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Resumo 
 

O transtorno por uso de cocaína é um problema de saúde pública mundial e está 

associado com criminalidade e violência. Por ser de natureza hidrossolúvel, a 

cocaína pode ser administrada por diferentes vias, sendo o crack a forma da 

cocaína fumada. Os receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) são 

mediadores importantes do sistema de recompensa e podem modular a liberação 

de dopamina. Eles são canais iônicos, formados por 5 subunidades homólogas 

onde diferentes combinações dessas subunidades influenciam as propriedades 

do receptor. Os receptores contendo α5 possuem permeabilidade aumentada ao 

cálcio e são considerados mais responsivos. A subunidade auxiliar α5, codificada 

pelo gene CHRNA5, compõe receptores funcionais apenas na presença de uma 

subunidade primária e uma complementar. Variantes no CHRNA5, principalmente 

o rs16969968, têm sido associadas à dependência de diferentes substâncias, 

como nicotina, cocaína e álcool. Diversos trabalhos têm associado o alelo de 

menor frequência (alelo A) ao risco para dependência de nicotina e proteção 

contra a dependência de cocaína. Entretanto, este SNP e demais variantes 

presentes no CHRNA5 não foram avaliadas na susceptibilidade à dependência de 

crack. Por ser administrado na forma fumada, é sugerido que o crack poderia 

produzir maior efeito de reforço comparado à cocaína, que é administrada de 

forma inalada ou intravenosa. Neste trabalho, nosso objetivo foi avaliar se 

variantes do CHRNA5 influenciam a dependência de crack e se essas influências 

são similares à observada para a dependência de cocaína (inalada ou 

intravenosa) ou à nicotina, que também é uma droga fumada. Foram avaliados 3 

SNPs no gene CHRNA5 (rs16969968, rs588765, rs514743). Observamos que o 

alelo G do rs16969968 foi associado com risco para a dependência de crack, 

corroborando estudos prévios que avaliaram a dependência de cocaína. Também 

reportamos, pela primeira vez, uma associação do rs588765 com dependência de 

crack. Este SNP, capaz de promover alterações nos níveis de RNA mensageiro, 

foi associado previamente com dependência de nicotina e de álcool. Dados 

promissores também foram encontrados na avaliação de haplótipos, corroborando 

os resultados obtidos na análise de polimorfismos individuais. Além destas 
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análises genéticas, nós formulamos uma hipótese relacionada ao efeito paradoxal 

do rs16969968 sobre as dependências de nicotina e crack/cocaína. Nós 

sugerimos que o alelo G promoveria proteção contra a dependência de nicotina 

devido ao seu papel sobre a regulação positiva e risco para dependência de 

crack/cocaína devido ao seu papel sobre a relação dopaminérgica fásico/tônica, 

que permite uma diferença substancial de liberação dopaminérgica extracelular 

entre níveis basais e sob uso da droga. O conjunto de dados reforça o complexo 

papel da variabilidade genética em receptores nicotínicos sobre diferentes 

transtornos por uso de substâncias, apontando para a necessidade de mais 

estudos que contribuam para o detalhamento destes mecanismos. O avanço 

desse tipo de abordagem pode levar a novas perspectivas para a prevenção e 

manejo deste grave problema de saúde pública. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

Abstract 
 

The cocaine use disorder is a global public health problem and it is associated 

with both crime and violence. Since cocaine has water-soluble properties, it can be 

administered by different routes, with crack being the smoked one. The 

dopaminergic release may be modulated by nicotinic acetylcholine receptors 

(nAChRs), which are important mediators of the reward system. These receptors 

are ion channels with different properties according to the combinations of the 5 

homologous subunits that compose them. Receptors containing α5 subunit 

present increased calcium permeability and are more responsive. Such subunit is 

encoded by the CHRNA5 gene, variants in this gene, mostly rs16969968, have 

been associated with addiction of different substances, such as nicotine, cocaine 

and alcohol. Several studies have associated the minor allele (A) with risk for 

nicotine addiction and protection against cocaine addiction. However, this SNP 

and other variants in the CHRNA5 were not evaluated specifically regarding 

susceptibility to crack dependence. Since it is administered in the smoked form, it 

is suggested that crack might produce a greater stimulant effect compared to 

cocaine, which is administered by snorted or intravenous form. This study 

evaluated 3 SNPs in the CHRNA5 gene (rs16969968, rs588765, rs514743) was 

aiming in order to appraise its influence on crack addiction susceptibility and if this 

effect is similar to cocaine addiction or nicotine addiction, another smoked drug. 

The rs16969968 G allele was associated with risk to crack addiction, corroborating 

previous studies that evaluated cocaine addiction. We also reported, for the first 

time, an association of rs588765 with crack addiction. This SNP, can affect mRNA 

levels, and it was previously associated with nicotine and alcohol addiction. 

Moreover, haplotype findings are in agreement with those in the single markers 

analyses. In addition to these genetic analyses, we formulated a hypothesis 

related to the paradoxical effect of rs16969968 on nicotine and crack cocaine 

addictions. It is important to note that although this hypothesis has not been tested 

experimentally, it was formulated based on previous literature. Our findings 

highlight the complex role of genetic variability regarding nicotinic receptors in 

different substance use disorders, pointing to the need of further studies to explore 
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in more details these mechanisms. The improvement of this approach may lead to 

new perspectives for the prevention and management of these serious public 

health problems. 
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Capítulo 1 
 

1.1 Introdução 
 

O transtorno por uso de substâncias (TUS) é caracterizado pelo conjunto 

de sintomas cognitivos, comportamentais e fisiológicos decorrentes do uso 

contínuo de substâncias pelo indivíduo. As alterações nos circuitos cerebrais 

promovidas pelo uso de substâncias podem ser persistentes mesmo após o 

período de desintoxicação, e os efeitos comportamentais decorrentes dessas 

alterações, podem se manifestar durante as recaídas (APA 2013).  

Dentre os critérios de diagnóstico do TUS encontram-se os domínios: baixo 

controle sobre o uso da substância (esforços malsucedidos para diminuir ou 

descontinuar o uso), prejuízo social (uso recorrente que pode resultar no fracasso 

em cumprir tarefas de trabalho) e uso arriscado da substância (o indivíduo 

continua utilizando mesmo estando ciente dos problemas físicos ou psicológicos 

que lhe causam). De acordo com o número de sintomas apresentados, o 

transtorno pode ser classificado como leve, moderado ou grave (APA 2013). 

O uso destas substâncias frequentemente tem início na adolescência, o 

que torna o transtorno especialmente relevante. Em 2010, dados oriundos de 

levantamentos realizados em capitais brasileiras demonstraram que 25,5% dos 

estudantes já tinha feito uso de alguma droga, sem considerar as substâncias 

legais álcool e tabaco (Carlini et al. 2010). De modo geral, dentre as substâncias 

mais utilizadas estão álcool e tabaco, maconha e crack/cocaína (APA 2013).  

O uso de cocaína é considerado um problema de saúde pública mundial e 

está fortemente relacionado com criminalidade e violência (UNODC 2015). No 

Brasil existe um grande mercado de consumidores, o que parece contribuir para a 

colocação do país entre um dos mais violentos do mundo (Abdalla et al. 2018).  

 

A cocaína é obtida através das folhas da planta Erythroxylum, encontrada 

na América do Sul, México, Indonésia e Índias Ocidentais (Altman 1985 et al). 

Após a obtenção do alcaloide ocorre a mistura com ácido clorídrico, dando origem 
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ao cloridrato de cocaína, que tem a aparência de pó branco (Shanti 2003 et al). A 

cocaína em pó (cloridrato de cocaína) pode ser administrada via nasal ou 

injetada, enquanto o crack – encontrado em formato de pedra - é a forma da 

cocaína fumada. O crack é obtido através do hidroclorido de cocaína que é 

dissolvido em água, misturado com uma base forte e aquecido (Shanti 2003 et al). 

