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Resumo 



 

 

NEGRÃO, AB. Variantes genéticas de risco para a dependência de crack/cocaína: 
estudo de associação do tipo gene candidato e epistasia. Tese (Doutorado).  São 
Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; 2012. 

 

O uso da cocaína e do crack tornou-se um problema de saúde pública importante no 
Brasil por conta de prejuízos significativos do ponto de vista médico, psicológico e 
social que ele acarreta. Estudos de gêmeos e, em famílias, sugerem que a 
dependência de cocaína é uma doença complexa, com participação importante de 
fatores genéticos. Os estudos genéticos sobre usuários de cocaína são poucos e 
padecem de problemas metodológicos, tais como, amostras pequenas, com alto grau 
de miscigenação populacional e um número limitado de marcadores genéticos 
pesquisados. Além disto, há pouco sendo feito no sentido de verificar como os genes 
já associados à dependência de cocaína interagem entre si, ou seja, de investigações 
sobre a epistasia genética. Com o intuito de aprofundar a investigação dos aspectos 
biológicos da dependência de cocaína, nós estudamos, através de um estudo caso-
controle, uma amostra de inicial de 746 pacientes dependentes de crack/cocaína 
hospitalizados em clínicas especializadas para o tratamento de dependência química 
na cidade de São Paulo, que foram comparados a 891 controles normais, sem história 
prévia de abuso ilegal de substâncias. Os objetivos desta tese foram: 1) verificar a 
associação de três polimorfismos (rs1803274, rs4263329, rs4680662) para o gene da 
butirilcolinesterase (BCHE), uma enzima envolvida na metabolização da cocaína no 
desenho do tipo gene candidato; 2) testar a hipótese de interação entre o marcador 
funcional Val158Met do gene para a enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) e 
os marcadores do tipo VNTR das regiões 3´UTR e Intron8 do gene do transportador 
da dopamina (DAT1) e; 3) numa análise de caráter exploratório, verificar a interação 
gene-gene de 40 polimorfismos em 12 genes com plausibilidade biológica para a 
dependência da cocaína. A análise estatística fez uso de modelos de regressão 
logística para a interação de marcadores nos dois genes, COMT e DAT1 e, do 
programa “Multifactor Dimensionality Reduction” (MDR) para a análise 
multivariada. A análise envolvendo os marcadores para o gene BCHE não se 
mostraram associados ao fenótipo da dependência de cocaína porém, encontrou-se 
uma associação do marcador funcional rs1803274 (p=0,001; OR=5,83; IC95%=2,10 
- 16,16) nos usuários exclusivos de crack, a forma cheirada da cocaína quando 
comparados aos grupos de uso exclusivo da cocaína na forma cheirada ou, de uso das 
duas formas de administração. Os marcadores do tipo VNTR da DAT1 não 
interagiram em um modelo de regressão logística com o marcador Val158Met da 
COMT. Finalmente, os modelos construídos pelo programa MDR não forneceram 
interações gene-gene que tivessem uma previsibilidade além do acaso. Dentro de 
uma perspectiva genética, os estudos futuros para a dependência de cocaína devem 
aprimorar a caracterização fenotípica, por meio de subgrupos divididos por sintomas 
clínicos e pelo uso de fenótipos intermediários, fazer um rastreio minucioso dos 
marcadores ao longo dos genes de interesse e, usar de métodos analíticos para as 
interações gene-gene e gene-ambiente. 
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NEGRÃO, AB. Genetic risk variants for crack/cocaine dependence:gene candidate 
association study and epistasis. Thesis. São Paulo. “Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo”; 2012. 

 
The use of crack/cocaine has become a major public health problem in Brazil due to 
its manifold problems in the medical, psychological and social realms. Twin and 
family studies have documented the role played by genetic factors and environment 
in cocaine addiction. Genetic association studies in cocaine addiction are few and 
have methodological problems: small sample size, population stratification and a 
paucity of genetic markers have been studied so far. There is also a lack of 
knowledge on how the genes already shown to be associated with cocaine addiction 
interact, that is, genetic epistasis. In order to advance the knowledge  of biological 
factors in cocaine addiction we investigated, by means of a case-control study, 746 
patients with crack/cocaine dependence admitted to specialized clinics for the 
treatment of drug addiction in the city of São Paulo. They were compared to 891 
control subjects with no previous history of illegal drug abuse. The objectives of this 
thesis were: 1) investigate the association of three SNPs (rs1803274, rs4263329, 
rs4680662) in the butirilcholinesterase gene (BCHE) that encodes an enzyme 
involved in cocaine metabolism; 2) test the hypothesis of an interaction between the 
functional marker Val158Met of the catechol-o-metiltransferase enzyme (COMT) 
gene and two VNTRs markers, 3´UTR and Intron8, of the dopamine transporter gene 
(DAT1) and, 3) in an exploratory analysis, investigate the gene-gene interaction of 
40 polymorphisms in 12 genes with a biological plausibility for cocaine addiction. 
Logistic regression was used to assess COMT*DAT1 gene-gene interaction and, the 
“Multifactor Dimensionality Reduction” (MDR) program was used for the other 
multivariate analysis. Genetic variants for the BCHE gene were not associated with 
cocaine addiction but, an association was found between the functional marker 
rs1803274 (p=0,001; OR=5,83; IC95%=2,10 - 16,16) and crack users compared to 
those that snorted cocaine or used both forms of administration. The DAT1 VNTRs 
did not interact with the COMT Val158Met marker. Finally, the models generated by 
the MDR program did not provided any predictive gene-gene interaction better than 
chance. Future studies investigating genetic risk factors for cocaine dependence 
should improve phenotype characterization (clinically derived subgroups and use of 
endophenotypes) and should also make a thorough scan of the genetic markers along 
the genes of interest including gene-gene and gene-environment analysis. 
 
 
 



 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Apresentação  



 

 
 

Estudos epidemiológicos clássicos revelam que uma história familiar de 

dependência de substâncias, o início precoce do uso de substâncias psicoativas, a 

oferta facilitada e a presença de transtornos mentais associados são alguns dos 

fatores de risco para a dependência de cocaína. Dentre estes, a presença de história 

familiar para dependência química é o fator preditor mais importante (Merikangas et 

al. 1998b). Tal como outras doenças crônicas e prevalentes na população geral, a 

dependência de cocaína é tida como uma doença complexa onde uma 

susceptibilidade genética interage com fatores de risco ambientais para a sua 

apresentação. Porém, a confirmação da existência de fatores de risco genéticos para a 

dependência de substâncias é assunto relativamente recente, em particular para a 

dependência da cocaína. Com o desenvolvimento rápido da biologia e genética 

molecular na última década, pesquisadores tem procurado identificar regiões 

cromossômicas ou genes associados com a etiopatogenia da dependência de 

substâncias. 

O intuito desta tese foi de acrescentar conhecimento no que tange aos 

marcadores genéticos de susceptibilidade para a dependência de crack e de cocaína. 

Em linhas gerais, este propósito foi obtido através da exploração de duas abordagens 

num estudo de associação populacional. Uma abordagem tradicional, qual seja, a 

busca de marcadores de risco genético para um único gene num desenho tipo gene 

candidato. A segunda abordagem adotou a noção intuída, porém pouco pesquisada 

até o momento, do efeito combinado ou epistático entre genes. A epistasia definida 

como um componente ubíquo da arquitetura genética humana, tanto da saúde como 

da doença, uma vez que ela direciona as interações biomoleculares determinantes dos 

sistemas biológicos, do mesmo modo que os genótipos interagem entre si. Na prática, 

foram pesquisadas covariáveis de ordem genética que tivessem um efeito marginal 

ou, modulassem o efeito de outra variável de risco genético em dependentes de 

cocaína no nosso meio (Moore & Williams 2009). 
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2.1. Dependência de crack e de cocaína 

 

Descrições registradas do uso prejudicial da cocaína para a saúde já eram 

feitas no final do século XIX, porém ela só adquiriu o status de doença para a 

nosologia psiquiátrica oficial em 1980 (Washton, 1989). Na década de 90, com o 

advento da sua forma fumada, o crack, o consumo da cocaína passa a se tornar um 

problema de saúde pública marcadamente pela velocidade do estabelecimento de 

prejuízos intensos associados ao seu uso (Duailibi et al. 2008). O termo dependência 

de cocaína será doravante usado para designar tanto a forma cheirada, o cloridrato de 

cocaína ou pó, bem como a forma fumada, o crack; quando a distinção entre as duas 

formas for de importância isto será salientado no texto. De modo semelhante, os 

termos dependência química e adicção serão adotados como sinônimos porque 

alguns autores preferem um termo ao outro. 

 

 

2.1.1. Impacto do uso 

 

O último relatório do Escritório das Nações Unidas contra Drogas e Crime 

(UNODC), publicado em junho de 2007, revela que a prevalência anual do uso de 

crack/cocaína ao redor do globo tem se mantido estável (WHO 2007). Porém, as 

prevalências em alguns países, tomadas isoladamente, aumentaram nos últimos anos. 

Dentre estes países, encontra-se o Brasil, onde a prevalência anual do uso de 

crack/cocaína aumentou de 0,4% para 0,7% na população geral, respectivamente, 

entre os anos de 2001 e 2005 (Galduroz et al. 2005; Galduroz et al. 2003). Os estudos 

feitos no nosso meio, mostrando o impacto do uso de crack/cocaína, verificaram que 

há uma maior expressão de comportamentos impulsivos, tais como, envolvimento 

com o crime e taxas de soro positividade para o vírus da imunodeficiência humana e 

do vírus da hepatite C, quando comparados com a população geral (Ferreira Filho et 

al. 2003; Pechansky et al. 2003; vonDiemen et al. 2009). Numa amostra de 

seguimento por 12 anos de usuários de crack/cocaína na cidade de São Paulo, a taxa 

de mortalidade observada foi 7 vezes mais alta do que aquela na população geral 

ajustada para idade e sexo (Dias et al. 2008; Ribeiro et al. 2004). 
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2.2. Fatores de risco no desenvolvimento das dependências químicas 

 

2.2.1. Uma síndrome clínica arraigada no tempo e decorrente de um fator 

ambiental claro 

 

A pessoa com uma dependência de substância psicoativa exibe um padrão 

de uso maladaptativo em que existem necessariamente uma perda de controle sobre o 

consumo da substância associada a uma manutenção deste uso ao longo do tempo, 

apesar das consequências negativas para o usuário. Dentre estas consequências, a 

perda do interesse em atividades que antes eram prazerosas para aquela pessoa. 

Mesmo este padrão sendo interrompido temporariamente, persistem memórias 

ligadas ao uso que, num extremo, desencadeiam vontades intensas, as "fissuras" que 

levam a um novo consumo e com isto ao restabelecimento rápido do padrão 

maladaptativo anterior (Koob & Kreek 2007). Esta é uma situação clássica para a 

epidemiologia, qual seja, uma substância (agente), o uso estabelecido ao longo do 

tempo e das circunstâncias (o meio ambiente) e, uma modificação duradoura no 

comportamento (o indivíduo). O pesquisador nesta área, além de identificar possíveis 

fatores de risco, deve apoiar-se na tentativa de operacionalizar um modelo em que se 

vislumbre de que modo a combinação de componentes causais, incluída aqui a 

quantificação ou suficiência de cada componente, contribuem na susceptibilidade 

para a dependência química. 

 

 

2.2.2. A neuroplasticidade induzida pela droga é o substrato do início e da 

perpetuação da síndrome da dependência 

 

A combinação mais parcimoniosa de um modelo de susceptibilidade seria 

restringir a procura ao fator ou agente necessário, seja ele a cocaína ou qualquer 

outra droga de abuso, investigando somente os aspectos farmacológicos intrínsecos 

da substância de abuso e as mudanças estruturais e/ou funcionais (neuroplasticidade) 

decorrentes do uso. De fato, este foi, por muito tempo, o ponto de partida dos estudos 
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em modelos animais de auto-administração, ou seja, da primazia das características 

adictivas do álcool, cocaína e heroína (Swendsen & LeMoal 2011). Um dos pilares 

da pesquisa biológica experimental nas dependências químicas foi demonstrar que a 

integridade funcional e anatômica das vias dopaminérgicas mesolímbicas, 

particularmente no núcleo accumbes, é condição necessária para gerar o 

comportamento de auto-estimulação, assemelhado à perda de controle sobre o uso do 

dependente químico (Koob et al. 1998). Ou seja, é possível reproduzir, no paradigma 

da auto-estimulação, o comportamento de perda de controle sobre o uso verificado 

em humanos e mais, a elevação dos níveis basais de dopamina no sistema de 

recompensa cerebral é reconhecida como parte integrante da instalação da 

dependência química (Volkow et al. 2009). A neuroplasticidade da recaída é 

investigada no chamado ´modelo animal de recaída´ ("reinstatement") (Kalivas & 

McFarland 2003). Após um período de auto-administração, em que se mimetiza a 

forma de administração da cocaína em rato como ela se dá no início do uso em 

dependentes químicos, ou seja, na forma de "binges" intermitentes, priva-se o rato da 

droga até que ele extinga, em geral depois de dias, qualquer comportamento 

associado ao uso. Neste ponto, simula-se uma ´recaída´, verificada como o retorno de 

comportamentos do período de auto-administração, ao se apresentarem estímulos 

pareados anteriormente com o uso da droga ou mesmo com estresse experimental. 

Isto simula, de modo verossímil, o que foi descrito acima, como a permanência no 

universo subjetivo do dependente químico do que induz a fissuras e 

secundariamente, novo uso e re-instalação da síndrome. Os achados expandiram as 

vias tidas como necessárias para a verificação da instalação, perpetuação e re-

instalação da auto-estimulação para regiões dorsais do estriado e para as ações do 

hormônio liberador da corticotropina na amígadala extendida (Koob & Kreek 2007; 

Volkow et al. 2011). O mérito dos estudos experimentais em adicção  tem sido o de 

expandir o leque de variáveis biológicas a serem investigadas nos dependentes 

químicos.. Em resumo, estudos experimentais demonstram que cada droga de 

adicção conhecida é capaz de mimetizar aspectos centrais da adicção e cada droga 

tem uma valência ou poder de adicção (Ahmed 2011).A susceptibilidade à adicção 

seria, de modo unilateral, determinada pela valência da droga de adicção (O´Connor 

et al. 2011; Haertzen et al. 1983).As alterações da neuroplasticidade subsequentes, 
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tanto no homem, como nos modelos experimentais, são uma resposta farmacológica 

do cérebro independentemente do arcabouço genético do indivíduo. O impacto desta 

postura é visto no número de estudos de associação que fundamentaram a busca de 

fatores de risco genético nas dependências químicas nas vias dopaminérgicas e 

correlatas nos últimos anos (Li & Burmeister 2009). A busca de um modelo 

parcimonioso seria aceitável se duas ordens de observações existissem: 1) indivíduos 

de uma mesma cepa responderiam em uníssono aos efeitos da droga, ajustadas as 

curvas de dose-resposta e 2) pessoas de uma população tida como homogênea fariam 

percursos semelhantes uma vez ultrapassada a fase de experimentação de cocaína.  

 

 

2.2.3. Porcentagem da transição do uso para a dependência de cocaína em 

estudos epidemiológicos 

 

A busca de fatores de susceptibilidade deve se ajustar às evidências dos 

estudos experimentais, mas também ao que se verifica na prática clínica. É fato 

sabido que só uma parcela das pessoas que iniciam o uso de uma substância vão 

progredir para um uso frequente ou, num grau mais intenso, para uma dependência 

química (Anthony et al. 1994; Chen et al. 2004). Realizado entre 1990 a 1992, um 

estudo de levantamento comunitário, mostrou que nas cidades americanas, a taxa de 

transição do uso para dependência de cocaína foi de 17%, ou seja, de cada 6 pessoas 

que usaram cocaína uma vez na vida, uma delas progrediu para a dependência no 

intervalo de dois anos (Anthony & Petronis 1995). O mesmo grupo de pesquisa 

identificou, numa amostra maior, quase 90 mil sujeitos, entrevistada entre 1995 a 

1998, usando "latent class analysis", 927 sujeitos que fizeram uso pela primeira vez 

de cocaína e/ou crack 12 meses antes do estudo (Reboussin & Anthony 2006). O 

risco individual de pertencer a um modelo revelado pela análise de classes latentes, 

compatível com os critérios de dependência química, variou de 6 a 9%. O modelo 

mais parcimonioso, oriundo da análise, revela um risco próximo a 6% em 24 meses 

(Reboussin & Anthony 2006). O fato de iniciar o uso de cocaína na forma de crack 

aumentou o risco para a transição para dependência nesta amostra. Uma estimativa 

para além de dois anos, a partir do início do uso, revela que em 10 anos do início, 
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16% de uma outra amostra comunitária fez a transição para a dependência de cocaína 

(Wagner & Anthony 2002). Não temos estudos, no nosso meio, sobre a questão da 

transição do uso para a dependência de cocaína, porém em um estudo muito 

assemelhado metodologicamente ao estudo de Reboussin e Anthony, 2006, 

verificou-se, numa amostra comunitária da região oeste da cidade de São Paulo, que 

a transição do abuso de álcool para a dependência ocorreu em 28% dos indivíduos 

(Silveira et al. 2011). Estes dados, em conjunto, mostram que a parcela de pessoas 

que evoluem para uma adição não passa de 16%, mesmo depois de uma década da 

exposição inicial à cocaína. Estes dados reduzem a relevância dos aspectos 

estritamente farmacológicos da cocaína na susceptibilidade para a dependência e 

servem para aquilatar a valência da cocaína dentre os demais componentes de risco 

em  um modelo causal. 

 

 

2.2.4. Porcentagem da transição do uso para a dependência de cocaína em 

modelos experimentais 

 

O mesmo parece ser verdadeiro quando se olha de maneira detalhada para 

os estudos em roedores, em especial, ratos, usados em laboratórios de auto-

administração. Desde cedo, nestes experimentos, foi observado que uma parcela dos 

ratos mantinham: a) padrões de consumo constante, sem escalar o uso, b) a aquisição 

de comportamentos de busca ocorria de modo facilitado, quando ocorria, em animais 

classificados como buscadores de novidade; c) diferenças individuais extremas na 

aquisição e extinção dos comportamentos de auto-administração (Ahmed 2011). Do 

mesmo modo como é feito em estudos epidemiológicos retrospectivos, verificou-se 

que apenas 8% de um total de 184 ratos mantinham a auto-administração de cocaína 

quando submetidos a um protocolo de escolha onde cocaína e sacarina (um estímulo 

palatável, mas sem valor nutritivo) eram oferecidos ao mesmo tempo (Cantin et al. 

