a possibilidade de dissolucao futura da parceria e a
consequente partilha e destinacdo dos dados e materiais armazenados (Resolugdo CNS 441/2011, item 13;
Portaria MS 2.201/11, Capitulo 1V, secéo I, artigo 19). Solicita-se adequacao.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

iii. Solicita-se apresentar compromisso das instituicbes e dos pesquisadores no exterior quanto a vedacao
do patenteamento e da utilizagdo comercial do material bioldgico humano armazenado em Biorrepositério no
exterior (Item 16 da Resolucdo CNS n° 441 de 2011).

RESPOSTA: Os autores do projeto anexaram o documento solicitado na Plataforma Brasil.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, intitulado "TCLE.pdf":

5.1 O TCLE é um documento no qual o pesquisador comunica, ao possivel participante ou responsavel,
como sera a pesquisa para a qual ESTA SENDO CONVIDADO, fornecendo a ele (a) todos os
esclarecimentos necessarios para decidir livremente se quer participar ou ndo. Solicita-se que o TCLE seja
redigido EM FORMA DE CONVITE, uma vez que se entende por processo de Consentimento Livre e
Esclarecido todas as etapas a serem necessariamente observadas para que o convidado a participar de
uma pesquisa possa se manifestar, de forma autbnoma, consciente, livre e esclarecida (Item IV da
Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Os autores do projeto fizeram a modificacdo solicitada no TCLE como segue abaixo:
“Gostariamos de convida-lo(a) para participar da pesquisa “Estudo de associagdo por varredura gendmica
na dependéncia de crack e fenétipos relacionados - COllaborative Case-Control INitiativE in crack addiction
(COCcCalNE)”, que esta sendo realizada pela Faculdade de Psicologia da Pontificia Universidade Catélica
do Rio Grande do Sul, coordenada pelo Prof. Dr. Rodrigo Grassi de Oliveira.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.2 Solicita-se que o termo "sujeito" seja substituido pelo termo "participante da pesquisa”, em todo o texto
do TCLE, conforme defini¢do disposta no item 11.10 da Resolugdo CNS n° 466 de 2012.

RESPOSTA: Os autores do projeto fizeram a modificag&o solicitada no TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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5.3 O TCLE nao apresenta a numeracgao das paginas. Para garantir a integridade do documento, solicita-se
que sejam inseridos os numeros de cada pagina, bem como a quantidade total delas, como por exemplo: "1
de 2" ou "1/2" e assim sucessivamente.

RESPOSTA: Os autores fizeram as adequacfes e pintaram em amarelo no TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.4 Solicita-se informar que o TCLE sera elaborado em duas vias, RUBRICADAS EM TODAS AS SUAS
PAGINAS e assinadas, ao seu término, PELO CONVIDADO A PARTICIPAR DA PESQUISA, ou por seu
representante legal, assim como pelo PESQUISADOR RESPONSAVEL, ou membro da equipe. Salienta-se
que os campos de assinatura, ao final do documento, DEVEM ESTAR NA MESMA PAGINA (item IV.5.d da
Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Essas informag8es foram incluidas no TCLE conforme abaixo:

“Este termo foi elaborado em duas vias. Todas as paginas devem ser rubricadas e assinadas, ao seu
término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo
pesquisador responsavel.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.5 Solicita-se incluir no TCLE o nome e o enderecgo (cidade e pais) do laboratério onde as amostras
biolégicas dos participantes de pesquisa serdo armazenadas (Item 9 da Resolugcdo CNS n° 441 de 2011).
RESPOSTA: Essas informacdes foram incluidas no TCLE conforme abaixo: “A sua amostra de DNA esta
armazenada no Laborat6rio Neurociéncia Cognitiva do Desenvolvimentol, Av Ipiranga, n® 6690, 20 andar,
sala 14, Porto Alegre, Rio Grande do Sul.”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5.6 Solicita-se descrever no TCLE os exames que serao realizados com as amostras biologicas do
participante (Item 1V.3.a da Resolu¢cdo CNS n° 466 de 2012).

RESPOSTA: Essas informacdes foram incluidas no TCLE conforme abaixo:

“O exame molecular que serd realizado no exterior consiste em uma genotipagem de marcadores genéticos
a partir do uso de um biochip comercial, ou seja, seu DNA passara por um grande processo de identificacéo
de pequenas regides do DNA, chamadas marcadores, que podem variar de uma pessoa para outra.”
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