A sua produção permite diferenças quanto aos níveis de pureza, podendo conter 

outras substâncias tóxicas. Além disso esse formato aumenta o risco da 

potencialidade aditiva e efeitos tóxicos (Crespo-Fernández et al. 2007). O crack, 

por ser fumado, chega ao cérebro em maior concentração e em menor tempo que 

a cocaína aspirada, possuindo assim um efeito ainda mais devastador (Crespo-

Fernández et al. 2007;Scheidweiler et al. 2003). Seu pico de ação ocorre entre 1 e 

3 minutos e sua duração entre 5 e 15 minutos. Já a cocaína aspirada possui um 

pico de ação entre 15 e 20 minutos, com duração 60 e 90 minutos (Goldstein  et 

al. 2009). 

A via de administração da cocaína está relacionada não apenas a 

diferenças na farmacocinética, mas também na coadministração de diferentes 

substâncias (Stewart  et al. 2014). Isso reforça a possibilidade de que, embora a 

cocaína aspirada e o crack tenham a mesma substância ativa, possa existir 

diferenças importantes entre os usuários das diferentes vias de administração. 

No Brasil, a prevalência do uso de cocaína em algum momento da vida foi 

estimada em 3,9% enquanto que a prevalência da dependência de cocaína em 

0,6% (LENAD 2012). Entre adolescentes essa estimativa foi de 3,6% para 

cocaína e 1,5% para crack (Abdalla et al. 2014; INPAD 2014). Entre os anos de 

2012 e 2014, a prevalência anual do uso de cocaína aumentou na América do Sul 

de 1,2% para 1,5%, estimativa mais alta que a prevalência mundial do ano de 

2014 que foi de 0,4% (UNODC 2016). O Brasil apresenta uma forte contribuição 

para a alta prevalência anual na América do Sul, estimada em 1,7% no ano de 

2013 (UNODC 2015).  

Dados mais recentes mostram que a prevalência do uso de cocaína vem 

aumentando na América do Norte e Europa. Entre 2011 e 2016 houve um 

aumento de 30% na prevalência Europeia. Além disso, a quantidade de cocaína 
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apreendida mundialmente aumentou 30% em 2015, chegando aos níveis mais 

altos já relatados (864 toneladas). Só na Europa, o aumento foi de 35%, 

chegando a 84 toneladas apreendidas (UNODC 2017). 

 

1.2 Efeito do uso de substâncias sobre o cérebro 
 

O mecanismo biológico da dependência envolve o circuito neuronal 

relacionado com a memória e o aprendizado (Dackis & O'Brien 2001; Williams & 

Adinoff 2008). Nesse sentido o uso de cocaína ao longo do tempo provoca 

prejuízos cognitivos em diversos domínios como atenção, memória, tomada de 

decisão baseada em recompensa e desempenho psicomotor (Spronk et al. 2013; 

Vonmoos et al. 2013). Esses prejuízos parecem diferir quanto ao status do 

usuário (usuário ativo ou em abstinência). Dependentes de cocaína no período de 

abstinência apresentaram melhor desempenho cognitivo e aumento na densidade 

de tecido cortical, quando comparados aos usuários ativos (Hanlon et al.  2011). 

Indivíduos que apresentaram prejuízos cognitivos após exposição moderada à 

cocaína tiveram melhora cognitiva após um ano de abstinência, o que sugere que 

pelo menos em parte, alguns domínios cognitivos podem ser reestabelecidos 

após o abandono da droga (Vonmoos et al. 2014). 

O sistema dopaminérgico, um dos principais envolvidos no sistema de 

recompensa, está fortemente envolvido no mecanismo da dependência (Nutt et al. 

2015; Vijayraghavan et al.  2007). Este envolvimento é corroborado por estudos 

de neuroimagem que indicam um aumento nos níveis de dopamina induzido por 

drogas como cocaína e metanfetamina em regiões que incluem o núcleo 

accumbens, assim como diminuição na expressão do receptor de dopamina D2 

(DRD2), sendo que ambas alterações permanecem mesmo após algum tempo de 

desintoxicação (Volkow et al. 2009; Volkow et al.  2011). O núcleo accumbens 

parece ser o sítio principal para a ação da cocaína, uma vez que as células dessa 

região, ao serem estimuladas por dopamina, promovem sensação de recompensa 

(Figura 1). Esse aumento da concentração dopaminérgica ocorre através da sua 

ação inibitória sobre os  transportadores de dopamina. Dessa forma a dopamina 

que seria recaptada, permanece em ação, se acumula e superativa os receptores.  
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Essa experiência fica registrada de forma que essas memórias ao serem 

carregadas provocam o desejo de repeti-la (Hyman et al.  2006; Nestler 2005).  

 

 

Figura 1:Visão geral de estruturas do sistema dopaminérgico: os neurônios 

dopaminérgicos estão localizados nas estruturas do mesencéfalo na substância 

negra (SNc) e área tegmental ventral (ATV). Os seus axônios se projetam para o 

estriado (núcleo caudado, putâmen e estriado ventral, incluindo núcleo 

accumbens), o córtex pré-frontal dorsal e ventral. Striatum (estriado), prefrontal 

cortex (córtex pré-frontal), nucleus accumebens (núcleo accumebns), meso-cortic 

pathway (via mesocortical),meso-limbic pathway (via mesolímbica), nigrostriatal 

pathway (via nigroestriatal).  (Fonte: (Arias-Carrion et al. 2010). 

 

O sistema dopaminérgico não atua sozinho sobre a dependência, e 

dentre os seus mediadores, destacam-se os receptores nicotínicos de acetilcolina 
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(nAChRs) que têm sido bastante estudados nesse sentido (Albuquerque et al.  

2009; Buhler et al. 2015; Sherva et al. 2010; Williams & Adinoff 2008). A nicotina 

age como agonista dos nAChRs, promovendo o aumento na liberação de 

dopamina em regiões cerebrais importantes para o desenvolvimento do abuso de 

substâncias (Jasinska et al. 2014). Já a cocaína eleva os níveis de dopamina no 

núcleo accumbens, através do bloqueio de sua recaptação mediada por seu 

transportador, prolongando o tempo que a dopamina permanece na fenda 

sináptica (Nestler 2005) e através do bloqueio dos nAChRs que promove aumento 

da relação dopaminérgica fásica em relação à tônica, que por sua vez, está 

relacionada a maiores níveis extracelulares dopaminérgicos (Ver item 1.3.1). A 

cocaína inibe os transportadores de dopamina, nAChRs e canais de sódio de uma 

maneira dose-dependente (Acevedo-Rodriguez 2014 et al). Por ser administrada 

por vias diferentes, a cocaína aspirada, intravenosa e fumada (crack), poderia 

apresentar diferenças quanto ao mecanismo de dependência. 

A neurotransmissão dopaminérgica e colinérgica parecem coordenar o 

sistema de recompensa de forma complementar no estriado, uma vez que a 

ativação do receptor de dopamina D1 (DRD1) estimula a liberação de acetilcolina, 

enquanto o receptor DRD2 a inibe. Por outro lado, as projeções dopaminérgicas 

aferentes no núcleo accumbens ativam a acetilcolina no estriado, iniciando a sua 

liberação (Williams & Adinoff 2008). Ainda, a nicotina e a cocaína parecem 

exercer efeitos em direções distintas, onde a nicotina modula a liberação de 

dopamina por ativação dos nAChRs e a cocaína por inibição. 

 

1.3 nAChRs 
 

Os nAChRs são canais iônicos transmembrana distribuídos amplamente no 

sistema nervoso central, sistema nervoso periférico, podendo também ser 

encontrados em tecidos não neuronais. No sistema nervoso central a ativação 

dos nAChRs regula a liberação de neurotransmissores e a excitabilidade celular. 

Essa ativação ocorre pela ligação de um agonista endógeno, como a acetilcolina, 

ou exógeno, como a nicotina, promovendo fluxo iônico que induz à resposta 

celular (Figura 2a) (Gotti & Clementi 2004). 
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 Esses receptores são formados por 5 subunidades homólogas 

organizadas em combinações que podem ser homopentaméricas (formadas por 

um único tipo de subunidade) ou heteropentaméricas que compreendem um 

componente primário (subunidades α, exceto α5 e α10) e um componente 

complementar (subunidades β2, β4, α7-α10) (Figura 2b). Algumas subunidades 

são auxiliares (p.ex.: α5 e β3) e são capazes de formar receptores funcionais 

apenas na presença de uma subunidade primária e uma complementar (Gotti et 

al. 2009; Hogg et al. 2003; Schlaepfer et al. 2008; Williams & Adinoff 2008; 

Albuquerque et al. 2009). 