2010). Este é um exemplo de estudo experimental de protocolos mais recentes, que 

avaliam a valência da cocaína quando ela é oferecida numa situação em que o rato 

tem acesso, ao mesmo tempo, tanto para a auto-administração da cocaína como para 

sacarina. Diferente do protocolo clássico de auto-administração, em que o rato só 
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tem a cocaína ou só tem o veículo no contexto da experimentação, os protocolos de 

escolha mimetizam as situações do mundo natural e humano, onde há uma 

diversidade de estímulos apetitivos. Invariavelmente, a maioria dos ratos prefere a 

sacarina e só uma parcela inferior a 15% demonstra o padrão consistente de uso ao 

longo do tempo mesmo quando privados de alimento ou diante de um repertório 

maior de estímulos palatáveis (Cantin et al. 2010; Lenoir et al. 2007). Esta 

subamostra consome quantidades suficientes de cocaína compatíveis com as 

alterações de neuroplasticidade vistas nos estudos convencionais de auto-

administração. Estes experimentos requerem reprodução mas apontam, como visto 

acima, que os determinantes da dependência recaem também em fatores constituintes 

do indivíduo e do meio que o circunda. 

 

 

2.2.5. Relevância da neuroplasticidade como fator de risco biológico 

 

Já vimos acima o impacto da elucidação da neuroplasticidade no início do 

uso e no estabelecimento de comportamentos compatíveis com a dependência 

química no homem. Porém, estes achados são tidos como consequências do uso e, 

diante das limitações ainda existentes (necessidade de reprodução) ainda estão longe 

de serem qualificados como fatores de risco. Em resumo, temos o seguinte quadro: 1) 

a parcela contribuitória dos fatores inerentes da cocaína em si, no conjunto dos 

componentes de susceptibilidade a partir de dados epidemiológicos, é menor do que 

se imaginava; 2) os estudos de “choice” demonstram que há muito mais a explorar 

em termos de sistemas biológicos de vulnerabilidade em modelos animais que vão 

além do efeito da cocaína sobre o sistema de recompensa; 3) fica implícito, ainda 

mais à luz das baixas porcentagens entre humanos e ratos que transitam para os 

comportamentos da adicção à cocaína, a existência de fatores biológicos de proteção 

ou resiliência. Na prática, devemos ampliar o leque não só dos componentes a serem 

investigados mas, de integrar o conhecimento estabelecido. Até recentemente, a 

maior parte da pesquisa de fatores genéticos em amostras clínicas de usuários de 

cocaína foi feita com a premissa de vulnerabilidade biológica no sistema de 

recompensa (Goldman et al. 2005). Dois pesquisadores, George Koob e Le Moal, 
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2005, pesquisadores que são referências internacionais nas neurociências da adicção, 

dizem claramente que as pesquisas básicas e clínicas deverão dar mais atenção a 

neurocircuitos que vão além das vias dopaminérgicas do sistema de recompensa 

(Koob & LeMoal 2006a).  

 

 

2.2.6. Modelo de susceptibilidade em três níveis 

 

Adotou-se o modelo de susceptibilidade proposto por Swenden e Le Moal, 

2011, que leva em conta os achados neurobiológicos nas adicções e os incorpora a 

aspectos ligados ao ambiente geral e do indivíduo em três níveis: 

sociodemográficos/culturais, ligados a traços de personalidade e comorbidade com 

doenças mentais e, biológicos e genéticos (Swendsen & LeMoal 2011). Será feita 

nesta seção a revisão dos fatores de risco já estabelecidos para as dependências 

químicas com ênfase, naturalmente, naqueles mais pertinentes para a dependência de 

cocaína. A vulnerabilidade biológica foi discutida acima a e genética será revista em 

uma seção própria. 

 

 

2.3. Vulnerabilidade sociodemográfica e cultural 

 

Este nível inclui a população tida de modo amplo, incluindo aspectos como 

a localização geográfica e cultural, e variáveis pertinentes ao indivíduo dentro do 

contexto de uma dada população (idade do início do uso, gênero, raça, etc.). Dentre 

estes fatores, consistentemente tem-se o gênero masculino e a idade de início do uso 

como associados ao desenvolvimento de dependências químicas de modo geral, ou 

seja, independentemente da droga de abuso. Fatores como o ambiente cultural e as 

situações adversas de vida parecem exercer algum papel, porém estes achados são 

provenientes de análises multivariadas, em que se fez uso de inúmeras co-variáveis, 

não permitindo assim uma generalização dos achados para outras populações 

(Merikangas et al. 2009; Szapocznik et al. 2007). 
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Quanto mais precoce a idade de inicio do uso, particularmente, antes dos 16 

anos, maior é o risco da ocorrência de problemas associados ao uso (por exemplo, 

dirigir intoxicado) e, da transição, do uso, para a dependência química (Grant & 

Dawson 1998). O efeito é consistente e grande porque, a cada ano ganho, o risco cai 

em 5% para a chance de transitar do uso para a dependência (Anthony & Petronis 

1995; Pitkanen et al. 2005; Silveira et al. 2011). Para a cocaína, o risco para 

problemas clínicos associados pelo uso foi 1,6 vezes maior nos adolescentes que 

iniciaram antes dos 17 anos comparado  ao uso iniciado acima dos 18 anos (Chen et 

al. 2009). De acordo com uma perspectiva psicobiológica, o adolescente não tem o 

aparto fronto-cortical suficientemente amadurecido para equacionar traços como o 

aumento da impulsividade visto neste período do desenvolvimento (Toga et al. 

2006). Isto justificaria a busca de novidades e o correr riscos que estão associados 

com o uso de drogas (Crews et al. 2007). Pertencer ao sexo masculino é um preditor 

para a dependência de álcool e outras substâncias incluindo cocaína (Grant et al. 

2009; Kalaydjian et al. 2009). Estudos mais recentes, têm estratificado a influência 

do gênero de modo a clarificar a sua importância ao longo das fases de uso inicial, 

uso regular e estabelecimento da dependência (Kalaydjian et al. 2009; Silveira et al. 

2011). Homens exibem um risco maior do que mulheres para o uso inicial e regular 

de álcool, porém há uma atenuação deste risco quando se avalia a transição do uso 

problemático para a dependência (Kalaydjian et al. 2009).  

A importância da caracterização destes fatores de risco se dá na pesquisa e 

na prevenção. Um exemplo de como este fator de risco pode nortear o achado de 

marcadores de risco genético foi feito com fumantes (Grucza et al. 2010). Os autores 

dividiram sua amostra de acordo com o início do uso de nicotina e encontraram 

novos marcadores associados com o uso, partindo da premissa de que a 

susceptibilidade genética para a dependência a nicotina varia de acordo como 

momento ao longo das fases de desenvolvimento do indivíduo em que se dá a 

exposição à nicotina. De fato, os autores identificaram, de um total inicial de mais de 

3 mil marcadores do tipo polimorfismo de nucleotídeo simples (SNP), 13 deles 

associados à idade de início do uso de nicotina. Do ponto de vista preventivo, uma 

grande parcela dos programas em escolas e junto à sociedade alertam sobre o risco 
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do uso precoce e promovem ações no sentido de retardar ao máximo a data de início 

do uso (Winters et al. 2007). 

 

 

2.4. Vulnerabilidade psicológica e psiquiátrica 

 

Um segundo nível diz respeito a fatores de ordem psiquiátrica ou 

psicológica, incluídos aqui aspectos tais como traços de personalidade ou co-

morbidades com outras doenças psiquiátricas. Esta área é extensamente estudada e os 

achados convergem no sentido de que ter um transtorno psiquiátrico aumenta a 

chance de um transtorno de uso de drogas e vice-versa. A verificação de 

comorbidade entre transtornos mentais e dependências químicas é observada em 

estudos transversais de amostras clínicas (Ford et al. 2009). Do mesmo modo, 

estudos feitos na comunidade em diferentes países, adotando metodologias comuns 

constatam a mesma ordem de associação (Merikangas et al. 1998a). Mais do que 

isto, o número e a gravidade de transtornos associados acompanha os estágios de uso, 

abuso e dependência das substâncias (Swendsen et al. 2010). Neste estudo 

prospectivo de Swendesen et al., 2010, a presença de transtorno bipolar ou déficit de 

atenção e hiperatividade (TDAH) aumentou em 3 vezes a chance da transição do 

estágio de abuso para dependências de drogas ilícitas. Infelizmente, os estudos 

prospectivos não possuem poder suficiente para estratificar o efeito da comorbidade 

para a cocaína em separado. A comorbidade para o uso de outras substâncias é 

comum e o encontro de usuários dependentes somente de cocaína é de menos de 

10% em um estudo com amostra de conveniência colhida em clínicas ambulatoriais e 

em unidades de desintoxicação (Bierut et al. 2008; Duailibi et al. 2008). No estudo 

de Bierut et al., 2008, foi feita a comparação entre os dependentes de cocaína em 

atendimento e controles comunitários pareados rigidamente por sexo, idade e 

endereço postal. Encontraram-se as seguintes taxas de comorbidade, para 

dependentes e controles, respectivamente: nicotina 63%/34%, álcool 73%/34% e 

cannabis 54%/26%. Vale ressaltar que as taxas nos controles são altas e indicam que 

eles eram expostos a fatores de risco para estas substâncias tanto como os casos. 

Porém, eles tinham uma taxa 4 vezes maior de dependência de cocaína do que o 
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grupo de casos em atendimento (Bierut et al. 2008). São também consistentes as 

associações entre temperamento e transtornos de personalidade com as dependências 

químicas, embora o nexo causal seja menos claro por conta do baixo número de 

estudos prospectivos neste tópico (Compton et al. 2005). Uma área mais recente de 

estudos é a que investiga traços como a impulsividade e a busca de sensação, em 

parte, pela primazia da suposta neurobiologia em comum, o sistema mesolímbico 

dopaminérgico (Fernandez-Serrano et al. 2012; Paloyelis et al. 2010).  

Na prática, é bem reconhecido, do ponto de vista de saúde pública, que a 

comorbidade é um marcador de pior prognóstico para o paciente (Merikangas & 

Kalaydjian 2007). O quadro é menos definido quando se pensa na comorbidade para 

as dependências químicas a partir de um modelo de vulnerabilidade, isto é, se a 

associação seria  causal ou haveria uma etiologia compartilhada entre os transtornos. 

As evidências a partir de estudos epidemiológicos prospectivos demonstram que as 

alterações de comportamento ou mesmo diagnósticos de transtornos mentais 

antecedem temporalmente o início do uso (Swendsen et al. 2010). A independência 

dos diagnósticos é atestada pelas taxas de concordância em estudos de gêmeos 

(Kendler et al. 2003). Justapostas estas duas abordagens, a hipótese mais aceita é dos 

transtornos mentais estabelecerem um nexo causal, levando às dependências 

químicas. A alta comorbidade com outras dependências químicas em usuários de 

cocaína comparados a controles pareados da mesma comunidade aponta no sentido 

de uma vulnerabilidade comum para as dependências químicas (Bierut et al. 2008). 

Isto é reforçado por um cuidado que estes mesmos investigadores tiveram ao 

desenhar e analisar os dados da pesquisa. A vulnerabilidade aumentada pode ser 

atributo de uma maior exposição a drogas, facilitando a transição até a dependência. 

O desenho do estudo usou controles comunitários pareados para a mesma vizinhança 

dos pacientes e a análise considerou o contato ou não com a droga de modo a utilizar 

a noção de prevalência condicionada. Ou seja, as proporções de comorbidades entre 

casos e controles foram corrigidas para a prevalência do uso ao menos uma vez na 

vida para cada droga no todo da amostra, esta sendo a prevalência condicionada. 

Feito este ajuste, os dependentes de cocaína mantinham taxas elevadas quando 

comparados aos controles comunitários, de diagnóstico de dependência de cocaína, 

álcool, nicotina e cannabis.  
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A hipótese da vulnerabilidade comum para as dependências químicas é 

corroborada por estudos prospectivos, tanto em gêmeos como em amostras da 

comunidade, que indicam que o risco do desenvolvimento de dependências químicas 

dão indícios de uma fator de risco comum ou de vários fatores altamente 

correlacionados estatisticamente (Grant & Dawson 1998; Kendler et al. 2008; 

Prescott et al. 2006; Rhee & Waldman 2002; Young et al. 2006). Dentro desta 

perspectiva, a vulnerabilidade comum justifica o pressuposto de que há uma 

susceptibilidade genética comum a estes transtornos. Exemplo disto vem de um 

estudo de vulnerabilidade genética do tipo ligação, em que foram identificadas 

regiões nos cromossomos 4, 5, 9–11 e 17, onde parece ser mais possível o encontro 

da susceptibilidade genética para múltiplas substâncias, incluída a cocaína (Agrawal 

& Lynskey 2008). 

Um capítulo que sempre atraiu os pesquisadores na área de 

susceptibilidades para transtornos psiquiátricos é do papel exercido por eventos vitais 

ou situações desfavoráveis ao longo do desenvolvimento do indivíduo sobre o 

desencadeamento de transtornos mentais senso lato. Atualmente, este é um assunto 

em ebulição, impulsionado pela pletora de plataformas de genotipagem de um lado e, 

por outro lado, da combinação da oferta de modelos matemáticos e a disposição dos 

pesquisadores em explorar o capítulo da interação entre genes e ambiente nas 

doenças complexas (Duncan & Keller 2011). Um dos estudos mais influentes na área 

de interação gene-ambiente, é o de Caspi et al., 2003, que gerou mais de 3.000 

citações relacionadas e foi reproduzido, total ou integramente (Caspi et al. 2003). Os 

investigadores demonstraram uma relação positiva e progressiva entre o número de 

relatos de eventos vitais estressores e o risco do desenvolvimento da depressão 

quanto maior fosse o número de alelos curtos (ausência, um ou dois alelos curtos 

presentes) na região promotora do gene do transportador de serotonina (Caspi et al. 

2003). Não encontramos relatos de estudos com esta abordagem para a dependência 

de cocaína embora existam achados positivos em estudos de dependentes de álcool e 

nicotina (Bierut et al. 2010). 
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2.5. Vulnerabilidade genética 

 

2.5.1. Herdabilidade 

 

A herança das dependências químicas em pessoas da mesma família é um 

fato porque há taxas mais altas de portadores nos pais e nos parentes de indivíduos 

afetados do que as taxas em indivíduos controles sem qualquer dependência química 

observados em vários estudos genético-epidemiológicos em famílias (Bierut et al. 

1998). Mais especificamente, as maiores taxas foram encontradas em parentes de 

probandos com dependência de cocaína e, de heroína (Meller et al. 1988; Merikangas 

et al. 1998). Porém, estes dados não provam que há uma transmissão genética uma 

vez que a agregação familiar pode se dar tanto por fatores genéticos como por fatores 

ambientais (por exemplo, o costume de beber em reuniões familiares). Duas ordens 

de evidências são a prova definitiva da herança genética: os estudos em gêmeos e os 

estudos de adoção. Nos estudos de gêmeos, compara-se a taxa de concordância do 

diagnóstico da dependência em gêmeos monozigóticos (idênticos geneticamente) 

com a taxa em gêmeos dizigóticos (50% de afinidade genética). Para que se 

comprove a influência genética, espera-se que mais duplas afetadas sejam vistas 

entre os monozigóticos do que os dizigóticos. Estudos em gêmeos demonstraram que 

boa parte da agregação familiar no que diz respeito a dependência química de 

cocaína pode ser explicada por fatores genéticos em contraposição a influências 

familiares não-genéticas (Gynther et al. 1995; Kendler et al. 2000). Mais ainda, a 

partir dos padrões de correlação entre gêmeos monozigóticos e dizigóticos nos 

estudos de gêmeos, é possível quantificar um valor numérico que expressa a 

influência genética sobre uma doença, a herdabilidade. Uma revisão de coortes de 

gêmeos revelou que a dependência química de cocaína está entre as doenças 

psiquiátricas com maior taxa de herdabilidade, 79%.(Agrawal & Lynskey 2008). 

Nunca é demais ressaltar alguns pontos: nenhuma dependência de substância é 100% 

determinada geneticamente, segundo, parte do que contribui para a dependência é de 

ordem ambiental (disponibilidade, estressores ambientais, etc.) e, por último, as taxas 

de herdabilidade para as dependência químicas são mais altas do que outras doenças 
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crônicas como diabetes mellitus tipo 2 (entre 41% e 55%) e colite ulcerativa (50%) 

(Malecki & Klupa 2005; Tysk et al. 1988). O papel dos fatores genéticos não é 

estático e interage com a ambiente ao longo do desenvolvimento do indivíduo. Isto 

foi demonstrado recentemente por Kendler et al., 2008, através de uma coorte de 

gêmeos mono e dizigóticos (Kendler et al. 2008). Acompanhando gêmeos a partir do 

início da adolescência, os autores observaram que fatores ambientais exercem 

relevância na busca inicial pelo uso de drogas e nos padrões de uso na adolescência. 

Após os 30 anos de vida, finda progressivamente o papel do ambiente e há o 

predomínio de influências genéticas nos indivíduos dos pares de gêmeos que eram 

diagnosticados como dependentes químicos de álcool, maconha ou nicotina. Os 

achados deste estudo vêm de encontro com duas meta-análises que demonstraram 

que com o aumento da idade diminuem os efeitos ambientais comuns e aumenta a 

herdabilidade sobre a adicção a drogas (Bergen et al. 2007; Rhee & Waldman 2002). 

Uma vez que o número de gêmeos para estas substâncias era pequeno não foi 

possível quantificar estatisticamente os efeitos do ambiente ao longo do tempo para 

usuários de cocaína. 

 

 

2.5.2. Tipos de estudos e principais achados para as dependências do álcool e 

da nicotina 

 

Determinada a herdabilidade e sendo esta alta, os investigadores buscam 

identificar os endereços específicos ao longo da molécula do ácido 

desoxirribonucléico (DNA) humano envolvidos com a dependência. A isto se chama 

de estudos de genética molecular da susceptibilidade a dependência química. Os 

avanços tecnológicos dentro da área da genética são diários e com isto há sempre a 

expectativa da descoberta de genes, as tais regiões do DNA, que serão determinantes 

para a vulnerabilidade desta ou daquela doença. Calcula-se hoje que temos 

aproximadamente 3 bilhões de pares de bases (a menor unidade constituinte de um 

gene) porém, cada indivíduo parece diferir do outro em apenas 0,1% desde total, ou 

seja, é nesta fração que se pode achar diferenças entre indivíduos susceptíveis e não 
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susceptíveis. A estas diferenças entre indivíduos para um mesmo endereço na 

molécula de DNA é que se dá o nome de variante genética ou marcador genético. Os 

marcadores ou polimorfismos podem estar  contidos em genes que codificam 

proteínas ou em regiões reguladoras de genes ou mesmo, sem função conhecida. 