Os sítios de ligação de acetilcolina se formam entre as interfaces das 

subunidades. Nos nAChRs homoméricos formados por 5 subunidades α7, há um 

sítio de ligação de acetilcolina para cada interface, já nos receptores 

heteroméricos, os locais de ligação se formam entre a interface primária (+) de 

uma subunidade α e uma interface complementar (-) de uma subunidade β2 ou β4 

(Figura 2b) (Gotti et al. 2007). As subunidades auxiliares α5 e β3 não formam 

sítios de ligação ao agonista entre as suas interfaces pois não possuem os 

resíduos necessários. Mesmo assim a presença dessas subunidades em 

pentâmeros heteroméricos tem um importante papel sobre a funcionalidade dos 

nAChRs (Gotti & Clementi 2004). 

 

 

Figura 2: Estrutura dos nAChRs. A. nAChRs são receptores transmembrana 

formados por 5 subunidades homólogas. As setas representam os sítios de 
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ligação da acetilcolina (ACh), que ao se ligar, promove uma mudança na 

conformação do receptor, abrindo o poro central e permitindo o fluxo iônico que 

induz à resposta celular. B. Ilustração de um nAChRs homomérico, formado por 5 

subunidades α7 (à esquerda) e um heteromérico formado por 2 subunidades α4 e 

3 subunidades β2 (à direita). As pequenas estruturas representadas entre as 

interfaces das subunidades são os locais de ligação dor receptor. Note que no 

receptor homomérico existem 5 sítios de ligação, enquanto que no receptor 

heteromérico representado por α4β2, existe apenas 2 sítios de ligação. Adaptado 

de (Changeux 2010). 

Os nAChRs do tipo α4β2* (* indica a possibilidade da presença de 

estruturas auxiliares) são os de maior afinidade à nicotina no cérebro de 

mamíferos, estando presentes tanto em neurônios dopaminérgicos quanto 

GABAérgicos (Flores et al.1992). A subunidade α5 participa da montagem desses 

receptores pré-sinápticos no sistema nervoso central formando α4β2α5, 

representando até 37% do total de α4β2* (Brown et. al 2007; Maoet al. 2008). 

Comparado com o receptor α4β2, este nAChR contendo α5 tem a funcionalidade 

aumentada (alta sensibilidade para ativação por nicotina e maior permeabilidade 

ao cálcio) (Brown et al. 2007; Kuryatov& Lindstrom 2011). Outra peculiaridade é 

que os receptores α4β2 sofrem regulação positiva (aumento no número de 

receptores) após exposição crônica à nicotina (Melroy-Greif et al. 2016), e este 

mecanismo está relacionado à tolerância e dependência de nicotina (Govind et al. 

2009). Entretanto, receptores α4β2α5 não sofrem regulação positiva, o que 

sugere um mecanismo regulatório desta subunidade. No estudo de Mao et al 

(2008), a administração crônica de nicotina em ratos aumentou o número de 

nAChRs imunoprecipitados pelos anticorpos α4 e β2 em 37-85% nas quatro 

regiões cerebrais examinadas. Já a subunidade α5 não sofreu qualquer alteração.  

Além do receptor α4β2α5, a subunidade α5 compõe outros tipos de 

nAChRs, como α3β4* e α3β2*, que são raros no cérebro mas predominantes em 

nAChRs pós-sinápticos no sistema nervoso autônomo (Kuryatov et al. 2011). 

Nessas subunidades, a inserção α5 também aumenta a permeabilidade ao cálcio 

(Yu & Role 1998) e parece influenciar o consumo de nicotina. Por exemplo, em 

camundongos, a superexpressão da subunidade β4 promoveu um aumento de 
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aversão à nicotina, e essa aversão foi eliminada quando α5 também foi 

superexpressa na habenula medial (Frahm et al. 2011). Em contrapartida, 

camundongos knockout para subunidade α5 apresentam sensibilidade reduzida à 

nicotina, precisando administrar duas vezes mais nicotina para obter o mesmo 

efeito que camundongos do tipo selvagem (Salas et al. 2003). 

 

1.3.1 Os nAChRs sob a modulação da liberação dopaminérgica e a 
ação da cocaína 

 

Os neurônios dopaminérgicos apresentam descargas espontâneas que 

ocorrem em diferentes níveis de atividade. No mesencéfalo, esses neurônios 

descarregam de duas formas: tônica (forma regular, lenta, em baixas frequências 

e com potenciais de ação individuais sem disparo (Grace & Bunney 1984), e 

fásica (disparos de 20Hz ou mais) (Hyland et al. 2002; Robinsonet al. 2004) que 

induzem a uma maior liberação extracelular dopaminérgica (Floresco et al. 2003). 

Em ratos anestesiados e não tratados, o padrão típico da maioria dos neurônios 

dopaminérgicos se caracteriza por descarga tônica (Floresco et al. 2003; Grace & 

Bunney 1984).  

Os nAChRs têm a capacidade de alterar o padrão e regular a frequência da 

liberação de dopamina (Faure et al. 2014; Zhanget al. 2009b). Nesse sentido, a 

subunidade β2 parece ter um papel importante. Injeções de nicotina induzem a 

perda da atividade espontânea dos neurônios dopaminérgicos (fásica) na ATV em 

camundongos β2 knockout. Entretanto, após restauração da subunidade β2, essa 

atividade é reestabelecida (Mameli-Engvall et al. 2006; Maskos et al. 2005). 

Ainda, a inibição dos nAChRs contendo a subunidade β2 promove alteração do 

padrão de liberação dopaminérgica, favorecendo a liberação fásica em relação à 

liberação tônica (Zhanget. al 2009a). Esse mecanismo parece ter um importante 

papel para a dependência de cocaína, uma vez que o favorecimento da liberação 

dopaminérgica fásica em relação à tônica ocorre também após a ação 

antagonista que a cocaína exerce sobre os nAChRs, principalmente do tipo 

α4β2*, e está relacionado a maiores níveis de liberação dopaminérgica 

extracelular (Floresco et al. 2003). Nesse tipo de receptor, a inibição ocorre de 
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forma não competitiva através da ligação da cocaína a um sítio alostérico 

(Acevedo-Rodriguez et al. 2014; Damaj et al. 1999; Francis et al. 2000). 

Estudos em modelo animal têm demonstrado que a inativação do nAChRs 

promove alterações na sensibilidade aos efeitos da cocaína. Em camundongos, a 

inibição dos nAChRs por mecamilamina (bloqueador de nAChRs) se mostrou 

capaz de suprimir a autoadministração de cocaína (Blokhina et al. 2005). Além 

disso, o condicionamento do local de preferência para o uso de cocaína foi 

interrompido após inativação dos nAChRs. Nesse estudo, 5 mg/kg foi a dose mais 

baixa de cocaína capaz de promover condicionamento de local de preferência. 

Quando coadministrada com 0,2 mg/kg de nicotina, 3 mg/kg de cocaína foram 

suficientes para condicionar o local de preferência (Zachariou et al. 2001). 

 

1.4 Genética do TUS 
 

A susceptibilidade ao TUS sofre influência de fatores genéticos e 

ambientais que podem ser comuns a diferentes substâncias (Palmer et al. 2012). 

Em relação à influência genética, a estimativa de herdabilidade para a 

dependência de diferentes substâncias, incluindo álcool, nicotina, maconha e 

cocaína, varia de 50% a 75% (Ducci & Goldman 2012; Kendler et al. 2015; 

Lynskey et al. 2012; Verhulst et al. 2015; Vink et al. 2005). Especificamente em 

relação à cocaína, a herdabilidade é de aproximadamente 70% (Ducci & Goldman 

2012; Kendler et al. 2000; Kendler & Prescott 1998).  