Duas estratégias principais são usadas na identificação de variações 

genéticas que participam da vulnerabilidade para as dependências químicas: a 

abordagem do gene candidato e a varredura completa do genoma. Nos estudos de 

gene candidato, parte-se de uma hipótese de plausibilidade biológica para as 

dependências químicas e isto dita a escolha do gene, e consequentemente, de quais 

serão os marcadores genéticos a serem usados na pesquisa. Em geral, pesquisa-se um 

número limitado de genes e marcadores genéticos em amostras clínicas que variam 

de dezenas e centenas de indivíduos afetados. Na varredura inteira do genoma, ao 

contrário, nenhuma hipótese de plausibilidade biológica é feita a priori, apenas de 

que há pelo menos um gene de susceptibilidade ao longo do genoma. Esta varredura 

pode seguir dois princípios, ser um estudo de ligação ou se associação. Estudos de 

ligação partem do pressuposto do conceito de ligação gênica. Este conceito refere-se 

ao fato de que dois loci gênicos (endereços específicos dentro da fita de DNA) 

situados fisicamente próximos um do outro tendem a ser herdados conjuntamente 

(´ligados´) sem sofrerem influência das permutas gênicas durante a meiose. Por 

exemplo, um marcador do gene de suscetibilidade para a dependência de cocaína, 

ainda desconhecido, pode estar fisicamente próximo a um marcador já conhecido. 

Agora, se este marcador, cuja localização já é conhecida, for sempre herdado junto 

com a doença, muito provavelmente o marcador do gene de susceptibilidade terá sua 

localização nas vizinhanças deste marcador conhecido. Este tipo de investigação 

necessita de famílias grandes com múltiplos afetados e presta-se melhor para estudos 

no qual o possível gene tem um grande efeito sobre o fenótipo como é o caso das 

doenças mendelianas. Nos estudos do tipo associação genômica ampla (GWAS), 

parte-se de casos e controles não aparentados sendo que, para cada marcador 

genético, é feito um teste independente de associação. Este tipo de estratégia têm a 

vantagem de poder detectar genes que apresentam efeitos discretos ou moderados na 

determinação de um transtorno, o que o torna mais adequado nas doenças 

poligênicas. São estudos que hoje em dia recrutam milhares de indivíduos afetados e 
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rastreiam milhões de SNPs num único estudo (Wellcome Trust Case Control 

Consortium 2007). 

Um levantamento dos achados mais expressivos e reproduzidos de 

marcadores genéticos dentre das dependências químicas até o momento foi feito 

abaixo. A descrição dos achados deu ênfase para a importância da integração das 

abordagens de identificação dos marcadores e pela relevância dos achados para a 

susceptibilidade genética específica e comum às várias drogas de adição. Uma vez 

que os estudos de associação do tipo gene candidato para cocaína são o foco 

principal desta tese, a revisão destes achados foi feita numa seção à parte. 

 

 

2.5.2.1. Enzimas metabolizadoras do álcool 

 

Variantes genéticas das enzimas hepáticas de metabolização do etanol são um 

dos achados mais robustos e reproduzidos dentro do campo das susceptibilidades 

genéticas para as dependências químicas. Historicamente, já se sabia que pessoas de 

origem asiática têm uma tendência a apresentar rubor facial e mal estar geral quando 

ingerem álcool por conta do acúmulo de acetaldeído oriundo da metabolização deficiente 

do etanol (Edenberg 2007). Sabia-se também que são duas as famílias de enzimas 

envolvidas nesta via, a família das isoenzimas álcool desidrogenase (ADH) que 

convertem o álcool em acetaldeído e que é convertido em acetato pela família das 

isoenzimas aldeído desidrogenases (ALDH) (Ducci & Goldman 2008). O acúmulo 

tóxico de acetoaldeído se dá por uma atividade enzimática reduzida de ALDH, 

aumentada de ADH ou da combinação destas situações. Variantes gênicas para estas 

duas enzimas são comuns e muitas delas são funcionais, ou seja, levam a alterações 

expressivas da atividade enzimática. Mais especificamente, o alelo ALDH2*2 produz 

uma enzima mais lenta e o alelo ADH1B*2 a uma enzima mais ativa. Estas informações 

são o terreno ideal para um estudo do tipo gene candidato, uma alteração bioquímica 

plausível com o fenótipo, isto é, infere-se que pessoas que não tenham o acúmulo em 

níveis tóxicos do acetaldeído ingiram mais álcool somado à presença de marcadores de 

variabilidade dentro do gene. Verificou-se que as frequências do alelo ADH1B*2 em 

dependentes de álcool era menor do que as vistas nos controles, um efeito protetor 
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(Edenberg 2007). Interessantemente, estudos de ligação independentes, vieram a 

confirmar que a região cromossômica 4q onde se encontra o gene do ADH1B é herdada 

com maior probabilidade entre as pessoas protegidas para a dependência ao álcool 

(Prescott et al. 2006; Reich et al. 1998). Esta é uma região onde se encontram 07 genes 

para diferentes formas da enzima ADH. Embora os estudos de ligação não possam 

confirmar o achado da variante gênica, uma vez que detectam extensões longas de pares 

de bases, elas reforçam os achados dos estudos de associação gene candidato. Outra 

contribuição dos estudos de ligação foi abrir um leque válido de possibilidades para 

testar novas variantes gênicas na região cromossômica 4q. Por exemplo, nesta região 

esta o gene ADH4 que tem polimorfismos não-codificantes, ou seja, que não levam a 

uma alteração na sequência de aminoácidos desta isoenzima. Porém, estes 

polimorfismos tem sido consistentemente encontrados como marcadores de proteção em 

estudos de associação em amostras independentes (Edenberg 2007; Guindalini et al. 

2005a). A interpretação sobre o efeito destas variantes genéticas é que seus portadores 

depuram de modo deficiente o acetaldeído assim, terão uma chance menor de 

desenvolver a dependência ao álcool pois, sempre que utilizarem o álcool, 

experimentarão os efeitos desagradáveis ocasionados pelo acetaldeído em maior 

concentração do que as pessoas que tem variantes genéticas que metabolizam 

normalmente o álcool (Edenberg 2007). Em resumo, o estabelecimento de variantes da 

ADH como fatores de proteção para a dependência de álcool partiu de estudos gene 

candidato que foram corroborados por estudos de ligação que, por sua vez, 

impulsionaram o encontro de associação de novas variantes para o fenótipo. Isto é um 

exemplo bem acabado da contribuição recíproca nos estudos de vulnerabilidade genética 

para a dependência de álcool e que se beneficiou de particularidades da metabolização 

hepática do álcool mais do que seus efeitos na neuroplasticidade da adicção no encontro 

desta vulnerabilidade.  

 

 

2.5.2.2. Complexo dos receptores nicotínicos 

 

A quantidade de GWAS na área de comportamentos associados ao uso de 

nicotina já é em número suficiente para que se façam meta-análises envolvendo 
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80.000 casos e que se beneficiam de um ajuste unificador do fenótipo entre estudos 

de diferentes centros, o uso do número de cigarros fumados como variável 

independente (Thorgeirsson et al. 2010). Esta meta-análise revelou que genes 

associados a dois complexos para receptores nicotínicos, um no cromossomo 15 

(subunidades CHRNA5, CHRNA3, e CHRNB4) e outro no cromossomo 8 

(subunidades CHRNA6, CHRNB3). Além de serem dados reproduzidos, chama a 

atenção a grandeza da significância estatística: para um dos marcadores do tipo SNP, 

ors16969968,  ela é da ordem de p=4,48x10-33). Os mesmos marcadores tem sido 

associados com o diagnóstico de dependência e com o fato de ser fumante pesado 

(Saccone et al. 2010). Embora estes dados sejam expressivos eles explicam uma 

parcela pequena da variância, algo que tem sido chamado “missing heritability” por 

conta da parcela faltante diante dos valores de herdabilidade (50% para a 

dependência de nicotina) (Eichler et al. 2010). Alguns pontos são levantados para 

justificar o número pequeno de achados nos GWAS. Primeiro, eles trabalham com 

um limiar alto de detecção, ou seja, a análise é ajustada para detectar um certo 

tamanho de efeito porém, discute-se que as variantes genéticas em doenças 

complexas são de pequeno efeito o que pode levar uma taxa alta de falso-negativos 

nestes estudos. Segundo, eles deixam de detectar o efeito de variantes não tão 

comuns na população geral. Isto é o caso das variantes do gene da ADH que não tem 

sido detectadas nos GWAS embora seu papel tenha sido comprovado nos estudos de 

gene candidato e de ligação. 

 

 

2.6. Marcadores genéticos de risco para a dependência de cocaína 

 

Há apenas dois estudos do tipo genômica amplo para dependência de 

cocaína (Gelernter et al. 2005; Yu et al. 2008). Num estudo de ligação, usando 

amostras de probandos e familiares de origem caucasiana e afro-descendente, 

nenhuma região cromossômica mostrou-se significativa para as duas populações 

tomadas em conjunto (Gelernter et al. 2005). Esses autores reclassificaram a amostra 

fazendo uso de análise de cluster e anotando a presença ou não de sintomas 

paranóides induzidos pelo uso da cocaína. Através deste artifício, mostraram uma 
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região de ligação no cromossomo 12q para aqueles pertencentes ao grupo 

classificado com usuário pesado de cocaína, de início precoce e baixa morbidade. 

Outro sinal de significância foi visto no cromossomo 9q no sub-grupo apresentando 

os sintomas de paranóia, apenas em afro-descendentes. O fato da amostra ser 

constituída de usuários tanto de heroína como cocaína e, não ter sido feita a correção 

para testagens múltiplas decorrentes das várias segmentações na análise, diminuem a 

força e a especificidade destes achados. No estudo do tipo associação, os autores 

usaram 5.633 marcadores genéticos e o único resultado próximo à significância 

estatística foi de um gene que previamente não sugeriria um papel com a 

neurobiologia da adição, o gene MANEA. Ele esta localizado no cromossomo 6 e 

codifica uma enzima que participa da regulação metabólica de carboidratos, a alfa-

endomanosidase (Yu et al. 2008). Achados como estes são comuns em GWAs e, 

excetuando-se a possibilidade de serem falso-positivos, podem apontar para novas 

vias bioquímicas na susceptibilidade a doenças. A maioria dos estudos de 

susceptibilidade genética para amostras específicas de pacientes com diagnóstico de 

dependência de cocaína é do tipo gene candidatoEsses estudos, descritos abaixo, 

foram agrupados de acordo com as hipóteses de plausibilidade biológica aventadas 

pelos autores. Foram selecionados apenas os estudos em que havia pelo menos uma 

reprodução com os mesmos genes em amostras de usuários de cocaína independentes 

ou mesmo em amostras com outras classes de drogas de abuso. Alternativamente, 

foram escolhidos genes paradigmáticos para cada uma destas hipóteses. 

 

 

2.6.1. Sistema de recompensa dopaminérgico 

 

Um dos efeitos farmacológicos da cocaína é bloquear o transportador de 

dopamina (DAT), elevando as concentrações de dopamina na fenda sináptica, 

particularmente de neurônios no sistema de recompensa (Koob & LeMoal 2006b). 

Como exposto anteriormente, a neuroplasticidade das vias mesolímbicas 

dopaminérgicas é parte integrante da neurobiologia da adicção. É a partir destas 

premissas que os estudos a seguir são justificados.  
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O gene para o transportador da dopamina (DAT1), localizado no 

cromossomo 5p15.3, contém polimorfismos amplamente utilizados em estudos de 

associação na psiquiatria. Estes polimorfismos são do tipo repetições em tandem de 

número variável (VNTR) onde cada unidade de repetição é constituída por uma 

sequência de bases. O polimorfismo se dá porque as pessoas têm números variáveis 

destes blocos de bases. Os VNTRs mais estudados nas dependências qúmicas são  o 

VNTR de 40 bp localizado na região não traduzida do gene (VNTR 3′ UTR) e o 

VNTR de 30bp localizado no intron8 (VNTR Intron8) do gene (Vandenbergh et al. 

2007). Os alelos do VNTR 3´UTR são designados pelo número de repetições e os 

mais frequentes são o 9R e o 10R, da mesma forma, os alelos mais comuns do 

VNTR Intron8 variam entre 5R a 7R. Outro aspecto interessante destes 

polimorfismos é que há indícios de respostas funcionais distintas de acordo com a 

composição dos genótipos (Guindalini et al. 2006a; Heinz et al. 2000).  

Guindalini et al., 2006, encontraram uma associação do alelo 6R para o 

VNTR Intron8 em 699 pacientes brasileiros com dependência de cocaína porém, 

num estudo posterior, com uma amostra de 169 casos  na Espanha, encontrou-se 

uma associação nominal do alelo 5R com a dependência de cocaína (Fernandez-

Castillo et al. 2010; Guindalini et al. 2006a). Os próprios autores do estudo 

espanhol discutem que seu achado não se sustenta diante da correção para 

múltiplas testagens e mais, o alelo 6R e não o 5R é aquele que tem uma resposta 

diferenciada a cocaína em vetores de expressão (Guindalini et al. 2006a). Vários 

estudos não encontraram uma associação para o polimorfismo VNTR 3′ UTR 

porém, a associação foi vista numa subamostra de 58 pacientes que apresentavam 

paranóia induzida pela cocaína (Ballon et al. 2007; Guindalini et al. 2006a; 

Lohoff et al. 2010). Em suma, há controvérsias a respeito do papel dos 

polimorfismos no DAT1,por conta da  ausência de reprodução consistente dos 

resultados (Shumay et al. 2010). 
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2.6.2. Sistema gabaérgico 

 

Historicamente, os primeiros achados de fatores de risco genético do 

sistema gabaérgico vieram dos estudos de ligação em dependência de álcool, ou seja, 

a partir de uma abordagem estritamente localizatória ao longo do genoma e não 

funcional (Li & Burmeister 2009). Entre as regiões de alto sinal de ligação, estava 

uma no cromossomo 4p12 que continha, entre outros genes, o aglomerado de genes 

para o receptor do tipo A para o ácido gama-amino butírico (GABA-A) que contém 4 

genes: GABRG1, GABRA2, GABRA4 e, GABRB1 (Ducci & Goldman 2008). Do 

ponto de vista funcional, estudos experimentais mostram que inter-neurônios 

gabaérgicos, localizados na área tegmental ventral, são inibitórios sobre a ação de 

neurônios dopaminérgicos que se projetam para o núcleo accumbens (Gallegos et al. 

1999; Steffensen et al. 1998). Desta maneira, a atividade gabaérgica modula a 

atividade de neurônios dopaminérgicos, particularmente nos eventos de tolerância e 

aquisição de comportamentos de recompensa pela droga No primeiro estudo de 

associação entre a região 4p12 e alcoolismo, foram avaliados 69 SNPs ao longo dos 

quatro genes para o receptor A (Edenberg et al. 2004). O gene GABRA2 foi tido 

como aquele mais fortemente associado ao alcoolismo particularmente nos 

marcadores localizados do intron 3 do gene. Estes mesmos marcadores foramvistos 

em alcoolistas de populações de caucasianos, índios americanos, asiáticos, mas não 

em americanos afro-descendentes (Covault et al. 2004; Covault et al. 2008). 

Interessantemente, em mais de um estudo de associação com alcoolismo, o efeito só 

foi verificado naqueles sujeitos com comorbidade com uso de drogas ilícitas 

(Agrawal et al. 2006). Na única amostra em que todos os pacientes tinham 

diagnóstico de dependência de cocaína (n=699), e faziam uso de álcool, Dixon e 

cols, 2010, verificaram a associação com três SNPs encontrados nos estudos para 

dependência de álcool anteriores, ou seja, nas regiões entre o intron 3 e intron 7 do 

gene (Dixon et al. 2010).  

Os estudos de Agrawal et al., 2006 e Dixon et al., 2010, apontam para uma 

vulnerabilidade específica no gene GABRA2 para substâncias ilícitas e talvez, mais 

especificamente para cocaína (Agrawal et al. 2006; Dixon et al. 2010). Já vimos, na 

revisão geral para susceptibilidade genética, que os achados do gene ADH são 
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específicos para dependência do álcool e algo assemelhado pode ser aventado para o 

gene GABRA2 e a dependência de cocaína. Na prática clínica, sabemos que os 

usuários de cocaína são poliusuários, logo, a busca de fatores de risco genético nestes 

usuários deve-se direcionar no sentido de reproduzir os marcadores em regiões de 

susceptibilidade geral já descritos nas dependências químicas. Ao mesmo tempo, a 

busca por marcadores deve levar em conta as particularidades da dependência de 

cocaína como, por exemplo, os passos de metabolização específicos para a cocaína, 

tal como ocorre com as variantes do gene ADH no alcoolismo. 

 
 

2.6.3. Sistema canabinóide 

 

É frequente o uso associado de cannabis em dependentes de cocaína, por 

exemplo, na amostra do ProGene, o uso nos últimos trinta dias variou entre 43% a 63% 

(Dunn & Laranjeira 1999; Guindalini et al. 2006b). O uso concomitante e frequente das 

duas substâncias leva a indagações a respeito da relação delas para a neurobiologia da 

adição. Do ponto de vista terapêutico, há pesquisas explorando o potencial do papel de 

endocanabinóides na reinstalação do uso depois de períodos estendidos de privação de 

cocaína com vistas à possibilidade de uso de antagonistas dos receptores de cannabis no 

tratamento das adicções (De vries et al, 2001; Orio et al, 2009) 

Dentre os genes do sistema endocanabinóid,  está o gene para o receptor do 

tipo 1 para a cannabis (CNR1) que se encontra no cromossomo 6q14 e já foi objeto 

de estudo de associação (Hoehe et al. 2000). Destacamos dois estudos, que foram 

conduzidos pelo grupo do Dr. Joel Gelernter na Universidade de Yale. Esse grupo 

tem contribuído muito para a elucidação da susceptibilidade genética da dependência 

de cocaína, sendo dele o único estudo de GWAs em usuários de cocaína além de 

vários estudos de estudos do tipo gene candidato (Yu et al. 2008). Até 2007, os 

resultados sobre a associação de marcadores para o gene CNR1 e a dependência de 

substâncias, incluindo a cocaína, eram controversos (Benyamina et al. 2011a). Em 

2007, Zuo et al.,2007, publicaram o primeiro artigo sobre a associação de cocaína e o 

CNR1 numa amostra mista, em que há 550 dependentes químicos para várias 

substâncias, sendo que 311 deles tem o diagnóstico de dependência de cocaína (Zuo 
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et al. 2007). Diferentemente dos estudos anteriores, eles ampliaram a varredura sobre 

o gene fazendo uso de 10 marcadores do tipo SNP (designados SNP 1 a SNP 10 no 

artigo) e inovaram a análise estatística ao incorporarem a noção de epistasia, qual 

seja, da possibilidade da interação de um marcador sobre o outro na constituição do 

fenótipo (Cordell 2009). Outro cuidado metodológico, poucas vezes usado nos 

estudos até então nesta área, foi corrigir os resultados para confundidores tais como 

miscigenação (uso de 38 marcadores genéticos para etnia), idade e sexo. Feitas as 

análises convencionais de um estudo gene candidato do tipo caso-controle (testes de 

associação, análise do possível modelo de herança e, correção para testagens 

múltiplas) foi encontrada uma associação para só um marcador, o SNP 3. Quando os 

autores procederam para a análise por meio da regressão logística multivariada e 

também pela razão de probabilidade positiva (“positive likelihood ratios” - LR+) 

para cada genótipo de risco, ou seja, quando se levou em conta a possibilidade de 

interação entre genótipos, eles encontraram uma associação importante entre o SNP 

3 e o SNP 8 (Zuo et al. 2007; Zuo et al. 2009). Tal fato, como é discutido pelos 

autores do trabalho, tem relevância na medida em que, primeiro, encontrou-se uma 

associação com um marcador que não seria notada se não fosse feita a análise de 

interação entre loci, segundo, porque a associação do SNP 8 condizia com estudos 

anteriores de associação para este marcador e dependência a múltiplas substâncias 

(Zhang et al. 2004). Finalmente, os autores verificaram que estes dois marcadores 

não estavam em desequilíbrio de ligação (LD) e pertenciam a blocos haplotípicos 

distintos, o que reforça a independência entre eles e valoriza a importância do achado 

da interação entre os loci. Mais recentemente, o mesmo grupo publicou uma 

reprodução do estudo de 2007 em que fazem uso de 4 amostras independentes 

(populacional/famílias de afetados em duas etnias distintas) num total de 1.920 casos, 

todos com diagnóstico de dependência de cocaína (Zuo et al. 2009). Mais um vez, na 

análise isolada de cada SNP, foi encontrada uma associação desta vez somente para o 

SNP 8. Ao fazer a análise para interação genotípica, notaram que o nível de 

significância aumentou para a combinação dos genótipos formados pelos SPN 3 e 

SNP8, como no estudo anterior. Para mostrar a relevância da diferença do encontro 

de associação de um locus e da interação entre loci eles estimam a contribuição no 

risco da presença de alelos afetados. Com isto, demonstram que a presença da 
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combinação dos genótipos eleva o risco em 3 vezes quando comparado ao SNP visto 

isoladamente, ilustrando, de mais um modo, como se faz importante a investigação 

da associação entre loci.  

 

 

2.7. Considerações sobre os estudos de vulnerabilidade genética 

 

Uma das críticas feitas aos estudos de susceptibilidade genética de doenças 

complexas é que, a despeito de todo investimento feito até agora, os genes 

encontrados representam no máximo 20% da variância da herdabilidade (Bierut 

2011). O argumento é, em certa extensão, circular porque a hipótese corrente de 

susceptibilidade para as doenças e traços complexos é que tratam-se de fenótipos 

poligênicos, onde cada gene contribui com um tamanho de efeito pequeno para a 

porção herdada geneticamente. De fato, os estudos de associação, tanto de gene 

candidato como GWAS, são prova disto porque detectaram genes distintos e o seu 

efeito, medido pelas razões de chance, são próximas de 1,5 (Wellcome Trust Case 

Control Consortium 2007). Este pressuposto mantido, a pesquisa na área de 

susceptibilidade para a descoberta de mais genes nas dependências químicas pode-se 

beneficiar das seguintes orientações: 1) diminuir a heterogeneidade do fenótipo ou 

trabalhar com a noção de fenótipos intermediários; 2) expandir o leque de vias 

biológicas pesquisadas e; 3) não se restringir a busca de marcadores codificantes 

porque há evidências que regiões consideradas silenciosas (regiões intrônicas) tem 

ganhado papel relevante no controle transcricional (Cordell & Clayton 2005). Ainda, 

sugere-se incorporar a interação gene-ambiente e gene-gene na exploração de 

marcadores de susceptibilidade genética como modo de aumentar a parcela da 

variância do fenótipo explicada pela genética (Duncan & Keller 2011). 

A revisão da literatura, nas seções anteriores, mostra que os estudos com 

amostras de dependentes de cocaína incorporaram alguns destes aprimoramentos. 

Para citar apenas um estudo, no de Zuo et al., 2009, foram aprimorados: a) o 

fenótipo, porque a totalidade dos pacientes incluídos é dependente de cocaína ao 

contrário de estudos anteriores que incluíam estes pacientes num grupo constituído 

de dependentes químicos de drogas ilícitas ou dependentes químicos de drogas que 
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não o álcool; b) as vias biológicas, porque partiram do dado epidemiológico de 

comorbidade mais do que as fundamentações fisiológicas para identificar os 

marcadores no gene do receptor canabinóide; c) a noção de epistasia foi incorporada 

na análise; d) a correção dos achados positivos para a estratificação populacional e, 

finalmente, e) amostras independentes e maiores, foram 4 amostras, sendo que a 

maior delas era constituída de 664 dependentes de cocaína (Zuo et al. 2009). Estes 

cuidados metodológicos também foram incorporados nos estudos feitos a partir da 

amostra de dependentes de cocaína do ProGene, marcadamente a correção para 

estratificação populacional. O propósito desta tese foi de continuar as pesquisas com 

a amostra do ProGene com a incorporação de dois aspectos citados acima: a busca de 

um marcador de risco genético num gene candidato fora da hipótese de 

neuroplasticidade e a exploração da epistasia. A revisão para estes dois temas 

encontra-se nas próximas seções. 

 

 

2.8. Gene candidato: butirilcolinesterase 

 

Há dois metabólitos originados da degradação inicial da cocaína, a 

benzoilecgonina (BE), que é catalizada por carboxilesterases hepáticas (Brzezinski et 

al. 1994) e, o éster de ecgonina metil que é catalizada pela butirilcolinesterase 

(BChE) (Kolbrich et al. 2006) (Figura 1). Embora a BE seja o principal metabólito 

da degradação da cocaína, alterações na atividade da BChE exercem um impacto 

fisiológico significativo no metabolismo da cocaína(Carmona et al. 2000; Carmona 

et al. 1998). A pirólise da cocaína, a partir da sua forma básica, o crack, leva à 

formação de um metabólito que por sua vez é degradado pela BChE. Assim sendo, a 

exploração desta enzima e, consequentemente, o gene que a codifica, são de 

plausibilidade biológica tanto para o uso da cocaína na sua forma cheirada como na 

sua forma fumada. A BChE é uma glicoproteína tetramérica com uma massa 

molecular de 342kDa que hidroliza os ésteres de colina. Ela é sintetizada 

primordialmente no fígado e, em mamíferos, ela é distribuída na mucosa intestinal, 

plasma e na substância branca do sistema nervoso central (Goodall 2004). A BChE 

participa do metabolismo de drogas como a heroína, anestésicos locais como a 



Introdução 

 
 

28

procaína e na hidrólise de relaxantes musculares como o suxametônio e o mivacúrio, 

além da cocaína.  

Um atrativo adicional de se estudar marcadores genéticos de 

susceptibilidade da atividade da BChE advém do fato de que a enzima tem sido 

testada como um novo agente no tratamento da dependência de cocaína. Brevemente, 

Brimijoin et al., 2008, demonstraram que uma hidrolase mutante, derivada da BChE 

humana, suprimiu os efeitos da intoxicação aguda da cocaína e aboliu a reinstalação 

do condicionamento da droga em ratos (Brimijoin et al. 2008). Tendo em mente 

possíveis mecanismos de vulnerabilidade específicos para a adicção à cocaína é 

possível postular que, polimorfismos no gene que codifica a BChE, levariam a perfis 

enzimáticos diferentes, gerando indivíduos com maior ou menor susceptibilidade 

para entrar em comportamentos aditivos. Por exemplo, se um indivíduo for portador 

de uma mutação que diminua a atividade de transcrição do gene e ele fizer uso da 

cocaína ele terá níveis séricos de cocaína mais altos do que a população geral. Como 

conseqüência, serão facilitadas, neste indivíduo, as alterações na circuitaria de 

recompensa cerebral tão necessárias para o estabelecimento da dependência química. 

Analogamente, o portador de uma mutação que leve a uma maior atividade 

hidrolítica da BChE poderia estar protegido do risco do estabelecimento da adicção 

pela cocaína. 
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�Figura 1. Produtos da biotransformação e combustão da cocaína (adaptado de 

Martins 2011) 
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A BChE é codificada pelo gene BCHE localizado no braço longo do 

cromossomo 3 (3q26) (Arpagaus et al. 1990). O gene é constituído de 4 exons e 3 

intros sendo que o exon 2 é o responsável pela codificação da sub-unidade que 

contém o sítio catalítico da enzima. Mais de 65 mutações do gene foram descritas, 

sendo que elas geram de variantes ´silenciosas´, ou seja, sem atividade catalítica a 

variantes com diferentes graus de perturbação da atividade da enzima (Darvesh et al. 

2003; Mikami et al. 2008; Valle et al. 2011). Historicamente, foram descritas e 

nomeadas as variantes da enzima mais frequentes na população caucasiana e as 

mutações associadas a partir da forma selvagem. Por exemplo, uma mutação no 

codon 70 gera a enzima ´atípica´ que tem uma atividade enzimática 30% abaixo da 

referência (McGuire et al. 1989). Desde a sua descrição, a caracterização de pessoas 

homozigotas para esta mutação é importante porque elas exibem um efeito 

prolongado da apnéia quando do uso da succinilcolina, um relaxamente muscular, em 

procedimentos cirúrgicos (Loewenstein-Lichtenstein et al. 1995). Outra variante 

comum, chamada de ´variante K´, exibe uma mutação do tipo SNP não-sinônima no 

codon 539, levando à substituição do aminoácido alanina por treonina com uma 

redução em 33% da atividade enzimática para o portador do alelo A em homozigose 

(Bartels et al. 1992) (Figura 2).  

Saber que há variantes com atividade funcional alterada é fundamental 

diante da hipótese, a ser aventada nesta tese, de diferenças individuais nos fenótipos 

de dependência da cocaína determinados por genótipos distintos no BCHE. Porém, 

estas mutações clássicas são raras (Darvesh et al. 2003). Recentemente, foi 

observado que mutações comuns estão associadas com medidas de alterações da 

atividade enzimática da colinesterase (Howard et al. 2010). Os autores estudaram 

256 SNPs em 30 genes em 287 trabalhadores rurais expostos a pesticidas que contém 

organofosforados, agentes químicos que bloqueiam a atividade das colinesterases, 

levando a um aumento das concentrações de acetilcolina e risco de intoxicação. Os 

autores precisavam determinar, a priori, se mutações comuns estariam associadas a 

alterações da atividade das colinesterases antes de inferir que existiriam 

trabalhadores contendo genótipos mais ou menos vulneráveis aos organofosforados. 

As 5 associações mais significativas encontradas neste estudo de associação foram 

em SNPs no gene BCHE e todas tinham um alelo de menor frequência (MAF)  
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≥0.05. Estes achados dão crédito à hipótese de se investigar polimorfismos comuns 

do gene BCHE na população geral porque eles têm impacto funcional e há 

indivíduos genotipicamente distintos em uma mesma amostra.  

�
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Figura 2. Esquema da mutação não-sinônima da ´variante K´ no gene BCHE. 

2.9. Epistasia 

 

2.9.1. Conceito e exemplos 

 

Diferentemente de doenças raras onde  um único gene esta associado ao 

estado de portador, nas doenças complexas, nelas incluídas os transtornos mentais, 

assume-se que há vários genes associados ao estado de portador. De fato, em doenças 

como a esquizofrenia e mesmo a dependência de cocaína, já existem vários genes 

candidatos descritos associados a estas condições (Cordeiro et al. 2009; Negrão & 

Vallada 2012). Se partirmos da premissa que alguns destes genes candidatos estão 

verdadeiramente associados a determinada doença, há que se investigar de que 
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maneira a combinação destes genes participa da susceptibilidade da doença. Em 

outras palavras, estamos falando do conceito de epistasia, ou seja, da interação de 

dois ou mais genes na determinação de um traço/fenótipo (Cordell 2002). 

Pesquisadores engajados na área de genética em psiquiatria tem ressaltado o desafio 

que será, daqui em diante, o entendimento do modo em que se dá a combinação de 

fatores ambientais e genéticos de um lado e, do outro lado, a interação entre os genes 

descobertos a partir dos estudos de associação genética na gênese dos transtornos 

mentais (Agrawal & Lynskey 2009). 

Há inúmeros genes identificados como associados a dependência de cocaína 

em estudos caso-controle como revisto anteriormente nesta introdução (Goldman et 

al. 2005; Li & Burmeister 2009; Negrão & Vallada 2012). No mais das vezes, os 

pesquisadores investigaram um gene por vez. São poucos os estudos onde dois ou 

mais genes foram estudados e, até o presente momento, não há estudos em que se 

levou em conta a quantificação da interação gene-gene na dependência a cocaína. 

Isto se deve a limitações metodológicas, como amostras de numero insuficiente de 

indivíduos para as testagens estatísticas. Outro aspecto se deve a umum viés 

conceitual, num primeiro momento, o foco dos pesquisadores era voltado para se 

verificar a existência ou não da associação  de um determinando gene candidato. Por 

outro lado, há um número crescente de estudos em que se investigou a epistasia ou 

interação gene-gene em outras doenças complexas (Phillips 2008). São poucos os 

estudos sobre epistasia dentro da área da saúde mental e um número menor ainda 

dentro das dependências químicas até o momento. Alguns estudos foram resumidos 

abaixo com o intuito de exemplificar a abrangência da investigação da epistasia bem 

como para demonstrar o caminho percorrido por investigadores na área a partir da 

limitação dos achados com genes isolados.  

A diabetes do tipo 2 é tida como uma doença complexa onde vários genes 

interagem com o ambiente na constituição do fenótipo(Wellcome Trust Case Control 

Consortium 2007). Yang et al., 2010, partiram de uma abordagem tradicional, qual 

seja, a investigação de oito marcadores em sete genes do sistema renina-angiotensina 

aldosterona, um sistema clinicamente envolvido com a diabetes do tipo 2, através de 

um estudo de genes candidatos num desenho associação do tipo caso-controle (Yang 

et al. 2010). Porém, eles também fizeram a análise adicional da epistasia destes sete 
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genes sendo que os resultados são apresentados por gênero porque dois dos genes 

estão presentes no cromossomo X. Nos homens, não foi encontrada nenhuma 

associação entre os marcadores vistos individualmente e o estado de ter a doença 

mas, quando se fez a análise de interação, pode-se observar que quatro genes se 

ajustaram ao modelo estatístico de interação sendo que as razões de chance dos 

quatro genes combinados conferiam um risco de 4% de ter a doença. Já nas 

mulheres, um dos genes se mostrou associado no teste para locus isolado e o modelo 

de interação detectou três genes em epistasia, gerando razões de chance de 2,76. Os 

autores fizerem uso de duas estratégias de análise de interação, a regressão logística, 

que não detectou a interação, e um método não paramétrico conhecido como redução 

dimensional multifatorial (MDR) donde surgiram os resultados positivos (Hahn et al. 

2003).  

Os achados do estudo de Yang et al., 2010, exemplificam bem uma situação 

comum nos estudos de associação genética, qual seja, a não detecção de um achado 

positivo quando se olha para um locus isoladamente. Isto fica evidente no achado 

negativo no grupo dos homens e de somente um gene associado, de sete genes com 

plausibilidade biológica para a diabetes, no grupo das mulheres. Quando a análise 

levou em conta a interação destes sete genes, detectaram-se mais genes associados 

com a doença, ou seja, genes que teriam sido deixados de lado numa análise de locus 

isolado. Outro aspecto criticado nos estudos de associação de locus isolado é que, 

quando do encontro de uma associação, o tamanho do efeito é pequeno, as razões de 

chance não superam o valor de 1,3, como é o caso do diabetes (Moore & Williams 

2009). Ou seja, um achado genético que explica porcentualmente pouco da variância 

genética para a doença. Mais uma vez, a interação gênica pode evidenciar tamanhos 

de efeito maiores, como foi o caso na análise dos homens, onde a presença da 

combinação dos quatro genes predizia uma chance de 4% de ter a doença. 