Considerando doenças multifatoriais, como é o caso do TUS, o método de 

estudo de varredura genômica (GWAS - Genome-Wide Association Study), tem 

sido bastante utilizado. Esta ferramenta permite a busca por associações 

envolvendo polimorfismos de nucleotídeo único (SNP – single nucleotide 

polymorphism) em todo o genoma. Os principais achados de GWAS para 

alcoolismo incluem genes codificadores da enzima álcool desidrogenase ADH1B 

(Gelernter et al. 2014a; Park et al. 2013), região entre os genes ADH1B e ADH1C 

(Frank et al. 2012) e o gene que codifica a enzima aldeído desidrogenase ALDH2 

(Quillen et al. 2014). Em relação ao tabagismo, os resultados mais robustos de 

GWAS tem mostrado associações com o gene codificador da enzima de 
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metabolização da nicotina, CYP2A6 (Furberg et al. 2010; Kumasaka et al. 2012) e 

os genes codificadores das subunidades que compõe os nAChRs, principalmente 

incluindo o cluster CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 (Buhler et al. 2015; Caporaso et 

al. 2009; Liu et al. 2010; Thorgeirsson et al. 2008; Thorgeirsson et al. 2010).  

Quanto a drogas ilícitas, não há GWAS até o presente momento avaliando 

especificamente a dependência de crack. Em relação a cocaína, existe apenas 

um estudo. A dependência de cocaína foi associada com polimorfismos nos 

genes FAM53B (family with sequence similarity 53, member B, relacionado a 

proliferação celular) e NCOR2 (nuclear receptor corepressor 2, associado a 

alguns tipos de câncer) (Gelernteret al. 2014b). Para dependência de maconha, 

um GWAS encontrou associações para risco de dependência em polimorfismos 

nos genes SLC35G1 (solute carrier family 35 member G1, envolvido com fluxo de 

cálcio) e CSMD1 (CUB and Sushi multiple domains 1, anteriormente associado a 

esquizofrenia) (Sherva et al. 2016). 

Até o momento foi publicada apenas uma meta-análise incluindo genes do 

sistema colinérgico, dopaminérgico e endocanabinoide, com enfoque na 

dependência de cocaína. Os dados obtidos demonstraram uma associação do 

cluster CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4, especificamente de uma variante no gene 

CHRNA5, com dependência para cocaína (Buhler et al. 2015).  

Em suma, entre os poucos resultados genéticos robustos para TUS 

encontra-se o cluster dos nAChRs CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4. Estes genes têm 

mostrado associações significativas tanto em GWAS quanto em estudos de 

associação de gene candidato e meta-análises para uso de nicotina, alcoolismo e 

cocaína (Buhler et al. 2015; Chen et al. 2015; Saccone et al. 2010; Stephens et al. 

2013).  

 

1.4.1 O papel do CHRNA5 no TUS 
 

Considerando os resultados envolvendo o cluster dos nAChRs CHRNA5-

CHRNA3-CHRNB4, tanto GWAS quanto meta-análises e estudos de gene 

candidato envolvendo a dependência de nicotina têm predominantemente 

destacado polimorfismos no CHRNA5 (Broms et al. 2012; Caporaso et al. 2009; 



20 
 

Erlich et al. 2010; Liu et al. 2010; Polina et al. 2014; Sherva et al. 2010). 

Localizado no cromossomo 15 (15q25.1), esse gene é composto por 6 éxons 

(Figura 3). SNPs neste gene têm sido associados ao câncer de pulmão (Shen et 

al. 2013), doença pulmonar obstrutiva (Zhao et al. 2015), índice de massa 

corporal e pressão arterial (Kaakinen et al.2012), transtorno de estresse pós 

traumático (Kimbrel et al. 2015), dependência de cocaína (Grucza et al. 2008; 

Saccone et al. 2008; Sherva et al. 2010), dependência de álcool (Wang et al. 

2009), entre outras substâncias (Buhler et al. 2015; Lubke et al.2012). 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática do gene CHRNA5. As barras verdes 

representam os éxons e as regiões entre as barras, representadas apenas pela 

linha preta, representam as regiões intrônicas. Os SNPs estudados na presente 

dissertação estão identificados ao longo do gene em suas respectivas 

localizações (rs588765 íntron 1, rs16969968 éxon 5 e rs514743 íntron 5). 

Adaptado de (Schlaepfer et al. 2008). 

 

A variante mais estudada do CHRNA5 é o rs16969968 (Figura 3). Este 

polimorfismo consiste de uma substituição de G por A no éxon 5, promovendo 

uma troca de aminoácidos de aspartato (Asp) para aspargina (Asn) na posição 

398. Esta troca está distante do local de ligação da acetilcolina, portanto acredita-

se que não influencie a sensibilidade de ligação ao agonista. Por outro lado, Asp 

nessa região é carregado negativamente, permitindo a permeabilidade ao cálcio, 

já a Asn (variante) possui um grupo amida em vez de um grupo carboxílico que 

rs16969968 rs588765 rs514743 

CHRNA5 
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pode inibir essa permeabilidade ao cálcio (Wen et al.2016). A variante Asn 

promove alterações funcionais nos nAChRs. Em receptores do tipo α3β4α5, a 

resposta máxima de cálcio induzida pelo agonista é menor nas células que 

expressam a variante α3β4α5 Asn (Tammimaki et al. 2012). Em α4β2α5, α4β2α5 

Asn quando comparada a α4β2α5 Asp, apresenta diminuição da resposta de 

cálcio intracelular evocada por agonista, redução da permeabilidade ao cálcio e 

melhor dessensibilização de curto prazo (Bierut et al. 2008; Kuryatov et al. 2011). 

Diversos trabalhos têm associado o alelo de menor frequência (A – que 

promove a variação de Asp para Asn) à dependência de nicotina (Buhler et 

al.2015; Grucza et al. 2008; Sherva et al. 2010), em contrapartida, o mesmo alelo 

já foi associado à proteção na dependência de cocaína (Buhler et al. 2015; 

Grucza et al. 2008; Saccone et al. 2008). O mecanismo responsável pelo efeito 

distinto deste SNP sobre a dependência de nicotina e de cocaína ainda não está 

bem estabelecido. Grucza et al. (2008) sugeriram uma hipótese para explicar este 

efeito oposto baseada em mecanismos dopaminérgicos diretos e indiretos. Na 

presença de um receptor menos responsivo (alelo A), a estimulação 

dopaminérgica indireta promovida pela nicotina sobre os neurônios GABA levaria 

a uma sinalização dopaminérgica desinibida, aumentando a resposta da 

dopamina à nicotina. Por outro lado, o mesmo receptor menos responsivo em 

neurônios dopaminérgicos (efeito direto), poderia ser protetor contra dependência 

de cocaína por promover uma função dopaminérgica diminuída. Outra 

peculiaridade interessante deste SNP é a discrepante frequência alélica entre 

diferentes etnias. O alelo A possui frequência de ~36% em europeus e ~2% em 

africanos (Genomes Project et al. 2015). Até o presente momento dois estudos 

avaliaram este polimorfismo em amostra de Americanos Afrodescendentes. Não 

houve associação significativa nas análises de caso-controle (Saccone et al. 

2008; Sherva et al. 2010). Entretanto em um desses estudos foi feita uma análise 

de caso-controle com amostras combinadas (Americanos Eurodescendentes com 

Americanos Afrodescendentes), e a associação foi significativa na mesma direção 

das análises que incluíram somente Americanos Eurodescendentes (Saccone et 

al 2008).   
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Embora em um menor número de estudos, os SNPs rs514743 e 

rs588765, também no gene CHRNA5, já foram associados com dependência a 

substâncias. O rs514743 (31366A>T) até o momento não têm efeitos funcionais 

descritos, contudo já foi associado com uso de álcool (Lubke et al. 2012; 

Schlaepfer et al. 2008) e tabagismo (Polina et al. 2014; Schlaepfer et al. 2008). O 

rs588765 (12564C>T) possui um efeito funcional, em que o alelo T parece 

aumentar a expressão do RNAm (Wang et al. 2009). Este SNP já foi associado 

com tabagismo (Saccone et al. 2010), e com idade de início para doença de 

Parkinson apenas em indivíduos expostos à nicotina (Greenbaum et al. 2013) 

(Figura 3).  