Finalmente, um comentário metodológico: muitas vezes um modelo matemático 

linear pode não incluir a multitude de possibilidades de interação biológica e, para 

isto, modelos não paramétricos, tal como o método do MDR usado no estudo da 

diabetes, podem ser mais vantajosos quando se fala em epistasia (Motsinger & 

Ritchie 2006).  
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2.9.2. Interação de dois genes do sistema dopaminérgico cerebral: COMT e 

DAT 

 

Dentre os estudos em neuropsiquiatria, há uma série de pesquisas em 

neuroimagem funcional sobre o papel individual e combinado de dois genes em 

particular, DAT1 e o gene para a enzima catecol-O-metil transferase (COMT) 

(Yacubian et al. 2007). Estes genes, através dos seus transcritos, exercem um papel 

importante na regulação nos níveis de dopamina cerebral (Figura 3). Além disto, há 

estudos recentes em que se verificou a interação de ambos em regiões distintas de 

atividade e função cerebral: memória de trabalho e atividade do sistema de 

recompensa (Caldu et al. 2007; Dreher et al. 2009; Prata et al. 2009). Por conta da 

importância da circuitaria dopaminérgica do sistema de recompensa para as 

dependências químicas, o trabalho de Yacubian et al., 2007, será revisto aqui em 

maior detalhe (Yacubian et al. 2007). O estudo foi feito em voluntários normais e 

investigou o quanto polimorfismos nestes dois genes, DAT1 e COMT, interferiram 

na ativação, medida pelo fluxo cerebral via ressonância nuclear magnética funcional, 

do núcleo estriado durante a execução de um paradigma utilizando um jogo de cartas 

com ganho real em dinheiro. Os genes DAT1 e COMT se prestam a servir como 

genes candidatos do fenótipo em questão, ativação do núcleo estriado durante uma 

prova de recompensa, por conta da extensa associação entre o sistema de recompensa 

cerebral e a atividade dopaminérgica (Wise & Rompre 1989). Mais, há 

polimorfismos bem definidos para estes dois genes. O gene da COMT apresenta um 

polimorfismo bastante estudado, o Val158Met, no codon158 em que a valina é 

substituída por metionina, levando ao portador homizigoto para metionina (met/met) 

uma redução de 4 vezes na atividade da enzima (Lachman 2008). Já o DAT1 

apresenta, como visto anteriormente, o polimorfismo do tipo VNTR 3´UTR (Kang et 

al, 1999) (Guindalini et al. 2006a). Este polimorfismo foi usado porque havia provas 

funcionais, em voluntários normais, demonstrando que a taxa de ativação do DAT 

nas regiões do estriado em estudos de imagem era dependente do genótipo do 

indivíduo para o VNTR 3´UTR (Shumay et al. 2010).  
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No paradigma usado pelos autores, a ativação do núcleo estriado revelaria a 

antecipação de ganho no jogo para cada sujeito, levando-se em conta a magnitude e 

também a probabilidade do ganho. Interessantemente, os autores não encontraram 

um efeito marginal (“main effect”) para nenhum dos genótipos, porém, verificam 

uma interação significativa, corrigida para testagens múltiplas, entre o COMT e 

DAT, na ativação do núcleo estriado. Ou seja, se os autores tivessem restringido a 

análise para cada gene isoladamente, perderiam o achado da interação. Ainda, esta 

interação foi do tipo multiplicativa não-linear, onde os genótipos do tipo met/val 

tanto 10R como 9R demonstraram as maiores ativações e os genótipos met/met 10R 

e val/val 9R as menores ativações. Estudos subsequentes, usando o fluxo sanguíneo 

cerebral regional como variável dependente, demonstraram a interação destes 

mesmos genes para ativação na mesma região, núcleo estriado bem como em regiões 

corticais (Caldu et al. 2007; Dreher et al. 2009; Prata et al. 2009).  
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Figura 3. Passos metabólicos da síntese e da degradação da dopamina (TH, tirosina 

hidroxilase; DDC, dopamina descarboxilase; DAT, transportador da dopamina; 

MAO, monoamino oxidase; DOPAC, ácido dihidroxifenilacético; COMT, catecol-O-

metil transferase; HVA, ácido homovanílico e; DBH, dopamina-β-hidroxilase)  
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2.9.2.1. Estudos de associação genética para COMT ou DAT1 na dependência 

de cocaína 

 

A associação dos polimorfismos citados acima para os genes COMT ou 

DAT1 já foram objeto de estudo, inclusive na amostra de usuários de cocaína do 

Progene. Guindalini et al., 2006, fizeram uma varredura de marcadores genéticos 

para o DAT1 em 699 pacientes da amostra do Progene incluindo o polimorfismo 

3´UTR VNTR (Guindalini et al. 2006a). Os autores, como citado anteriormente, 

encontraram uma associação forte para o polimorfismo do tipo VNTR Intron8, sendo 

que o genótipo contendo seis repetições (6R) em homozigose conferia razões de 

chance de 1,45 com um intervalo de confiança (IC) entre 1,18 a 1,78  para a 

dependência de cocaína. Esta associação se manteve para os ajustes na regressão 

logística para gênero, idade e um índice para controle da estratificação populacional.  

O polimorfismo Val158Met do COMT é possivelmente o mais estudado 

quando se fala na busca de associação entre marcadores genéticos e doenças 

neuropsiquiátricas (Lachman 2008). No que tange o uso de substâncias, o 

polimorfismo Val158Met foi associado com as dependências de álcool, meta-

anfetamina e em poliusuários (Tiihonen et al. 1999). Porém, estes achados não foram 

reproduzidos (Cevoli et al. 2006; Kweon et al. 2005). Um fator a mais que complica 

o entendimento do papel deste polimorfismo é que não há um consenso de qual seja 

o alelo que confere um aumento do risco para o uso de substâncias uma vez que há 

estudos em o alelo val foi mais frequente nos casos, e tambem em que o alelo met foi 

o mais freqüente (Lachman 2008).  

Há dois estudos independentes que investigaram os mesmos marcadores 

(rs737865, Val158Met e rs165599) em amostras de usuários de cocaína com 

resultados conflitantes. Cunha, 2007, em sua dissertação de mestrado, utilizando-se 

de 702 usuários de cocaína da amostra do ProGene, não encontrou uma associação 

entre os alelos e os genótipos para estes marcadores (Cunha 2007). Os achados foram 

corrigidos para possíveis confundidores como a idade, sexo e etnia e isto não alterou 

o resultado negativo para a associação. Em contrapartida, num estudo mais recente, 

observou-se a associação entre o polimorfismo Val158Met e a dependência de 
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cocaína em 330 usuários de cocaína da raça negra (Lohoff et al. 2010). As 

frequencias alélicas e genotípicas para o polimorfismo Val158Met diferiram 

significativamente, sendo que, entre pacientes com dependência de cocaína, a 

frequência do alelo Met foi de 35% e dos controles normais foi de 27%, com uma 

OR de 1.44 (IC: 1, 12 - 1,86) (Lohoff et al. 2010). No que tange ao grupo das 

dependências químicas, não há relatos, até o presente momento, de estudos de 

associação genética entres estes dois genes e amostras de pacientes com dependência 

de cocaína. 

 

 

2.9.2.2. Limitação das análises convencionais e o modelo de redução 

dimensional multifatorial 

 

Os modelos paramétricos tem suas limitações quando do seu uso na busca 

de interação entre loci. Se um locus encontra-se dentro de um padrão complexo de 

colinearidade como outros loci incluídos no modelo de análise, questiona-se o quanto 

se pode concluir a partir de um eventual achado de interação. Diante das limitações 

da abordagem paramétrica nas situações de dimensionalidade elevada existem 

métodos não paramétricos que tem em comum técnicas baseadas em “data mining” e 

“machine learning” para dar conta de investigar interações em múltiplos loci. Dentre 

estes, existe o MDR, um método de redução da complexidade dos dados (Cordell 

2009).  

A pedra de toque do MDR é reduzir a informação contida em ‘n’ dimensões 

para uma única dimensão. No caso específico do MDR, a capacidade preditiva de 

múltiplos loci é agrupada numa única dimensão classificatória de predição de risco, 

com dois níveis, alto e baixo. Ou seja, a informação contida em vários loci é reduzida 

para um preditor que classifica um indivíduo como tendo alto ou baixo risco para o 

estado de doente. Uma vez determinado este preditor, ou como os autores a 

nomeiam, a variável genotípica de múltiplos loci em uma única dimensão (“one-

dimensional multilocus-genotype variable”), ele é avaliado estatísticamente na sua 

capacidade de predizer o estado de doente através dos métodos de “cross-validation” 

e de testes de permutação. É importante que seja ressaltado aqui que o MDR esta 
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inserido no contexto de uma área do conhecimento, de caracter exploratório, a “data 

mining”(Moore 2010; Yang et al. 2010). Neste contexto, a noção de reduzir 

múltiplas dimensões para um número menor ou mesmo para uma dimensão única é 

feita de modo corrente nos trabalhos de “data mining”. O mesmo vale para a técnica 

de “cross-validation”. 

 

 

2.9.3. Interação de dois ou mais loci na dependência de cocaína 

 

A amostra em estudo na presente tese tem um número expressivo de sujeitos 

dependentes de cocaína (n=746) comparado aos estudos de associação populacional 

na literatura e já originou a identificação de 04 genes associados ao estado de 

portador de dependência de cocaína (Cordeiro et al. 2009; Dixon et al. 2010)). 

Levando-se em conta os 9 genes que foram objetos de publicações e mais aqueles 

que foram estudados em teses e dissertações, temos um total de 14 genes já 

investigados  (Messas et al. 2005;Cunha 2007; Cordeiro et al., 2009). Porém, não foi 

feita qualquer análise de interação em busca de epistasia nestes estudos. A 

importância dos achados acima para esta tese é que a busca pela epistasia, por 

exemplo, em genes associados à atividade da dopamina, tais como o COMT e o 

DAT1, oferece a possibilidade de corrigir achados negativos ou mesmo díspares de 

associação genética isolada dos estudos anteriores. Além disto, a visão em conjunto 

dos marcadores já estudados abre a possibilidade de um melhor entendimento do 

papel de variantes genéticas agindo simultaneamente no risco para a dependência de 

cocaína. 
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3.1 Objetivo geral 

 

Explorar a associação de marcadores genéticos como fatores de risco para a 

dependência de cocaína através de um estudo de associação do tipo gene candidato 

além de explorar a hipótese da associação de fatores de risco genético por meio da 

análise da interação entre dois ou mais marcadores genéticos. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Objetivo específico 1. Investigar a associação de marcadores para o 

gene BCHE num estudo caso-controle do tipo gene candidato 

• Objetivo específico 2. Verificar se existe interação entre marcadores 

funcionais dos genes COMT e DAT1, já estudados previamente 

nesta amostra e, se esta interação acrescenta um ganho no tamanho 

do efeito utilizando-se um modelo de regressão logística. 

• Objetivo específico 3. Verificar a interação entre marcadores em mais 

de dois loci a partir dos marcadores já investigados nesta amostra 

acrescidos de novos marcadores através do uso do método da 

redução dimensional multifatorial para um total de 40 marcadores 

em 12 genes. 
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4.1. Amostragem e extração do DNA 

 

A procedência dos casos e controles, os critérios de inclusão e exclusão 

iniciais e, a descrição do método para extração do DNA utilizado no primeiro estudo 

em que estes sujeitos foram objeto de pesquisa encontra-se no Anexo A. 

Resumidamente, os casos são 746 pacientes que preencheram os critérios 

diagnósticos de dependência de cocaína pela Classificação Internacional de Doenças, 

nona edição (CID 10) e há 891 controles oriundos do Banco de Sangue da Hospital 

das Clínicas da FMUSP. 

 

 

4.2. Histórico das genotipagens 

 

Uma vez que dois dos objetivos específicos desta tese foram a verificação 

dos efeitos da epistasia sobre o fenótipo, foi necessário reunir as genotipagens 

pertinentes nos diferentes bancos de dados que foram feitos a partir da extração 

inicial de DNA tanto para casos como para controles. Antes da  feitura desta tese, 

foram constituídos 04 bancos de dados contendo genotipagens distintas entre eles, a 

saber, uma primeira amostra utilizada para a genotipagem de dois genes em 

receptores da dopamina, quando as genotipagens foram feitas no laboratório de 

Neurociências (LIM-27), uma segunda amostra, quando as genotipagens foram feitas 

no Instituto de Psiquiatria de Londres, a terceira amostra, quando as genotipagens 

foram feitas no Laboratório de Psicopatologia Experimental do Ipq-HC-FMUSP e, 

finalmente, uma amostra final, em que as genotipagens foram feitas num laboratório 

comercial, a Prevention Genetics, Marshfield, WI 

(http://www.preventiongenetics.com/) 

Uma vez que o número de casos e controles difere em cada amostra, ou seja, 

nem todos os indivíduos foram submetidos às mesmas genotipagens, foi necessário 

triar os sujeitos de modo a reunir aqueles que tinham genotipagens presentes nos 

diferentes bancos de dados. Além disto, foi necessário uma certificação, 

particularmente para o uso em modelos de interação, que diferentes genotipagens 

estavam alinhadas para exatamente o mesmo indivíduo. A união das genotipagens 

http://www.preventiongenetics.com/�
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existentes num único banco de dados consistiu em agrupar diferentes bancos de 

dados e checar, um a um, os sujeitos, tanto casos como controles. A checagem 

manual foi necessária porque cada investigador adotou um código identificador 

próprio para os indivíduos do seu banco de dados. Foi tomado o cuidado de se 

identificar na planilha criada para a presente tese um identificador para denotar a 

presença ou ausência dos sujeitos nos quatro bancos de dados anteriores a este 

estudo. Outro cuidado adicional foi fazer uso de dois marcadores genéticos para 

checar discrepâncias entre diferentes bancos de dados. Um deles, um marcador de 

gênero, genotipado pela Prevention Genetics, foi útil porque ele apresenta uma cópia 

única para homens e cópia dupla para mulheres sendo que isto foi usado para alinhar 

as genotipagens e checar sujeitos discrepantes quanto aos dados sociodemográficos 

de gênero. O outro marcador foi o SNP rs1042098 que foi genotipado tanto na 

amostra enviada para o Instituto de Psiquiatria de Londres bem como para o 

Prevention Genetics, sendo assim, ele serviu para alinhar as genotipagens e excluir 

indivíduos discrepantes para este marcador na amostra de estudo. Finalmente, uma 

vez que nesta tese utilizaram-se de diferentes tamanhos e critérios de seleção da 

mesma amostra original e, de diferentes ferramentas de análise estatística para 

abordar cada um dos três objetivos específicos, a descrição metodológica foi feita em 

seções destinadas a cada um dos objetivos específicos propostos. 

 

 

4.3. Aprovação do Comitê de Ética 

 

Os trabalhos anteriores que geraram as duas teses e a dissertação citadas 

acima foram aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CaPPesq) do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. O presente projeto 

foi aprovado pela CAPPesq, como um subprojeto a partir do primeiro estudo 

genético-molecular submetido pelo ProGene e aprovado segundo o protocolo número 

499/99 (Anexo B). 
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4.4. Objetivo específico 1 

 

4.4.1. Critérios de inclusão e exclusão 

 

Casos. A partir da amostra mais numérica de casos disponíveis, ou seja, de 

746 indivíduos, foram excluídos 09 amostras por conta de quantidades de DNA 

menores que 100ng após a extração, 32 amostras por constituírem sujeitos repetidos 

ou por terem dados sociodemográficos e clínicos incompletos. Mais 07 indivíduos 

foram excluídos por não apresentarem alinhamento entre as diferentes plataformas de 

genotipagem quanto aos genótipos dos dois marcadores utilizados para esta 

finalidade, o marcador de gênero da PG e o SNP rs1042098. Em suma,  a amostra de 

casos ficou constituída por 698 sujeitos.  

Controles. A partir da amostra mais numerosa de controles disponíveis, ou 

seja, de 891 indivíduos, foram excluídos 23 sujeitos por não terem dados socio-

demográficos, 18 controles por não apresentarem alinhamento entre as diferentes 

plataformas de genotipagem quanto aos genótipos dos dois marcadores utilizados 

para esta finalidade, o marcador de gênero da PG e o SNP rs1042098 e, 112 

controles que não foram enviados para genotipagem para a BCHE por conta de 

insuficiência de quantidade mínima de DNA extraído. A amostra de controles ficou 

constituída por 738 sujeitos. 
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4.4.2. Escolha dos marcadores 

 

A seleção dos marcadores, SNPs, seguiu os critérios delineados por Tabor et 

al., 2002: avaliação da literatura em que determinado SNP foi utilizado em estudos de 

associação com um fenótipo semelhante ao do projeto -no nosso caso, perfis distintos de 

metabolizadores para a BCHE; SNPs que estivessem numa região do gene associado a 

uma conseqüência funcional, por exemplo, região promotora do gene e, quando vários 

marcadores são escolhidos para o mesmo gene escolher SNPs em blocos de haplótipos 

em desiquilíbrio de ligação alto a partir do International HapMap Project 

(http://www.hapmap.org/) (Tabor et al. 2002). Assim, foi escolhido o rs1803274 porque 

ele é uma variante comum, conhecida com variante-K que leva a uma redução da 

atividade da Bche (McGuire et al. 1989). Os outros dois SNPs, rs4263329 e rs4680662, 

foram selecionados com base na estrutura de desequilíbrio de ligação do gene e 

frequência populacional de acordo com o HapMap. Um esquema com a representação 

destes marcadores ao longo do gene por ser visto na figura 4. 
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Figura 4. Representação esquemática da posição dos marcadores, medidos em pares 

de bases, ao longo do gene BCHE. Os blocos de E1 a E4 representam os quatro 

exons do gene 

http://www.hapmap.org/�
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4.4.3. Genotipagem 

 

A genotipagem dos SNPs selecionados para esse projeto foi realizada pela 

Prevention Genetics (http://www.preventiongenetics.com/).  

 

 

4.4.4. Análise 

 

Os passos da análise seguem os procedimentos já estabelecidos para estudos 

de associação do tipo gene candidato (Balding 2006). Primeiro, foi verificado se os 

genótipos dos três marcadores encontravam-se dentro do equilíbrio de Hardy-

Weinberg na amostra de pacientes e controles por meio do programa Haploview 

(Barrett et al. 2005). Em seguida, foi feito um teste geral de associação, o teste de 

associação genotípica com dois graus de liberdade, e foram feitos três testes 

individuais em que foram definidos os modelos genéticos de herança (aditivo, 

dominante e recessivo). As variáveis testadas no modelo dominante e recessivo 

foram do tipo binário. O teste geral de associação foi feito através do qui-quadrado e 

os modelos genotípicos foram feitos através da regressão logística. O melhor modelo 

foi ajustado para idade e gênero por meio de regressão logística.  