Recentemente, nosso grupo publicou artigos demonstrando a influência 

de variantes do CHRNA5 na dependência de nicotina. Os polimorfismos 

rs16969968, rs514743 e rs588765 foram incluídos nas análises. Observou-se que 

os SNPs rs514743 e rs588765 foram nominalmente associados com tabagismo 

em uma amostra de indivíduos com transtorno de déficit de atenção e 

hiperatividade (TDAH) (Polina et al. 2014). Além disso, em análises subsequentes 

foi observado que os mesmos polimorfismos influenciam o desempenho cognitivo 

em indivíduos com TDAH, onde os SNP rs588765 e rs514743 foram 

nominalmente associados com quociente de inteligência (Schuch et al. 2016). Em 

um modelo animal, o gene CHRNA5 também já se mostrou associado com 

cognição, como no estudo de Bailey et al. (2010), onde camundongos knockout 

para este gene, apresentaram redução no desempenho cognitivo relacionado à 

atenção. 
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Capítulo 2 
 

2.1 Justificativa 

 
A dependência de crack/cocaína é um problema de saúde pública. Na 

América do Sul, a prevalência do uso de cocaína é quase três vezes maior 

quando comparada à prevalência ao redor do mundo, e o Brasil contribui 

consideravelmente para essa alta estimativa. 

O mecanismo biológico da dependência de substâncias envolve 

principalmente o sistema dopaminérgico. Entretanto, o sistema colinérgico 

apresenta um importante papel na mediação da liberação de dopamina o que 

torna os seus componentes (incluindo os nAChRs) candidatos importantes em 

pesquisas sobre fatores genéticos e TUS. 

 O gene CHRNA5 tem sido estudado em transtornos relacionados a 

muitas substâncias. Curiosamente, o alelo G do seu SNP rs16969968 está 

associado com proteção contra dependência de nicotina e risco para 

dependência de cocaína. Ainda, outros polimorfismos (rs514743 e rs588765) 

nesse mesmo gene têm sido associados com dependência de substâncias. 

Nosso grupo recentemente avaliou estes e demais SNPs nos genes 

codificadores de nAChRs, encontrando associações com tabagismo em 

pacientes com TDAH.  

Os resultados genéticos mais robustos para TUS incluem variantes do 

CHRNA5. Contudo, em relação a dependência de crack/cocaína, o mecanismo 

biológico envolvido nestas associações ainda tem sido pouco explorado. Ainda, 

estudos genéticos não têm avaliado se diferentes formas de administração da 

cocaína poderiam apresentar efeitos distintos no cérebro, considerando 

diferenças na farmacocinética da droga. Por exemplo, até o presente momento, 

não foi avaliado se polimorfismos do CHRNA5 influenciam a dependência de 

crack (cocaína em formato de pedra que é fumada) de forma similar à 

dependência de cocaína (administrada de forma intravenoso ou cheirada), ou à 

nicotina, que é uma droga fumada. 
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2.2 Objetivo Geral 
 

Avaliar o papel dos polimorfismos rs588765, rs16969968 e rs514743 do 

gene CHRNA5 sobre a susceptibilidade e gravidade do transtorno por uso de 

crack cocaína.  

 

2.3 Objetivos Específicos 
 

 Investigar a influência dos polimorfismos rs514743, rs588765 e 

rs16969968 do gene CHRNA5 sobre o transtorno por uso de crack cocaína; 

 Investigar a influência dos haplótipos formados pelos 

polimorfismos supracitados sobre o transtorno por uso de crack cocaína; 

 Investigar a influência destes polimorfismos sobre características 

específicas em usuários de crack cocaína – como gravidade da dependência. 
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Capítulo 3 
 

3.1 Artigo 
 

A ser submetido na revista: 

Addiction Biology 

 

Fator de Impacto: 

4,603 
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ABSTRACT 

Introduction: The nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α5 (CHRNA5) is an 

auxiliary subunit, highly distributed on dopaminergic neurons,that enhance the 

responsiveness of nAChRs. The CHRNA5 has been associated with nicotine 

(with genome-wide significance), alcohol and cocaine addictions. So far, this 

gene was not evaluated in smoked (crack) cocaine. Aim: To evaluate the 

influence of CHRNA5 variants in crack addiction susceptibility and severity. 

Methods: 300 crack-addicted patients and 769 non-addicted individuals were 

enrolled in this study. CHRNA5 SNPs evaluated were rs588765, rs16969968 

and rs514743. Results: Homozygosity for rs16969968 and rs588765 major 

alleleswas associated with risk to crack addiction (GG, pcorr=0.046; CC, 

pcorr=0.046, respectively). Haplotype findings corroborate and further detail the 

main effects observed in individual SNP analyses, suggesting a major role for 

rs16969968. Discussion: We showed an influence of rs16969968 in crack 

addiction, corroborating previous findings described in cocaine addiction, in the 

opposite direction of significant GWAS findings for nicotine susceptibility. These 

results are strengthened by the first report of association of rs588765 with crack 

addiction, and by haplotype findings. Conclusion: Our study highlights the 

relevance of the α5 subunit on crack cocaine addiction, reinforcing previous 

finding relating CHRNA5 with addiction of different drugs. 

 

Key words: crack, cocaine, dependence, nicotinic receptor, nAChR α5, 

substance use disorder. 
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Introduction 

The gene that encodes the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) α5 

subunit, also known as CHRNA5, has been highly associated with addiction of 

different substances, mainly nicotine (Buhler et al. 2015; Hancock et al. 2017; 

Hubacek et al. 2017; Leung et al. 2015; Pandey et al. 2017; Saccone et al. 

2017; Zuo et al. 2016); alcohol (Haller et al. 2014; Hallfors et al. 2013; Lubke et 

al. 2012; Wang et al. 2009), and cocaine (Buhler et al. 2015; Grucza et al. 2008; 

Saccone et al. 2008). nAChRs are assembled from five homologues subunits 

which form a pentameric ion channel. These subunits are classified as α and β, 

where α5 is an auxiliary subunit that modulates the functionality of nAChRs and 

dopamine release (Albuquerque et al. 2009).  

The α4β2* nAChRs (the * means the possibility of an accessory subunit, 

as α5) are highly expressed on dopaminergic neurons (McGranahanet al. 

2011). On the presence of α5, forming α4β2α5, there is an increase of calcium 

permeability that turns the receptor more responsive to its ligand (Brownet al. 

2007; Tapiaet al. 2007). An important genetic variant in the coding region of α5 

subunit, the rs16969968 (G>A) promotes a change of Aspartic Acid to 

Asparagine amino acid that decreases the calcium permeability and turns the 

receptor less responsive (Bierut et al. 2008; Kuryatov et al. 2011). This variant 

has been frequently associated with smoking behavior (Pandey et al. 2017; 

Sherva et al. 2010), including findings from genome-wide association studies 

(GWAS) (Furberg et al. 2010; Saccone et al. 2017). Moreover, this SNP has 

opposite effects on the susceptibility to nicotine and cocaine addiction (Buhler et 

al. 2015; Grucza et al. 2008; Sherva et al. 2010).  Grucza et al. (2008) 

suggested a hypothesis to explain this contradictory effect based on direct and 

indirect dopaminergic mechanisms. In the presence of a less responsive 

receptor (rs16969968 A allele), the indirect dopaminergic stimulation promoted 

by nicotine on GABA neurons would lead to a disinhibited dopamine signaling, 

enhancing dopamine response to nicotine. On the other hand, the same less 

responsive receptor in the context of dopaminergic neurons (direct effect) would 

be protective for cocaine addiction since it could promote a diminished 

dopamine effect (Grucza et al. 2008). However, no study has evaluated the 

influence of this SNP, not even other CHRNA5 variants, on crack addiction. 
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Furthermore, the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster has been 

consistently associated with alcohol and nicotine addictions. However, few 

studies have evaluated the influence of genetic variants on cocaine addiction 

(Buhler et al. 2015). It is suggested that the administration route of cocaine 

(intranasal, intravenous and smoked) could present distinct effects in the brain 

related to its pharmacokinetic, where smoking cocaine (crack) would produce a 

higher reinforcement effect (Verebey & Gold 1988; Volkow et al. 2000). 

Considering these findings, our aim is to evaluate if there is influence of 

CHRNA5 variants on crack addiction and if its influence is similar to cocaine 

addiction (snorted and or intravenous) or nicotine addiction, which is a smoked 

drug. 

 

Methods 

Sample and diagnostic procedures 

This study enrolled 300 crack addicted patients from public and voluntary 

detoxification services from Southern Brazil. Crack addiction diagnosis followed 

the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders fourth edition (DSM-

IV) criteria (APA, 1994) using the structured clinical interviews. The control 

sample comprised 769 non-addicted individuals from either the general 

population or blood donors from the Hospital de Clínicas de Porto Alegre. All 

individuals are Brazilians of European descent at least 18 years old. The 

sample characteristics are shown in Table 1. 

Cases were admitted in units of the public system and were diagnosed 

after detailed interviews conducted by trained clinical psychologists and 

psychiatrists. Addiction and other problems were evaluated by the Addiction 

Severity Index – 6 (ASI-6), a multidimensional semi-structured interview that 

evaluates patient's lifetime as well as recent status in nine functional areas of 

life including medical and drug use (Cacciola et al. 2011; Kessler et al. 2012). 

This instrument also evaluates other variables, such as age of first crack and 

cocaine use and years of regular crack and cocaine use. Cases were excluded 

if they present schizophrenia, psychotic symptoms, severe cognitive impairment 

resulting in alterations of consciousness and psychomotor agitation, diagnosis 
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of a neurologic infectious or metabolic disease and Mini-Mental State 

Examination (MMSE) score <18.  

The control group was evaluated to psychiatric disorders and substance 

use by DSM-IV screening module – SCID-I (First & Gibbon 2004), or using the 

Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening test (ASSIST) for the 

first screening of drug use. Individuals were excluded if they showed any 

confusion status as well as presence of psychotic disorders or severe 

intellectual disability that could interfere in the correct use of research 

instruments. A more extensive sample description as well as the protocol 

applied in this study can be assessed in previous publications (Rovaris et al. 

2017; Stolf et al. 2014). 

 This study is in accordance with the Declaration of Helsinki. All 

participants signed the consent form approved by the participants institutional 

review boards (IRB).  

 

SNP selection and genotyping 

The SNP selection criteria for this study were minor allele frequency 

higher than 20%, possible functional effect and previous associations with 

substance use disorders (SUD). The rs588765 (12564C>T) modifies RNAm 

levels (Wang, Grucza, et al. 2009) and rs16969968 (30064G>A, D398N) alters 

the receptor responsivity (Bierut et al. 2008). Although rs514743 (31366A>T) 

does not present known functional effect, its frequent association reports 

involving SUD led to its inclusion (Lubke et al. 2012; Polina et al. 2014).  

DNA was extracted from peripheral blood by the salting out method 

(Lahiri & Nurnberger 1991) or from saliva by Oragene DNA kit according to the 

manufacturer's instructions (Oragene DNA kit, DNA genotec, Canada). SNPs 

were genotyped using predesigned and validated TaqMan SNP genotyping 

assays (StepOnePlus, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). We re-

genotyped 20% of the sample randomly, and no divergence was detected. All 

SNPs are in Hardy Weinberg Equilibrium in cases and controls (cases p= 0.22-

1.0; controls p= 0.19-0.58).  

 

Statistical analyses  
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Logistic regression analyses were performed to evaluate the effect of 

each individual SNP on the susceptibility to crack cocaine addiction. To assess 

the effect of each SNP on severity of crack cocaine addiction as well as age of 

first use and years of regular crack and cocaine use through ASI-6, we 

conducted linear regression models. We performed the dominant (carrier of 

minor allele versus homozygous for the major allele) and genotypic models and 

all analyses were adjusted for age and sex. Analyses were performed using 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 18. Linkage 

disequilibrium (LD) and haplotype analyses were performed using PLINK 

program (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/; (Purcell et al. 2007). 

Multiple testing correction was performed using FDR. 

 

Results 

In the case-control analyses, homozygosity for the rs16969968 and 

rs588765 major alleleswas associated with risk to crack addiction in the 

genotypic model (GG, p=0.029/pcorr=0.046, OR=1.689; CC, 

p=0.031/pcorr=0.046, OR=1.735, respectively). rs514743 was not associated 

with crack addiction (Table 2). 

All polymorphisms analyzed were in strong LD (rs588765 and 

rs16969968 D'= 0.994, R= 0.252; rs16969968 and rs514743 D'= 0.992, 

R=0.206; rs588765 and rs514743 D'= 0.997, R=0.819). Global haplotype 

analyses revealed significant results among the three SNPs: 

rs588765|rs1696996 p=9.51x10-5; rs16969968|rs514743 p=2.53x10-4 and 

rs588765|rs16969968|rs514743 p=8.69x10-5. Individual analyses of each 

haplotype block revealed that the A allele (protection) of rs16969968 in the 

presence of any allele of rs588765 and rs514743 was associated with 

protection against crack addiction, while the G allele (risk) of rs16969968 was 

associated with risk to crack addiction only in the presence of C allele (risk) of 

rs588765 or/and in the presence of A allele of rs514743 (Table 3). 

Regarding addiction severity, none of CHRNA5 SNPs and haplotypes 

were associated with the outcomes analyzed (ASI drug score, ASI psychiatric 

score, age of first crack and cocaine use, and years of regular crack and 

cocaine use).  

 

http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/
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Discussion 

Nicotinic receptor genes, including CHRNA5, may be included in a 

relatively small list of genes with consistent and replicated effects in candidate 

gene and genome-wide studies, especially in this case for nicotine addiction. 

The present study is the first analysis of CHRNA5 nAChR auxiliary 

subunitvariants in the susceptibility to crack addiction. The findings confirm the 

influence of rs16969968 G allele, previously associated with snorted or 

intravenous cocaine addiction (Buhler et al. 2015; Grucza et al. 2008; Saccone 

et al. 2008), suggesting the same alleles are associated with different routes of 

cocaine use. We also report for the first time the association of an additional 

CHRNA5 variant (rs588765), as well as corresponding haplotype findings. 

Interestingly, the consistently replicated effect of rs16969968 on nicotine 

addiction (Buhler et al. 2015; Pandey et al. 2017) is in the opposite direction, 

where the A allele confers risk. This opposite effect related to the same 

CHRNA5 SNP may represent an opportunity to understand apparently 

contradictory genetic findings, including a GWAS hit, in light of the different 

impacts of agonist and antagonist drugs.  

Mao et al. (2008) suggested that CHRNA5 variants could promote more 

or less upregulation of α4β2 after exposure to nicotine (Maoet al. 2008). 

Chronic administration of nicotine promotes α4β2 nAChRs desensitization and 

upregulation (increased number of receptors) (Melroy-Greifet al. 2016), leading 

to nicotine tolerance and addiction (Govind et al. 2009). However, nicotine does 

not promote upregulation on the more responsive α4β2α5 nAChRs (Mao et al. 

2008). We hypothesize that the presence of rs16969968 G allele – associated 

with a more responsive receptor – could prevent upregulation of α4β2 due to 

compensation mechanisms, leading to a lower susceptibility to nicotine 

addiction. On the other hand, in the presence of A allele, which is associated 

with risk to nicotine addiction, α4β2α5 would not be more responsive than α4β2, 

therefore permitting upregulation of α4β2.  

In addition to the well-known inhibition of dopamine reuptake (Ritzet al. 

1987), cocaine administration also inhibits nAChRs, leading to increased phasic 

to tonic dopamine ratio (Acevedo-Rodriguez et al. 2014). Dopaminergic release 

can promote two distinct timescales, which are balanced. The tonic timescale is 
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characterized by low frequencies consisting of individual action potentials 

without bursts (Grace & Bunney 1984), whereas the phasic timescale is 

characterized by bursts and higher extracellular dopamine release (Hyland et al. 

2002; Robinson et al. 2004).  

Acevedo-Rodriguez et al. (2014) demonstrated that the phasic to tonic 

dopamine ratio is balanced in wild type mice. However, in β2-subunit knockout 

mice this dopamine ratio is unbalanced, with higher phasic timescale. Besides 

that, cocaine administration in β2-subunit knockout mice did not alter the phasic 

to tonic dopamine ratio as occurred in wild mice (Acevedo-Rodriguez et al. 

2014). We hypothesize that the inhibition of a more responsive α5 receptor – 

presence of rs16969968 G allele – after cocaine administration would promote 

a switch of the dopamine ratio, with a higher phasic timescale compared to tonic 

timescale. The phasic timescale induces higher extracellular dopamine release, 

increasing reward. On the other hand, the dopamine ratio would be unbalanced 

in less responsive nAChRs (rs16969968 A allele), with a naturally higher phasic 

timescale. In this scenario, cocaine administration would not promote a switch 

of phasic to tonic dopamine ratio, not leading to a substantial change in 

dopamine release or reward.  