A amostra dos pacientes foi subdividida para que se fizesse a comparação 

entre as vias de administração de cocaína em: 1) usuários de cocaína inalada, ou seja, 

pacientes que faziam uso preferencial de cocaína na forma de pó; 2) usuários de 

crack, pacientes que faziam uso de cocaína na forma fumada e; 3) usuários duplos, 

pacientes que faziam uso das duas formas de cocaína. A estratificação da amostra de 

pacientes, para fins de análise, é um recurso frequentemente utilizado e justifica-se 

porque há características clínicas e demográficas que fazem estes três subgrupos 

distintos entre si (Farrer et al. 2009; Guindalini et al. 2006). Os passos da análise 

genética foram realizados para a comparação entre os grupos de pacientes e controles 

e também entre os três subgrupos de pacientes divididos de acordo com a via de 

administração de cocaína.  
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A frequência dos alelos e haplótipos bem como as medidas de desequilíbrio 

de ligação foram obtidas por meio do programa Haploview (versão 4.2) e foram 

realizadas para diferenciar pacientes de controles. Os testes de associação e a 

determinação das razões de chance e intervalos de confiança foram estimados através 

do programa SPSS, versão 17. Finalmente, o programa QUANTO foi utilizado para 

estimar o poder estatístico da amostra assumindo-se uma razão de chance de 1,5, a 

prevalência da doença em 0,13%, uma frequência do alelo menor de 0,27 e um nível 

de significância de 0,05 (Gauderman 2002; Gauderman & Morrison 2006). Os 

valores de poder do teste, de acordo com os modelos de herança foram de 63% para 

o recessivo, 95% para o dominante e 99% para o aditivo. 

 

 

4.5. Objetivo específico 2 

 

4.5.1. Critérios de inclusão e exclusão 

 

4.5.1.1. Amostra para o estudo do polimorfismo Val158Met da COMT 

 

Casos. A partir da amostra mais numerosa, de 746 casos, foram excluídos 

20 pacientes que não tinham dados sociodemográficos, 12 pacientes que não foram 

enviados para genotipagem dos marcadores para COMT, 04 pacientes que não 

estavam alinhados para o marcador genotipado em comum nos primeiros estudos do 

grupo e na genotipagem por um laboratório comercial, o rs1042098 e, 02 casos que 

não tinha alinhamento entre o marcador genético de gênero e a informação 

sociodemográfica. O total de excluídos foi de 38 pacientes, ou seja, 5% da amostra 

dos sujeitos disponíveis, restando 708 pacientes para esta análise. 

Controles. A partir da amostra mais completa de 891 controles, foram 

excluídos 29 sujeitos sem dados sociodemográficos, 08 controles por não estarem 

alinhados com o marcador genético de gênero, 11 controles por não se alinharem 

com o marcador rs1042098 e, 10 controles por não terem genotipagem para nenhum 

dos três marcadores para a COMT. O total de controles excluídos foi de 58, ou seja, 

6% dos controles disponíveis, restando 833 controles para esta análise. 
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4.5.1.2. Amostra para o estudos de associação de locus isolado para DAT1 e 

para a interação DAT1*COMT 

 

Casos. A partir da amostra mais numerosa, de 746 casos, foram excluídos 

20 pacientes que não tinham dados sociodemográficos, 11 pacientes que não foram 

enviados para genotipagem dos marcadores VNTR para DAT, 05 pacientes que não 

estavam alinhados para o marcador genotipado em comum nos primeiros estudos do 

grupo e na genotipagem por um laboratório comercial, o rs1042098 e, 02 casos que 

não tinham alinhamento entre o marcador genético de gênero e a informação 

sociodemográfica. O total de excluídos nesta etapa foi de 38 pacientes, ou seja, 5% 

da amostra dos sujeitos disponíveis, restando 708 pacientes para esta análise. Para a 

amostra contendo o marcador 3´UTR VNTR foram incluídos somente os portadores 

dos alelos mais frequentes (9R e 10R), ficando ela constituída de 688 casos. Para a 

amostra contendo o marcador Intron8 VNTR foram incluídos somente os portadores 

dos alelos mais frequentes (5R e 6R), ficando ela constituída por 659 casos. 

Controles. A partir da amostra mais completa de 891 controles, foram 

excluídos 29 sujeitos sem dados sociodemográficos, 08 controles por não estarem 

alinhados com o marcador genético de gênero, 11 controles por não se alinharem 

com o marcador rs1042098. O total de controles excluídos foi de 48, ou seja, 5% dos 

controles disponíveis, restando 843 controles para esta etapa. Do mesmo modo feito 

para os casos, para a amostra de contendo o marcador 3´UTR VNTR foram incluídos 

somente os portadores dos alelos mais frequentes (9R e 10R), ficando ela constituída 

de 826 controles e paara a amostra contendo o marcador Intron8 VNTR foram 

incluídos somente os portadores dos alelos mais frequentes (5R e 6R), ficando ela 

constituída por 792 controles. 

 

 

4.5.2. Genotipagem 

 

O polimorfismo Val158Met ou rs4680 foi genotipado pela empresa 

Prevention Genetics (http://www.preventiongenetics.com/). As genotipagens para os 

dois VNTRs (3 ´UTR e Intron8) foram obtidos a partir das planilhas de genotipagens 
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provenientes do estudo de Guindalini et al., 2006, onde se encontra a descrição do 

método laboratorial usado (Guindalini et al. 2006a).  

 

 

4.5.3. Análise 

 

4.5.3.1. Teste do poder estatístico da amostra 

 

O programa QUANTO foi utilizado para estimar o poder estatístico da 

amostra neste estudo em específico levando-se em conta a prevalência da doença em 

0,13% um nível de significância de 0,05 (Gauderman 2002; Gauderman & Morrison 

2006). O poder do teste para a interação foi obtido usando-se o ajuste para o 

programa para interação gene-gene, sendo que os parâmetros usados para o os dois 

genes foram de uma razão de chance de 1,5 ("main effect"), uma frequência do alelo 

menor de 0,27 e uma razão de chance para a interação de 1,8. Para um modelo 

genético em que o efeito dos dois genes é do tipo dominante, o poder do teste foi de 

67% e, para o modelo em que um dos genes foi dominante e o outro recessivo foi de 

35%. 

 

 

4.5.3.2. Frequênciados genótipos entre casos e controles 

 

Os testes de associação para os genótipos dos marcadores isoladamente 

seguiram as descrições feitas na seção dos Métodos para o Objetivo específico 1 

sendo que não foram feitas aqui as análises de LD. 

 

 

4.5.3.2. Testes de interação 

 

Se tomarmos como exemplo um estudo caso-controle em que o estado de 

portador seja a variável de desfecho, a abordagem da regressão logística é construir 

um modelo probabilístico para a doença. Consegue-se a quantificação do efeito de 
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um locus único através da interpretação dos seus respectivos coeficientes de 

regressão enquanto mantém-se fixos os parâmetros dos loci remanescentes 

(Kooperberg et al. 2007). 

O conceito de regressão logística é melhor entendido tendo-se o conceito de 

regressão linear. A noção de regressão linear envolve um preditor x que leva a um 

desfecho quantitativo y, sendo que y assume vários valores de acordo com o preditor 

x numa representação linear em que 

  

• y = mx + c 

• onde m é o regressor da inclinação e c o regressor da intercepção, quando 

x=0. 

 

Diferentemente, na regressão logística, trabalha-se com a noção de 

probabilidade de ter a doença, ou seja, o desfecho não assume vários valores mas 

agora é a probabilidade de ter ou não a doença. A equação usada, tem elementos de 

um modelo linear mas leva em conta a quantificação dos regressores  onde se lida 

com tantos modelos lineares quanto forem os preditores envolvidos. Mais 

importante, isto é feito de modo que se tenha um termo que leva em conta a interação 

de todos os preditores combinados. Em testes de interação em genética, usa-se 

comumente a base logarítmica de razões de chance da doença, expresso por 

 

Ln(n(p/1-p) 

 

Tomando-se como exemplo, dois loci esta razão é determinada pelas 

variáveis xb e xc que representam os loci, B e C, os regressores beta e gama para B e 

C, respectivamente, o termo ixbxc para a integração e alfa para o regressor da 

intercepção: 

 

Ln(n(p/1-p) = alfa + beta xb + gama xc + ixbxc 

 

O teste de hipótese de interação procura saber se i=0, assim sendo, a razão 

de chance para a doença fica restrita aos efeitos individuais de B ou C, determinados 



Métodos 

 

 
 

50

pelos modelos lineares respectivos. Assim, uma vantagem oferecida no uso da 

regressão logística é que além da detecção da interação pode-se testar para o efeito 

marginal ("main effect") de cada genótipo isoladamente, ou seja, pode-se proceder ao 

teste combinado de associação de cada locus isoladamente levando em conta a 

interação. 

 

4.6. Objetivo específico 3 

 

4.6.1. Critérios de inclusão e exclusão do sujeitos 

 

Casos. A partir da amostra mais numerosa, de 746 casos, foram excluídos 

20 pacientes que não tinham dados sociodemográficos, 04 pacientes que não estavam 

alinhados para o marcador genotipado em comum nos primeiros estudos do grupo e 

na genotipagem por um laboratório comercial, o rs1042098 e, 02 casos sem 

alinhamento entre o marcador genético de gênero e a informação sociodemográfica, 

restando 720 pacientes para o início desta análise. 

Controles. A partir da amostra mais completa de 891 controles, foram 

excluídos 29 sujeitos sem dados sociodemográficos, 08 controles por não estarem 

alinhados com o marcador genético de gênero, 10 controles por não se alinharem 

com o marcador rs1042098 restando 844 controles para o início desta análise. 

 

4.6.2. Escolha dos genes e polimorfismos 

 

No que diz respeito aos possíveis processos biológicos subjacentes a 

dependência química, foram utilizados os genes já estudados previamente com a 

amostra de dependentes de cocaína do ProGene além dos três marcadores para o 

gene BCHE descritos na seção dos métodos para o objetivo 1. A plausibilidade 

biológica a eles conferida encontra-se na tabela 1. A descrição pormenorizada dos 

critérios de escolha e os métodos de genotipagem para os marcadores referentes a 

estes genes encontra-se nos trabalhos de doutorado e artigos publicados (Cordeiro et 

al. 2009; Dixon et al. 2010; Messas et al. 2005; Cunha 2007). Com intuito de ampliar 

a gama de cobertura para os marcadores de alguns dos genes previamente estudados, 
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foram incluídos cinco novos marcadores para os genes dos receptores da dopamina 

DRD2/DRD3, do gene DAT1 e do gene da dopamina beta-hidroxilase (DBH). As 

genotipagens dos marcadores extras para genes foram feito sob contrato com o 

Prevention Genetics. 
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Tabela 1. Polimorfismos selecionados para o objetivo 3. 

 
Via biológica Gene Locus Polimorfismo (s) 

Metabolização da cocaína Butirilcolinesterase (BCHE) 3q26.1 rs1803274, rs4263329 e rs4680662 

Sistema transdução do sinal 
Proteína quinase IV dependente de calmodulina/Ca2 

(CaMKIV) 
5q21.3 rs1457115 e rs9285875 

Metabolização de catecolaminas Catecol-O-metil transferase (COMT) 22q11.21 rs165599, rs4680 e rs737865 

Transportador de neurotransmissor Transportador de Dopamina (DAT1) 5p15.3 
rs11564773, rs1042098, rs1564752, rs2042449, rs27048, rs2963238, rs3756450, 

rs460000, rs6347 e rs6876225 

Metabolização da dopamina Dopamina Beta-hidroxilase (DBH) 9q34 rs1611115 e rs77905 

Receptor de membrana Receptor D2 da dopamina (DRD2) 11q23 rs1079594 e rs1799732 

Receptor de membrana Receptor D3 da dopamina (DRD3) 3q13.3 rs7629232 

Receptor de membrana 
Receptor do tipo A, α2 para o ácido gama-aminobutírico 

(GABRA2) 
4p12 rs1372472, rs189957, rs279871, rs894269 e rs9291283 

Transdução do sinal Quinase para o receptor acoplado a proteína G (GSK) 19q13.2 rs558934, rs5761116 e rs576895 

Metabolismo Xenobiótico Glutationa-S-transferase (GSTP1) 11q13 rs947894 

Ritmos circadianos Proteína homóloga 1 do período circadiano (PER1) 17p13.1 rs2253820, rs2304911, rs30277172 e rs885747 

Ritmos circadianos Proteína homóloga 2 do período circadiano (PER2) 2q37.3 ID2222180, ID2222181, rs2304672 e rs2304674 
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4.6.3. Seleção dos polimorfismos 

 

Foram adotados passos de rastreio para selecionar os marcadores utilizados 

na análise pelo MDR como descarte de marcadores por erros grosseiros de 

genotipagem. Marcadores que apresentaram valores para o equilíbrio de HW acima 

do limiar estabelecido pelo programa Haploview (p<0.001) também foram 

descartados por tratar-se de possíveis erros de genotipagem ou de efeitos de 

estratificação populacional. Marcadores que falharam em um teste de independência 

estatística ajustado para este estudo também foram excluídos. Para o teste de 

independência utilizou-se do recurso do programa Haploview conhecido como 

´tagger´, utilizado para selecionar marcadores num mesmo gene que estejam em 

desequilíbrio de ligação porém, foi feito um ajuste para que o programa considerasse 

marcadores de diferentes genes como pertencendo ao mesmo gene utilizando-se a 

associação de alelos dois a dois e um valor para o coeficiente de correlação para o 

desequilíbrio de ligação (r2) de 0,8. Os marcadores do tipo VNTR, como era o caso 

de três marcadores para o gene DAT1, foram descartados porque se fosse adotada a 

estratégia de restringir a análise aos VNTRs apenas para os mais freqüentes - prática 

comum nos estudos de lócus simples com estes VNTRs -isto acarretaria uma perda 

de sujeitos importante uma vez que há pouca sobreposição dos sujeitos, entre os 

alelos mais freqüentes para os três VNTRs. Ao todo, foram selecionados 40 

marcadores em 12 genes (Tabela 1).  

 

 

4.6.4. Parametrização e análise univariada 

 

Uma vez que a maioria dos marcadores não tem definido qual seu padrão de 

dominância genética, optou-se por escolher, para cada polimorfismo, o modelo de 

dominância que apresentava o menor valor de p gerado na análise de regressão 

logística no teste dos genótipos. Este procedimento, qual seja, a parametrização dos 

genótipos, cumpre as finalidades de se apropriar do que seria o melhor modelo de 

dominância genética para cada polimorfismo visto individualmente. Na prática, um 

determinado polimorfismo, contendo dois alelos, pode contribuir com duas 
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dimensões (modelo recessivo ou dominante) ou com três dimensões, como é o caso 

do modelo aditivo. A parametrização seguiu a descrição já feita na seção dos 

métodos para o objetivo específico 1. A análise estatística foi feita com o uso do 

programa SPSS (versão 17.0) e do programa Haploview. O cálculo das freqüências 

alélicas, equilíbrio de HW, testagem de modelos de dominância e comparação das 

frequências genotípicas foram feitas como já descrito na seção dos métodos para os 

objetivos 1 e 2.  

 

 

4.6.5. Análise Multivariada 

 

4.6.5.1. Algoritmo do MDR 

 

O algoritmo do MDR realiza duas operações básicas (Hahn et al. 2003). 

Uma delas é criar modelos de interação por meio da redução das dimensões 

genotípicas para uma única dimensão de alto/baixo risco e a segunda operação é a 

determinação do modelo que exercerá a melhor predição para a identificação dos 

casos através da validação cruzada ("cross-validation"). De modo a tornar mais 

compreensível o algoritmo, será descrita em primeiro lugar a validação cruzada. 

 

 

4.6.5.2. Validação Cruzada (CV) 

 

A CV consiste em um conjunto de medidas para diagnosticar o desempenho 

de um determinado modelo, servindo também para selecionar um modelo mais 

adequado dentre outros em uma lista disponível.  

Usualmente, um conjunto de exemplos é dividido em dois subconjuntos 

disjuntos: o conjunto de treinamento que é usado para o aprendizado do conceito e o 

conjunto de teste, usado para medir o grau de efetividade do conceito aprendido. Os 

subconjuntos são normalmente disjuntos para assegurar que as medidas obtidas, 

utilizando o conjunto de teste, sejam de um conjunto diferente do usado para realizar 

o aprendizado, tornando a medida estatisticamente válida (Hahn et al. 2003). O 
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modelo é gerado com o subconjunto de treinamento e testa-se o seu desempenho 

preditivo no subconjunto de teste. Nos trabalhos sobre interação gênica que fazem 

uso do MDR, a amostra é dividida em 10 partes (Figura 5). A redução das dimensões 

genotípicas e consequente geração do modelo é feita com 9/10 da amostra 

(treinamento) e a validação cruzada vai avaliar o desempenho preditivo com o 1/10 

restante da amostra (teste). Este procedimento é feito por 10 vezes, usando diferentes 

´random number seeds´, de modo a reduzir a chance de se observar resultados 

espúrios devido a divisão aleatória que é feita dos dados na pizza de 10 partes. O 

resultado destas avaliações será o erro preditivo do teste. A CV gera outra medida de 

avaliação do modelo que é a consistência da validação cruzada; ela é uma medida do 

número de vezes em o modelo gerado pelo algoritmo é identificado em cada uma das 

10 fatias possíveis contendo 9/10 da amostra. Por extensão, o valor máximo da 

consistência de validação cruzada é de 10 em 10 (10/10) (Hahn et al. 2003; Moore 

2010; Ritchie 2011).  

 

 

4.6.5.3. Redução das dimensões genotípicas 

 

O programa parte de uma amostra de treino e seleciona um elenco de ´n´ 

fatores genéticos. A descrição daqui em diante e a figura correspondente (figura 5) 

tomarão como exemplo um elenco de dois loci, cada um contendo três genótipos, 

sendo que teremos um total de nove combinações possíveis para os seis genótipos. 

Estes 06 fatores genéticos serão representados graficamente numa tabela 

multifatorial do tipo 3X3 (figura 5). Cada célula oriunda do cruzamento dos 

genótipos será preenchida pela contagem dos casos e dos controles que possuem a 

sua combinação genotípica. A seguir, é calculada a razão entre o número de casos 

para o de controles para cada uma das células nesta grade multifatorial. Cada célula 

nesta representação multifatorial é então nomeada como sendo de "alto risco" se a 

razão de casos e controles alcançar ou exceder um limiar (por exemplo, 1) ou é 

nomeada como sendo de "baixo risco" se o limiar não é alcançado. É nesse passo que 

se obtém a redução das várias dimensões representadas na grade para uma única 

dimensão com dois níveis, "alto risco" e "baixo risco". Numa situação em que se tem 
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mais de dois loci, o algoritmo fará combinações de todos os loci tomados dois a dois 

(figura 5, “step 5” ). O programa seleciona o modelo que tiver o menor número de 

indivíduos erroneamente identificados, ou seja, este modelo de dois loci será aquele 

que apresentará o menor erro classificatório entre todos os possíveis modelos de dois 

loci. É importante que se ressalte que o MDR é capaz de criar modelos para mais de 

dois fatores, no caso aqui, loci. Independentemente do número de fatores, os passos 

do programa são os mesmos para dois ou mais loci. 