In relation to rs588765, we demonstrated for the first time an association 

with crack addiction, reinforcing previous associations of this SNP with 

addiction, especially in nicotine dependence. Furthermore, functional studies 

demonstrated that presence of C allele promotes lower mRNA levels. 

Nonetheless, more studies are needed to understand the impact of changes in 

the mRNA levels on SUD. Additionally, our haplotype findings corroborate the 

main effects observed in individual SNP analyses. Although others studies did 

not investigate these haplotype blocks in crack or cocaine addictions, results 

from Wang et al (2009) might support our associations. The haplotype block 

encompassing rs588765 and rs16969968 was associated with nicotine 

addiction in patients with lung cancer. While the C-G haplotype was associated 

with risk to crack addiction by our study, Wang et al. (2009) showed that this 

same haplotype was related to protection against nicotine addiction. Similar 

results were observed with the C-A haplotype. In both studies, haplotype 

findings appear to be carried by the effect of rs16969968. 
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Taking into account all candidate gene and GWAS findings previously 

reported and the results presented here, the relationship between nAChRs and 

addiction is strong and corroborated by several studies. The functionality of 

these receptors seems to be very important to elucidate the mechanism of 

addiction. In particular, the role of the α5 subunit on crack cocaine addiction is 

very promising being directly linked to the nAChRs responsiveness. However, 

this study has some limitations that should be addressed. Although the new 

rationale proposed regarding the opposite effects of rs16969968 in nicotine and 

crack cocaine addiction was based on several evidence already published, 

functional studies are necessary to confirm such hypothesis. In addition, co-

administration of nicotine and crack cocaine is very common among addicted 

individuals, hindering the individual assessment of these substances in the 

context of molecular mechanisms. Nonetheless, previous studies have also not 

considered the use of multiple substances in their analyses (Grucza et al. 2008; 

Saccone et al. 2008). Our sample is similar to the other samples of association 

studies between rs16969968 and cocaine addiction, where the vast majority of 

individuals had also a history of smoking. Much larger sample sizes would be 

needed in order to study ―pure‖ crack or cocaine addiction, without smoking.  

In conclusion, our study corroborates previous findings, showing that the 

same allele of rs16969968 is associated with cocaine addiction and also with 

crack addiction. These results reinforce the important role of accessory or 

auxiliary subunits in psychiatric disorders, as have been seen in studies from 

our research group (Cupertino et al. 2017; da Silva et al. 2017). If confirmed, 

these results indicate a pivotal role of the genetic variability of α5 subunit on 

smoking and crack cocaine addiction.  
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Table 1: Sample characterization  

 

Cases Controls 

 N=300 N=769 

 N (%) N (%) 

Men 165 (55.0) 440 (57.2) 

Presence of any mood disorder* 228 (82.0) 222 (28.9) 

 Mean (SD) Mean (SD) 

Age 30.73 (8.3) 29.21 (8.63) 

ASI Drugs 50.83 (8.97) - 

ASI Psychiatric 47.60 (9.94) - 

Age of first cocaine use 18.41 (5.63) - 

Age of first crack use 22.98 (8.33) - 

Years of cocaine use 5.73 (6.18) - 

Years of crack use 5.46 (4.76) - 

*Major depression disorder, bipolar disorder and dysthymia 
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Table 2: Case-control analyses  

    Genotypic and Dominant model 

    Genotypes 

Cases  

(n=300) 

Controls 

(n=769) OR (IC 95%) P value 

rs514743 

Genotypic model 

TT (reference) 16(5.3) 63(8.2)     

 

AT 123(41) 340(44.2) 1.480 (0.822-2.667) 0.191 

 

AA 161(53.6) 366(47.6) 1.785 (0.998-3.192) 0.051 

 

Dominant model AT+TT (reference) 

  

1.272 (0.972-1.663) 0.079 

rs588765 

Genotypic model 

TT (reference) 23(7.6) 88(11.4)     

 

CT 132(44) 356(46.3) 1.472(0.890-2.433) 0.132 

 

CC 145(48.3) 325(42.3) 1.735 (1.052-2.862) 0.031
a
 

 

Dominant model CT+TT (reference) 

  

1.262 (0.964-1.651) 0.090 

rs16969968 

Genotypic model 

AA (reference) 27(9) 100(13)     

 

AG 126(42) 343(44.6) 1.390 (0.866-2.232) 0.172 

 

GG 147(49) 326(42.4) 1.689 (1.057-2.699) 0.029
b
 

  Dominant model AG+AA (reference)     1.298 (0.992-.1698) 0.057 

All analyses were adjusted for age and sex. Multiple testing correction (FDR): 
a
 p= 0.0456 and 

b
 p= 0.0456. 

 

 

 



37 
 

Table 3 

    CHRNA5 individual haplotypes 

 

NHAP STAT 
P-value 

(gl/gl corr*) 

W
in

d
o

w
 

rs
5

8
8
7

6
5
 

rs
1

6
9
6

9
9
6

8
 

rs
5

1
4
7

4
3
 

Frequency b STAT 
P-value 

(ind/ind corr*) 

    1 C A  0.337 0.791 5.14 0.0233/0.0328* 
CHRNA5    1 T G  0.331 0.798 4.55 0.0328/0.0328* 

rs588765|rs16969968 3 18.5 9.51e-005 1 C G  0.33 1.53 18.5 1.68e-005/5.04e-005* 
rs16969968|rs514743 3 16.6 0.000253 2  G T 0.29 0.793 4.33 0.0374/0.0374* 
rs588765|rs16969968|rs514743 3 18.7 8.69e-005 2  A A 0.337 0.791 5.14 0.0233/0.0349* 

    2  G A 0.372 1.49 16.5 4.76e-005/14.280 e-005* 
    3 T G T 0.289 0.795 4.21 0.0402/0.0402* 
    3 C A A 0.337 0.791 5.12 0.0237/0.0355* 

    3 C G A 0.33 1.53 18.7 1.53e-005/4.59 e-005* 

NHAP = Number of individual haplotypes in that window. All analyses were adjusted for age and sex. *P global (gl) corrected (corr). The frequency 

threshold of 5 % was determined using the ‗--mhf 0.05‘ command.  
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Capítulo 4 
 

4.1 Discussão Geral 
  

A função da subunidade α5 ressalta a complexidade dos nAChRs. Ao 

mesmo tempo em que ela é definida como uma subunidade auxiliar, a sua 

presença é um potencializador dos nAChRs. Além disso, variantes no gene 

CHRNA5 têm sido associadas com fenótipos bastante distintos, desde câncer 

de pulmão, índice de massa corporal até TUS. Uma hipótese que tem sido 

avaliada no nosso grupo é a de que proteínas auxiliares em sistemas de 

neurotransmissão apresentam maior tolerância à variabilidade genética com 

repercussões funcionais importantes. Nesse sentido, temos verificado 

resultados muito interessantes envolvendo o gene codificador de uma proteína 

acessória Sinaptotagmina 1 (SYT1) em um sistema envolvido na exocitose de 

neurotransmissores (Cupertino et al. 2017; da Silva et al. 2017). 

Especificamente no caso da subunidade α5, além de não formar sítios de 

ligação, a sua presença exige uma combinação específica envolvendo outros 

dois tipos de subunidade (α e β) para a formação de receptores nicotínicos 

funcionais. 

O SNP mais estudado do CHRNA5 é o rs16969968. O efeito distinto de 

cada um dos alelos deste SNP sobre a dependência de cocaína e nicotina tem 

sido consistentemente replicado, o que pode representar uma oportunidade 

para entender achados genéticos aparentemente contraditórios à luz de 

diferentes impactos sobre diferentes substâncias. Os primeiros relatos sobre 

esse efeito oposto envolvendo as dependências de nicotina e cocaína 

promoveram surpresa entre os pesquisadores, pois sua hipótese a priori era de 

que o alelo A, já associado com risco para nicotina em diversos estudos, 

também fosse associado com risco para dependência de cocaína (Grucza et al. 