 
� 

Figura 5. Passos no funcionamento do método MDR (adaptado de Hahn et al., 
2003) (Hahn et al. 2003) 

 

 

4.6.5.4. Escolha do Modelo 

 

Uma vez que um modelo é gerado na etapa descrita logo acima, ele é 

submetido aos passos da validação cruzada. Ao término da CV o pesquisador deve 

decidir qual modelo escolher. Isto porque o programa gera quantos modelos forem 

determinados, ou melhor, se há um número de fatores maior que dois, para cada 

modelo de dois ou mais loci será feita a CV. No final, tem-se uma tabela em que são 

listados o melhor modelo para dois loci, para tres loci e assim por diante. Tem-se 

adotado nos estudos que utilizaram o MDR a dupla de valores máximos da 
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consistência de validação cruzada e o erro preditivo (teste de acurácia balanceada). 

(Gui et al. 2011a). Finalmente, pode-se fazer um teste estatístico do modelo 

escolhido de modo a quantificar a magnitude do CV e do erro preditivo. 
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5.1. Objetivo específico 1 

 

5.1.1. Variáveis clínicas 

 

Um resumo das características sociodemográficas e clínicas da amostra para 

este estudo pode ser visto na tabela 2. Os pacientes e controles são diferentes no que 

diz respeito a distribuição entre gêneros (χ2=185,8, gl=3, p<0.0001), há 

significativamente mais mulheres no grupo controle (32%) do que em casos (4%) e 

há mais mulheres do que homens (96%) quando os casos são vistos isoladamente. 

Algo semelhante ocorre no que diz respeito às médias das idades (F=62,1, gl=1434, 

p<0.001), controles são mais velhos (31,3±9,8 anos) do que os casos (26,8±7,2 anos). 

No que diz respeito ao perfil de gravidade clínica da amostra de pacientes, a maioria 

deles fez uso de maconha (97%), eram fumantes (84%) e, um pouco mais da metade 

(63%) fez uso de mais de 50 unidades de álcool por semana. No que diz respeito a 

uma medida do impacto social da adicção, mais da metade (54%) foi presa ao menos 

uma vez ao longo da vida. Os subgrupos de usuários de cocaína, divididos de acordo 

com a forma preferencial de administração, eram 23% de usuários de cocaína 

inalada, 9% de usuários de crack e a maioria, 68% fazia uso das duas vias de 

administração da cocaína.  

 

 

5.1.2. Caso-controle 

 

5.1.2.1. Equilíbrio de HW 

 

Na Tabela 3 encontram-se os valores de p para o teste de equilíbrio de 

Hardy-Weinberg em relação a cada locus estudado do gene BCHE. Nenhum dos 

polimorfismos desviou do equilíbrio e os valores para os MAF são todos acima de 

0,05.  
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5.1.2.2. Frequências dos alelos e dos genótipos 

 

Nas tabelas 4 a 6 encontram-se as frequências alélicas e genotípicas dos 

três polimorfismos nos grupos de casos e pacientes. Para as colunas contendo as 

frequências absolutas (FA) e as frequências relativas (FR) dos alelos, o valor de p 

refere-se às probabilidades encontradas a partir das tabelas de contingência geradas 

pelo programa Haploview e encontra-se na linha dos totais para os alelos. Quanto aos 

genótipos, estes foram agrupados de modo que foram construídos três modelos de 

dominância (aditivo, recessivo e dominante) a partir do alelo com menor frequência, 

tido como alelo de risco. Atribui-se um valor de 1 a 3 para os três genótipos no 

modelo aditivo, sendo que o genótipo contendo o alelo de risco em homozigose 

recebia o valor 3 e, para os modelos recessivo e dominante, atribuíram-se dois 

valores, 1 e 2, para a união dos genótipo recessivo com o heterozigoto e do genótipos 

dominante com o heterozigoto, respectivamente. A análise estatística dos modelos de 

dominância foi feita através da regressão logística e os valores de p estão na linha 

dos totais para cada modelo de dominância.  

 

 

5.1.2.3. Regressão logística 

 

As tabelas 4 a 6 mostram as comparações entre casos e controles para os 

três marcadores do gene BCHE. As frequências dos alelos para os três marcadores 

não foram diferentes para casos e controles. No que diz respeito à análise de 

genótipos, verificou-se uma frequência mais alta de indivíduos portadores do 

genótipo G/G (3%) entre os controles comparados com os pacientes (1%) com 

p=0,05 (OR=0,44; IC95%=0,19 - 1,01) para o modelo recessivo do marcador 

rs4263329. Porém, uma vez feito o ajuste no modelo de regressão logística para 

gênero e idade esta associação deixou de ser significativa (p>0,13). As frequências 

genotípicas para os outros dois marcadores não foram diferentes entre pacientes e 

controles para nenhum dos modelos de dominância. As medidas de LD e frequência 

de blocos haplotípicos ao longo do gene BCHE não evidenciaram qualquer 

associação com o estado de dependência de cocaína (dados não exibidos). 
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5.1.3. Subgrupos de fenótipos 

 

No que diz respeito aos resultados para os testes de associação para os 

grupos de pacientes adotou-se uma estratégia de análise diferente daquela usada para 

o teste de associação entre casos e controles porque havia neste caso três grupos para 

o teste de hipótese. Assim, o primeiro passo foi um teste de associação geral (teste de 

qui-quadrado) levando em conta os três subgrupos de pacientes e os três genótipos 

para cada marcador. Os resultados dos testes gerais de associação para a via 

preferencial de administração de cocaína podem ser vistos na Tabela 7. Dos três 

marcadores testados foi observada uma associação entre os genótipos e os subgrupos 

para o marcador rs 1803274 (χ2=15,20, gl=4, p=0,004). Uma vez que as frequências 

relativas dos pacientes pertencentes ao grupo de uso exclusivo de crack diferiam das 

frequências relativas dos outros dois subgrupos, particularmente quanto ao genótipo 

A/A uma nova etapa de testes foi realizada. Desta vez, o grupo de usuários de crack 

foi comparado com o conjunto dos restantes dos usuários (usuários de cocaína 

inalada e usuários duplos) e também foi comparado com o grupo de usuários de 

cocaína inalada por si só. Para esta etapa, foi verificado o melhor modelo de 

dominância tal como feito para o estudo de casos e controles através da regressão 

logística sendo que esta análise foi feita somente para o marcador rs 1803274. O 

melhor modelo de dominância para esta associação foi o modelo recessivo que 

mostra que os portadores em homozigose para o alelo de risco (A) eram mais 

frequentes nos pacientes que faziam uso preferencial de crack quando comparados 

com usuários de cocaína inalada (p=0,027; OR=4,36; IC95%=1,18 - 16,04) e com o 

conjunto dos usuários de cocaína inalada somados aos usuários duplos (p=0,001; 

OR=5,83; IC95%=2,10 - 16,16).  
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Tabela 2. Características dos pacientes dependentes de cocaína e dos controles. 
 
 
  Pacientes Controles 

n  698 738 

Idade±DP  26,8±7,2 31,3±9,8 

Limites das Idades  17-56 18-72 

Gênero    

 Masculino 669 (96%) 501 (68%) 

 Feminino 29 (4%) 237 (32%) 

Forma de 
Administração 

   

 Usuários de Cocaína Inalada (23%) 160  

 Usuários de Crack (9%) 61  

 Usuários Duplos (68%) 477  

Fumar    

 Sim 585 (84%)  

 Não 111 (16%)  

Uso de álcool    

 < 50 unidades/semana 417 (63%)  

 > 50 unidades/semana 247 (37%)  

Uso de maconha    

 Nunca usou 23 (3%)  

 Usou alguma vez 666 (97%)  

Histórico Criminal    

 Sim 373 (54%)  

 Não 324 (46%)  
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Tabela 3. Resultados do teste de Equilíbrio Hardy-Weinberg para os marcadores do 
gene BCHE onde são exibidos os valores de p, os alelos para cada 
marcador e a frequência do alelo menos comum (MAF) 

 

 

Marcador Alelos MAF p 

rs 1803274 G:A 0,183 0,88 

rs 4680662 G:A 0,34 0,61 

rs 4263329 A:G 0,142 0,25 
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Tabela 4. Comparação das frequências dos alelos e genótipos do polimorfismo rs 
1803274 no gene BCHE estudados nos pacientes com dependência de 
cocaína e, controles normais segundo três modelos de dominância 
(*valores de p significativos adotando-se intervalo de confiança de 95%) 

 
 

 

   Casos Controles p 

   FA FR FA FR  

 G 1112 0,82 1167 0,80  
 A 236 0,18 275 0,20  
 A

le
lo

s 

Total 1348  1442  0,29 

G/G 457 0,66 477 0,67  

A/G 201 0,3 215 0,3  

A/A 18 0,04 30 0,03  

M
od

el
o 

ad
iti

vo
 

G
en

ót
ip

os
 

Total 676  722  0,30 

A/A+G/A 658 0,97 692 0,96  

G/G 18 0,03 30 0,04  

M
od

el
o 

re
ce

ss
iv

o 

G
en

ót
ip

os
 

Total 676  722  0,13 

A/A 457 0,68 477 0,66  

A/G+G/G 219 0,32 245 0,34  

M
od

el
o 

do
m

in
at

e 

G
en

ót
ip

os
 

Total 676  722  0,54 
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Tabela 5. Comparação das frequências dos alelos e genótipos do polimorfismo rs 
4680662 no gene BCHE estudados em pacientes com dependência de 
cocaína e controles normais segundo três modelos de dominância 
(*valores de p significativos adotando-se intervalo de confiança de 95%) 

 
 

 

 

   Casos Controles p 

   FA FR FA FR  

 G 911 0,66 920 0,66  
 A 467 0,34 478 0,34  
 A

le
lo

s

Total 1378    0,87 

G/G 297 0,43 303 0,43  

A/G 317 0,46 316 0,45  

A/A 75 0,11 81 0,12  

M
od

el
o 

ad
iti

vo
 

G
en

ót
ip

os

Total 689  700  0,89 

G/G+A/G 614 0,89 619 0,88  

A/A 75 0,11 81 0,12  

M
od

el
o 

re
ce

ss
iv

o
G

en
ót

ip
os

Total 689  700  0,95 

G/G 392 0,57 303 0,57  

A/G+A/A 297 0,43 397 0,43  

M
od

el
o 

do
m

in
at

e
G

en
ót

ip
os

Total 689  700  0,69 
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Tabela 6. Comparação das frequências dos alelos e genótipos do polimorfismo rs 
4263329 no gene BCHE estudados em pacientes com dependência de 
cocaína e controles normais segundo três modelos de dominância 
(*valores de p significativos adotando-se intervalo de confiança de 95%) 

 
 

 
 

   Casos Controles p 

   FA FR FA FR  

 
G 1172 0,86 1236 0,86  

 
A 196 0,14 202 0,14  

 

A
le

lo
s 

Total 1368  1438  0,83 

G/G 497 0,73 538 0,74  

A/G 180 0,26 165 0,23  

A/A 8 0,01 19 0,03  

M
od

el
o 

ad
iti

vo
 

G
en

ót
ip

os
 

Total 685  722  0,85 

G/G+A/G 677 0,99 703 0,97  

A/A 8 0,01 19 0,03  

M
od

el
o 

re
ce

ss
iv

o 

G
en

ót
ip

os
 

Total 685  722  0,05* 

G/G 497 0,73 538 0,75  

A/G+A/A 188 0,27 184 0,25  

M
od

el
o 

do
m

in
at

e 

G
en

ót
ip

os
 

Total 685  722  0,40 
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Tabela 7. Frequência dos genótipos para os três marcadores polimórficos do gene 
BCHE nos pacientes dependentes de cocaína separados de acordo com 
a via preferencial de administração (*valores de p significativos de 
acordo com teste geral de associação e os valores em parêntesis 
representam porcentagens) 

 
 Genótipos    

 AA AG GG n χ2 p 

rs 1803274  

Usuários de cocaína inalada 4 45 106 155   

 (2,6) (29,0) (68,4)    

Usuários de crack 6 14 38 58   

 (10,6) (24,1) (65,5)    

Usuários duplos 8 142 313 463   

 (1,7) (30,7) (67,6)    

TOTAL (2,7) (29,7) (67,6) 676 15,20 0,004*

rs 4680662       

Usuários de cocaína inalada 16 77 65 158   

 (10,1) (48,7) (41,1)    

Usuários de crack 4 29 28 61   

 (6,6) (47,5) (45,9)    

Usuários duplos 55 211 204 470   

 (11,7) (44,9) (43,4)    

TOTAL (10,9) (46,0) (43,1) 689 2,10 0,718 

rs 4263329       

Usuários de cocaína inalada 107 46 4 157   

 (68,2) (29,3) (2,5)    

Usuários de crack 46 13 1 60   

 (76,7) (21,7) (1,7)    

Usuários duplos 344 121 3 468   

 (73,5) (25,9) (0,6)    

TOTAL (72,6) (26,3) (1,2) 685 5,48 0,241 
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5.2. Objetivo específico 2 

 

5.2.1. Frequência dos genótipos e modelos de herança 

 

Os resultados do teste geral de associação bem como a frequência dos 

genótipos em casos e controles encontram-se na Tabela 8. Os resultados não foram 

significativos para o marcador Val158Met da COMT nem para o marcador do tipo 

VNTR 3´ UTR do gene DAT1. Há uma diferença significativa para a frequência dos 

genótipos do marcador do tipo VNTR Intron8 do gene DAT1 (χ2=18,26, gl=2, 

p<0,001) sendo que há uma maior frequência do genótipo 6R/6R nos casos (52%) 

quando comparados aos controles (43%). O passo seguinte na análise foi verificar 

qual dos modelos de herança genética apresentavam o menor valor de p para cada 

um dos marcadores sendo que os resultados podem ser vistos na Tabela 9. O modelo 

dominante foi aquele com melhor a predição para os marcadores Val158Met e 

VNTR 3 ´UTR e o modelo recessivo ajustou-se melhor para o marcador VNTR 

Intron8. Estas informações foram importantes porque elas determinaram o desenho 

do modelo genético de interação entre dois loci testado a seguir. Quanto ao marcador 

VNTR Intron8 observa-se que a diferença mais importante das frequências 

genotípicas entre casos e controles é devido, de fato, a maior frequência do genótipo 

6R/6R (p<0,0001; OR=1,46; IC95%=1,18 - 1,79) evidenciado pelo modelo recessivo 

de herança. 
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Tabela 8. Frequência dos genótipos para os marcadores rs4680 do gene COMT e os 
VNTRs para 3´UTR e Intron8 do gene DAT1 (*valores de p 
significativos de acordo com teste geral de associação e os valores em 
parêntesis representam porcentagens) 

 
 

 Genótipos n χ2 p 

rs4680 G/G G/A A/A    

Casos 257 331 113 701   

 (36,7) (47,2) (16,1)    

Controles 285 409 125 819   

 (34,8) (49,9) (15,3)    

TOTAL (35,7) (48,7) (15,7)  1,07 0,59 

       

3´UTR VNTR 10R/10R 10R/9R 9R/9R    

Casos 348 252 59 659   

 (52,8) (38,2) (9,0)    

Controles 443 271 78 792   

 (55,9) (34,2) (9,8)    

TOTAL (54,5) (36,0) (9,4)  2,57 0,28 

       

Intron 8 VNTR 5R/5R 5R/6R 6R/6R    

Casos 73 258 357 688   

 (10,6) (37,5) (51,9)    

Controles 74 400 352 826   

 (9,0) (48,4) (42,6)    

TOTAL (9,7) (43,5) (46,8)  18,26 0,0001* 
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Tabela 9. Resultados dos testes de modelos de dominância para os marcadores 
rs4680 do gene COMT e dos VNTRs 3´UTR e Intron8 para o gene 
DAT1 

 

Marcador Modelo OR (IC 95%) p 

rs4680 

 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

 

0,98 (0,85-1,34) 

0,92 (0,74-1,14) 

1,06 (0,80-1,40) 

 

0,77 

0,45 

0,64 

3´UTR 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,05 (0,90-1.22) 

1,13 (0,92-1,39) 

1,11 (0,78-1,59) 

 

0,52 

0,23 

0,56 

 

Intron8 

 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

 

 

1,97 (1,02-1,39) 

0,83 (0,59-1,15) 

1,46 (1,18-1,79) 

 

 

0,024* 

0,28 

0,0001* 

 

* Modelos de dominância genética de acordo com o teste de regressão logística 
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5.2.2. Teste dos modelos genéticos de interação gênica 

 

Na Tabela 10 estão os resultados para a análise de interação adotando-se um 

modelo dominante para o polimorfismo Val158Met e um modelo dominante para o 

polimorfismo 3´UTR VNTR sendo que as categorias de referência são o genótipo 

G/G para Val158Met e o genótipo 10R/10R para 3´UTR VNTR. Observa-se que para 

a interação não há um achado significativo bem como não foi visto um resultado 

marginal para os marcadores tomados isoladamente. 

 

Tabela 10. Valores das razões de chance (OR) e os respectivos valores de p para os 
testes de interação entre o marcador Val158Met e o marcador 3 ´UTR 
VNTR na amostra de casos e controles do objetivo específico 2 

 
 

Modelo genético P OR (IC 95%) 

rs4680 A/_ 0,302 0,85 (0,63 - 1,14) 

3´UTR VNTR 9R/_ 0,747 1,05 (0,74 -1,50) 

rs4680 A/_ * 3´UTR VNTR 9R/_ 0,635 1,11 (0,71 - 1,72) 

 
 

Na Tabela 11 estão os resultados para a análise de interação adotando-se um 

modelo dominante para o polimorfismo Val158Met e um modelo recessivo para o 

polimorfismo Intron8 VNTR sendo que as categorias de referência são o genótipo 

G/G para Val158Met e o genótipo 5R/_ para o Intron8 VNTR. Observa-se que não 

há interação entre os dois genótipos ditos como de risco e há um achado significativo 

e, como já fora visto anteriormente na análise do marcador isolado, há um efeito 

marginal para o genótipo 6R/6R. 
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Tabela 11. Valores das razões de chance (OR) e os respectivos valores de p para os 
testes de interação entre o marcador Val158Met e o marcador Intron8 
VNTR na amostra de casos e controles do objetivo específico 2 

 
 

Modelo genético p OR (IC 95%) 

rs4680 A/_ 0,58 0,92 (0,68 - 1,23) 

Intron8 VNTR 6R/6R 0,02 1,48(1,05 -2,09) 

rs4680 A/_ * Intron8 VNTR 6R/6R 0,91 0,97 (0,63 - 1,50) 

 

 

5.3. Objetivo específico 3 

 

5.3.1. Análise univariada 

 

As frequências alélicas e genotípicas para controles e casos, bem como, as 

razões de chance associadas com os modelos de herança (aditivo, dominante e 

recessivo) para cada um dos marcadores estão no Anexo C. Todas as freqüências 

genotípicas estão dentro do esperado de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg 

(dados não exibidos). 