2008; Saccone et al. 2008). Entretanto, parece ser lógico pensarmos que 

substâncias com mecanismos de ação distintos possam promover efeitos 

distintos sobre o mesmo background genético. Nesse contexto se enquadra a 

nicotina e a cocaína. A nicotina é um agonista dos nAChRs, enquanto que a 

cocaína é um antagonista. Por mecanismos opostos, pelo menos quanto aos 
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nAChRs, ambas as substâncias promovem aumento de liberação 

dopaminérgica e dependência (Acevedo-Rodriguez et al. 2014; Jasinska et al. 

2014).  

A complexidade dos circuitos neuronais torna um desafio a previsão dos 

mecanismos neurobiológicos sob determinada situação, pois conta com uma 

infinidade de componentes que interagem em diferentes vias. Concomitante a 

isso, os nAChRs são amplamente distribuídos no cérebro e possuem diversos 

subtipos que modificam suas propriedades. A subunidade α5 está relacionada 

com um aumento da funcionalidade dos nAChRs aos seus ligantes, onde 

receptores com essa molécula apresentam maior influxo de cálcio. A presença 

do alelo A do rs16969968 ―retira‖ essa propriedade, fazendo com que os 

nAChRs, mesmo com a presença do α5, tenham influxo de cálcio reduzido 

(Kuryatov et al. 2011). A subunidade α5 compõe quase 40% dos receptores 

α4β2* (Mao et al. 2008), que são aqueles de maior afinidade à nicotina, 

estando presentes tanto em neurônios excitatórios dopaminérgicos quanto em 

neurônios inibitórios GABAérgicos (Flores et al. 1992). A partir daí podemos 

questionar se o efeito do rs16969968 teria um peso maior em um desses 

sistemas (dopaminérgico e GABAérgico). Grucza et al. (2008) sugerem que 

para a ação da nicotina, os nAChRs α4β2* presentes nos neurônios 

GABAérgicos teriam um maior impacto, enquanto que para a ação da cocaína, 

seriam mais relevantes os nAChRs α4β2* presentes nos neurônios 

dopaminérgicos. Nesta linha, a ação da nicotina sobre receptores menos 

responsivos (α4β2α5 na presença do alelo A do rs16969968), em neurônios 

GABAérgicos, promoveria uma sinalização dopaminérgica desinibida, sendo 

risco para dependência de nicotina. Já a administração de cocaína sob o 

mesmo receptor em neurônios dopaminérgicos, promoveria uma ação 

dopaminérgica diminuída, sendo protetora contra dependência de cocaína. 

Esta hipótese é bastante elegante e tem sido constantemente citada, porém 

não foi mais discutida ou aprofundada. 

Nesta presente dissertação nós sugerimos uma nova hipótese, levando 

em consideração mecanismos diferentes, ainda não discutidos em relação ao 

efeito oposto da nicotina e cocaína no background genético promovido pelo 

rs16969968. Em relação à nicotina, tomamos por base um mecanismo de 
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regulação positiva que ocorre nas subunidades α4β2 e não na α4β2α5 e está 

relacionado à tolerância e dependência de nicotina. Segundo Mao et al. (2008), 

variantes no CHRNA5 podem promover maior ou menor regulação positiva em 

α4β2 após exposição à nicotina. Nós sugerimos que a presença do alelo G do 

rs16969968 – associado com maior funcionalidade do receptor – poderia 

prevenir a regulação positiva de α4β2 devido a um mecanismo compensatório, 

levando a uma menor susceptibilidade à dependência de nicotina. Por outro 

lado, na presença do alelo A – associado com risco para dependência de 

nicotina – α4β2α5 não seria mais responsivo que α4β2, logo não evitaria a 

regulação positiva de α4β2, ou até mesmo o próprio α4β2α5 poderia sofrer 

regulação positiva. Assim, o alelo G do rs16969968 conferiria proteção contra 

dependência de nicotina e o alelo A seria de risco. 

Na maioria dos estudos, considerando a associação da dependência de 

nicotina com o alelo A, atribui-se o resultado oposto envolvendo a cocaína a 

um efeito protetor. Consideramos mais intuitivo considerar como referência o 

alelo G sendo risco para dependência de cocaína do que o alelo A sendo 

proteção. Também consideramos um mecanismo que ainda não foi explorado 

em relação ao CHRNA5, que é a ação inibitória da cocaína sobre os nAChRs. 

Esta ação antagonista leva ao favorecimento da liberação dopaminérgica fásica 

em relação à tônica (Acevedo-Rodriguez et al. 2014) que está relacionada à 

maior liberação dopaminérgica extracelular (Hyland et al. 2002; Robinson et al. 

2004). Acevedo-Rodriguez et al. (2014) demonstraram que a relação 

dopaminérgica fásico/tônica é balanceada em camundongos do tipo selvagem. 

Entretanto em camundongos knockout para a subunidade β2, esta relação 

dopaminérgica é desbalanceada, com maior liberação dopaminérgica fásica em 

relação à tônica. Além disso, a administração de cocaína em camundongos 

knockout para β2 não alterou a relação dopaminérgica fásico/tônica como 

ocorreu com camundongos do tipo selvagem. Vale ressaltar que a liberação 

dopaminérgica fásica induz a maior liberação dopaminérgica extracelular, 

aumentando a sensação de recompensa. Por outro lado, a relação 

dopaminérgica fásico/tônica poderia ser naturalmente desbalanceada em um 

receptor menos responsivo (alelo A do rs16969968), como foi relatada em 

camundongos knockout para subunidade β2, com natural maior liberação 
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dopaminérgica fásica. Neste cenário, a administração de cocaína não 

promoveria troca da relação fásico/tônica, não levando a modificações 

substanciais na liberação dopaminérgica ou recompensa, como também 

ocorreu em camundongos knockout para subunidade β2 após administração de 

cocaína. Seguindo esta linha de raciocínio nós sugerimos que, na presença de 

um receptor mais responsivo contendo α5 – presença do alelo G do 

rs16969968 –, a administração de cocaína poderia promover uma troca de 

relação dopaminérgica, com maiores níveis de liberação dopaminérgica fásica 

em relação à tônica e assim promovendo uma estimulação e sensação de 

recompensa muito superior àquela presente sem a cocaína. 

Outro fator que parece ser importante para dependência de cocaína e 

também está associado com rs16969968 é a personalidade. Dependentes de 

cocaína, na presença de pelo menos um alelo A desse SNP, apresentam maior 

autocontrole, determinação e organização (Zayats et al. 2013), sugerindo que a 

homozigose para o alelo G poderia estar relacionada com impulsividade e 

desinibição comportamental. 

Além de mecanismos genéticos, modificações farmacológicas nos 

nAChRs parecem contribuir para o mecanismo de reforço da cocaína, e a 

ativação dos nAChRs de alta afinidade à nicotina sugere uma interação entre 

as duas drogas. Em camundongos, em um modelo de condicionamento de 

preferência de lugar para administração de cocaína, a coadministração de 

nicotina diminuiu a dosagem de cocaína necessária para promover 

condicionamento de local de preferência, enquanto a coadministração de 

mecamilamina (antagonista de nAChRs) aumentou a quantidade de cocaína 

necessária para condicionar preferência de lugar (Zachariou et al. 2001). Este 

achado sugere que a nicotina aumenta a sensibilidade à cocaína, e uma vez 

que o rs16969968 está associado a essas duas dependências, e a grande 

maioria os dependentes de crack cocaína são tabagistas, seria interessante 

analisar se existe diferença na gravidade da dependência de crack cocaína 

entre tabagistas e não tabagistas. Infelizmente neste trabalho não foi possível 

avaliar essas diferenças devido ao nosso pequeno tamanho amostral 

concomitante com o alto número de tabagistas (~80%).  
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Considerando todos esses achados na literatura, e até a falta deles em 

relação a experimentos com modelos animais e in vitro envolvendo α5 e a 

dependência de crack cocaína, talvez tenhamos mais perguntas do que 

respostas. Justamente por esta razão, devemos nos motivar a elucidar esses 

mecanismos em diferentes frentes, criando novas hipóteses que devem ser 

questionadas e testadas de forma experimental. Por consequência, 

caminhamos e evoluímos rumo a descobertas significativas que possam 

contribuir para o entendimento e quem sabe melhor manejo de tão grave 

problema de saúde pública. 
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Anexo 1 - Produção científica adicional durante Mestrado 
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