As comparações feitas para todos os genótipos e alelos geraram resultados 

positivos para cinco marcadores previamente relatados para esta amostra. Feita a 

correção para mútiplas testagens (p corrigido = 0,05/78 testes) pela adoção do 

método de Bonferroni, nenhum marcador atingiu o valor corrigido de significância 

de p = 0,0006. 
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5.3.2. Análise Multivariada 

 

O programa MDR foi ajustado na sua capacidade de gerar modelos que 

contivessem até 5 ordens de interação, ou seja, foram feitas todas as combinações 

possíveis entre os polimorfismos para cada ordem de interação até 5. O melhor 

modelo para cada uma destas ordens, bem como os valores para o teste de acurácia 

balanceada e para o de validação cruzada, podem ser vistos na Tabela 12. O melhor 

modelo de interação, levando-se em conta uma combinação dos valores do teste de 

acurácia balanceada e da validação cruzada é o modelo de ordem 3, contendo os 

marcadores COMT rs737865, PER1 rs2253820 e DAT1 rs2963238 (teste de acurácia 

balanceada: 0,53; validação cruzada: 6/10). Ou seja, o modelo contendo estes 

marcadores é capaz de predizer corretamente o estado de ser dependente de cocaína 

em 52% dos casos. O segundo melhor modelo é o de ordem de 2 fatores, 

compreendendo os marcadores DAT1 rs1564752 e PER1 rs2253820 (teste de 

acurácia balanceada: 0,52; validação cruzada: 5/10). Os testes de permutação para 

avaliar a significância dos modelos não foram realizados porque a melhor predição, 

levando-se em conta os valores do teste de acurácia balanceada (54%) e validação 

cruzada (10/10), foi com a presença isolada do marcador PER1 rs2253820. Mesmo 

assim, o marcador PER1 rs2253820 tem um valor preditivo muito próximo a 50%.  

 

Tabela 12. Modelos gerados pelo MDR para os 12 genes e 40 marcadores. 
 

 N.o de variáveis 
no modelo 

Variantes incluídas na melhor combinação para cada 
um dos modelos 

Teste 
daacurácia 

Validação 
cruzada 

 

1 
 

PER 1 rs2253820 
 

0,54 
 

10/10 

2 DAT1rs1564752  + PER1 rs2253820 0,52 5/10 

3 COMT rs737865 +PER1 rs2253820 +DAT1 rs2963238  0,53 6/10 

4 PER 1 rs2253820 + GABRA2 rs 189957 + DAT1 

rs2963238  + DAT1 rs6347 

0,51 5/10 

M
od

el
os

 G
en

ét
ic

os
 

5 CAMK4 rs1457115 + DAT1 rs2963238 + DBH rs779 + 

GABRA2 rs218957 + GSTP1 rs947894 
0,48 3/10 
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A título de ilustração, na figura 6 estão representados, através de cores e 

distância contada a partir da margem direita, uma análise de interação de todos os 

marcadores elencados nos 5 modelos gerado pelo MDR. Por exemplo, na borda 

inferior do diagrama, vê-se que o marcador DAT1 rs 1564752 esta conectado ao 

marcador PER1 rs2253820. A cor da linha, neste caso, vermelha, indica um efeito 

sinergístico forte. A linha laranja, que conecta os marcadores COMT rs 737865 e o 

marcador GSTP1 947894, indica um efeito sinergístico moderado. Os marcadores, 

isolados ou agrupados, conectados com uma linha amarela sugerem um efeito 

independente. Quanto mais próximos da margem direita, há um sinal mais forte de 

interação. Por exemplo, os marcadores DAT1 rs156472 e PER1 rs2253820 parecem 

ter uma ação sinergística forte, porém quando computados no modelo 3, seu poder de 

predição, junto ao terceiro marcador, é pouco melhor que o acaso, assim sendo, 

encontram-se mais próximos da borda esquerda.  
� 

 

maior interação        menor interação 

 

Figura 6. Diagrama de entropia gerado pelo programa MDR para todos os 
marcadores que foram usados na geração dos modelos de ordem 1 até 5 
entre pacientes com dependência de cocaína e controles. 
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6.1. Objetivo específico 1 

 

A partir de uma amostra de 698 pacientes com dependência de cocaína 

foram avaliados três marcadores genéticos do tipo SNP para o gene BCHE. Um 

destes marcadores, o SNP rs 4263329 mostrou evidencia de estar nominalmente 

associado a um efeito protetivo, uma vez que foi encontrado em maior frequencia no 

grupo de controles do que em pacientes. O achado mais consistente deste estudo foi a 

associação significativa entre o genótipo A/A do SNP rs 1803274 e o uso de cocaína 

na sua forma inalada, o crack quando foi avaliado o grupo de pacientes isoladamente. 

A seguir, serão feitas consideraçõas a respeito do cuidado metodológico 

deste estudo. São comuns em estudos de associação, particularmente nos estudo do 

tipo caso-controle para genes candidatos, o encontro de achados falso-positivo. Um 

cuidado metodológico é avaliar o efeito de fatores confundidos sobre os resultados. 

Isto ficou evidente no que diz respeito ao encontro da associação para o marcador rs 

4263329 porque, uma vez feita o ajuste para dois confundidores, o gênero e a idade, 

não foi mais verificada a associação nominal. O mesmo foi feito para o encontro do 

achado positivo da associação do SNP rs 1803274 sendo que desta feita, a OR 

manteve-se estatisticamente significativa demonstrando que o resultado não se devia 

a um viés de seleção. Diferentemente de estudos anteriores, em que a pesquisa sobre 

a associação de marcadores genéticos e a dependência de cocaína foi poucas vezes 

feita em subgrupos de pacientes, os sujeitos neste estudo foram divididos de acordo 

com a via preferencial de administração de cocaína (Farrer et al. 2009). Esta medida 

diminui a heterogeneidade fenotípica que frequentemente prejudica a detecção de 

efeitos em estudo de associação genética. Um outro confundidor, presente em 

estudos nesta área, é a comorbidade da dependência de cocaína com outras 

dependências químicas, marcadamente a heroína e o álcool (Merikangas & 

Kalaydjian 2007). A dependência de álcool foi excluída e a dependência de heroína é 

rara no Brasil sendo que menos do que 1% da amostra estudada aqui fez uso de 

heroína ao longo da vida. O fato que a amostra pesquisada é homogênea no que diz 

respeito ao uso de cocaína reforça a especificidade de qualquer achado de associação 

encontrado como sendo associado ao uso de cocaína. 
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Um dos marcadores investigados, o rs1803274 não foi associado com a 

dependência de cocaína mas foi associado como o subgrupo que fazia uso da cocaína 

na sua forma inalada. Já foi demonstrado que o rs1803274 está associado a condições 

médicas e comportamentais mas não encontramos na literatura, até o presente 

momento, nenhum relato em que ele tenha sido pesquisado em amostras de 

dependentes químicos ou comorbidades psiquiátricas associadas com problemas 

relacionados ao uso de drogas (Howard et al. 2010). O fato de que tenha se achado 

uma associação somente quando a amostra completa foi dividida em subgrupos não é 

única. Farrer et al., 2009, encontraram uma associação entre a dependência de 

cocaína  e um marcador genético quando eles segmentaram sua amostra em 

indivíduos que apresentaram sintomas psicóticos durante episódios de intoxicação 

aguda de cocaína e aqueles que não apresentaram tais sintomas (Farrer et al. 2009). 

Os indivíduos dependentes de cocaína representam um grupo heterogêneo não só do 

ponto de vista do acervo genético, mas também sobre uma perspectiva clínica assim, 

faz sentido agrupá-los em fenótipos que tenham um valor intrínseco para hipóteses 

sobre fatores de risco. Guindalini et al,., 2006b, demonstraram que usuários duplos, 

de cocaína inalada e crack, tinham características clínicas distintas quando 

comparados com usuários estritos de crack ou de cocaína inalada (Guindalini et al. 

2006b). Do ponto de vista populacional, as frequência alélicas do rs 1803274 neste 

estudo são muito semelhantes aos valores encontrados para a população caucasiana 

presente no Hapmap porém, as frequências do genótipo A/A quando casos e 

controles são tomados em conjunto são maiores, 3,3% neste estudo do que o valor no 

Hapmap, de 1.7% na população de caucasianos (CEU). No que diz respeito aos 

outros dois marcadores usados, há poucos relatos do seu uso em estudos de 

associação. Howard et al., 2010, testaram 12 SNPs no gene BCHE e observaram uma 

associação do marcador rs4680663 com a atividade das colinesterases em 

trabalhadores rurais expostos a organofosforados (Howard et al. 2010). Até o 

momento, não foi encontrado um estudo que fizesse uso do SNP rs4263329 como 

marcador em estudos de associação.  

Semelhante a qualquer estudo de associação, as limitações metodológicas 

são várias. Primeiro, o tamanho da amostra usada aqui embora seja considerada 

grande porque se trata de uma população que faz uso de uma substância ilícita, ela é 
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pequena para estudos de associação genética. Segundo, o marcador visto como 

estando associado com os usuários exclusivos de crack foi correlacionado com 

alterações funcionais enzimáticas, por exemplo, atividade de colinesterases em 

outros estudos (Howard et al. 2010). Porém, não foi feita nenhuma medida 

enzimática nos sujeitos deste estudo de modo que qualquer correlação funcional 

entre o marcador e o fenótipo clínico deve ser feita com cautela. Ainda, na mesma 

linha de raciocínio, não foi feita nenhuma medida toxicológica a cerca do uso de 

substâncias lícitas ou ilícitas nos sujeitos deste estudo. Os relatos subjetivos de uso 

de substâncias por pacientes dependentes de cocaína sabidamente são pouco 

confiáveis das verdadeiras quantidades de drogas usadas e o mesmo pode ser dito a 

respeito dos controles (Magura & Kang 1996). Finalmente, é possível que o SNP 

rs1803274 não seja o marcador funcionalmente implicado com a vulnerabilidade 

para o uso de cocaína na forma de crack mas ele esteja em desequilíbrio de ligação 

com marcadores próximos ao seu loco. Estudos semelhantes em outras populações 

de usuários ou o sequenciamento desta região nesta mesma amostra serão necessários 

para que se determine a verdadeira contribuição genética deste marcador para a 

associação vista aqui.  

Um dos aforismas dentro da epidemiologia genética é que as doenças 

complexas são o produto de polimorfismos comuns do ponto de vista populacional, 

mas com pouco tamanho de efeito sobre o fenótipo estudado. Alternativamente, as 

doenças mendelianas seriam o produto de poucas variantes com efeito grande sobre o 

fenótipo. No que diz respeito ao marcador rs1803274, ele é um polimorfismo comum 

e que tem sido associado com alterações da atividade da colinesterase em amostra 

oriundas da comunidade (Howard et al. 2010). Bartels et al., 1993, demonstraram 

que o genótipo A/A para este marcador leva a uma mutação pontual no nucleotídeo 

1615, levando a mudança do codon 539 de GCA (ala) para ACA (thr) (Bartels et al. 

1992) (Figura 2). Ser portador do alelo A leva a uma redução de 30% na atividade da 

butirilcolinesterase sérica. Uma atividade reduzida da butirilcolinesterase pode levar 

a uma aumento dos níveis de cocaína alcançando as áreas cerebrais relacionados ao 

reforço de comportamentos adictivos e, desta maneira, tal sequência de fatos 

aumentaria a propensão ao desenvolvimento e manutenção da dependência, 

particularmente nos usuários de crack portadores do da variante de risco. 
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Assumindo-se que os usuários de cocaína na população brasileira tem igual acesso à 

cocaína na forma inalada como na forma de crack a partir do traficante, a presença 

do genótipo de risco para o SNP rs1803274 pode, em parte, explicar o uso 

preferencial de crack por alguns destes usuários. As mudanças enzimáticas muito 

provavelmente interagem com outros fatores predisponentes, por exemplo, traços de 

personalidade como a busca de sensações, e explicariam parte da vulnerabilidade 

genética para esta via de administração.  

 

 

6.2. Objetivo específico 2 

 

Nesta seção da tese foi testado o quanto um modelo de interação genética da 

atividade dopaminérgica, , por via do polimorfismo funcional (Val158Met) do gene 

COMT e, por via dos polimorfismos do tipo VNTR (3 ´UTR e Intron8) do gene 

DAT1, seria capaz de diferir pacientes dependentes de cocaína de  controles. A 

interação entre um modelo dominante de herança para o polimorfismo Val158Met da 

COMT e um modelo dominante para o polimorfismo do tipo VNTR 3 ´UTR da 

DAT1 não foi estatísticamente significativo. A interação do mesmo modelo 

dominante para o polimorfismo da COMT e um modelo recessivo para o 

polimorfismo do tipo VNTR Intron8 também não foi estatisticamente significativo.  

Variantes para os genes da COMT e da DAT1 foram objeto de estudo em 

amostras independentes de usuários de cocaína. Lohoff et al., 2010, pesquisaram os 

mesmos marcadores do tipo SNP utilizados nesta tese  para o gene COMT 

(rs737865, rs4680 (Val158Met), rs165599) numa amostra de 330 pacientes 

dependentes de cocaína de origem afro-americana (Lohoff et al. 2010). As 

frequencias alélicas e genotípicas para o polimorfismo Val158Met diferiram 

significativamente sendo que entre pacientes com dependência de cocaína a 

frequência do alelo Met foi de 35% e dos controles normais foi de 27%, com uma 

razão de chances de 1,44 (IC: 1, 12 - 1,86; p=0,004). Isto difere da amostra desta tese 

em que as porcentagens do alelo Met, tanto para casos como para controles, são 

próximas a 40%.  Uma razão possível para explicar o contraste nos resultados entre 

os dois estudos e o achado positivo em questão viria do fato de que os descendentes 
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afro-americanos poderiam conter uma diversidade em termos de genética 

populacional muito mais complexa podendo gerar falso-positivos por conta da 

estratificação populacional. 

Mais recentemente, Ittuiwit et al., 2011, fazendo uso de um fenótipo 

relacionado a dependência de cocaína, qual seja, a presença de sintomas psicóticos, 

encontrou um associação de haplótipos para o gene da COMT , um deles incluindo o 

polimorfismo Val158Met em amostras de usuários de cocaína de descendência 

branca e negra para este subfenótipo (Ittiwut et al. 2011) . Neste segundo estudo, as 

frequências alélicas para o marcador Val158Met na população branca aproximam-se 

aos valores encontrados na amostra desta tese. Porém, é difícil fazer mais 

comparações por se tratar de um subfenótipo dentro da amostra clínica de usuários de 

cocaína que não foi caracterizada na amostra desta tese. Há apenas um estudo 

independente para o marcador VNTR Intron8 do gene DAT1, numa amostra de 169 

usuários de cocaína, em que foi vista uma associação para este polimorfismo, porém 

foi o genótipo 5R/5R que foi encontrado com maior frequência no grupo dos 

pacientes diferentemente do achado mais frequente do genótipo 6R/6R na amostra da 

tese (Fernandez-Castillo et al. 2010). O marcador do tipo 3´UTR VNTR para o 

DAT1 não foi associado ao fenótipo da dependência de cocaína em estudos 

independentes e o resultado nesta tese, usando uma amostra menor, não difere da 

amostra usada no estudo de Guindalini et al. 2006 (Fernandez-Castillo et al. 2010; 

Guindalini et al. 2006a; Lohoff et al. 2010). Até o presente momento, não há estudos 

em que se tenha investigado a associação dos genes COMT e DAT1 e a dependência 

de cocaína sendo assim impossível uma comparação dos resultados aqui obtidos com 

dados da literatura.  

O estudo atual tem limitações metodológicas importantes. Há uma 

disparidade entre gêneros tanto na amostra de casos (4% de mulheres) como da 

proporção de homens para mulheres entres casos (1:0,04 ) e controles (1:0,5). Na 

maioria das análises feitas, o sexo foi ajustado no modelo de regressão, porém o fato 

das amostras de casos e controles serem muito díspares acrescentou um viés de 

seleção que pode ter contribuído para a dificuldade do encontro de achados positivos. 

Há um corpo crescente de dados na literatura demonstrando disparidades entre 

gêneros no que diz respeito ao curso e vulnerabilidade das dependências químicas 
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entre homens e mulheres, fator que pode ter contribuído para aumentar a 

heterogeneidade da amostra utilizada aqui (Greenfield et al. 2010; Guindalini et al. 

2005b). No que diz respeito ao poder estatístico para detectar uma interação de 

tamanho de efeito de 1,8 entre dois genes, usando diferentes modelos genéticos de 

interação, ele foi de 67%, ou seja, baixo. A hipótese nesta seção da tese era de que a 

interação entre dois marcadores funcionais de um substrato neurobiológico implicado 

na adicção teria um tamanho de efeito superior ao que é normalmente visto para 

marcadores tomados isoladamente e que isto reduziria o efeito do tamanho limitado 

da amostra sobre o poder estatístico. Isto foi a justificativa para que se fosse adiante 

no teste de hipótese, a despeito do baixo poder estatístico ´a priori´, assumindo que 

seria encontrado um tamanho de efeito acima do valor estipulado, de 1.8 para a 

interação genética, como parâmetro de cálculo do poder da amostra. A  estratificação 

populacional poderia interferir nos achados de estudos de associação genética 

populacional mas, ela foi não foi feita nesta seção. A estratificação desta amostra foi 

extensamente avaliada na tese de doutorado de Guindalini, 2005, onde a autora 

demonstrou que há sim uma estratificação populacional detectada por algoritmos 

distintos (Guindalini 2005). O melhor modelo classificou a amostra como um todo, 

casos e controles, como sendo constituída de três subpopulações: 1) constituída em 

sua maioria de indivíduos de origem africana (61,4%), 2) constituída na sua maioria 

de indivíduos de origem européia (81%) e, 3) constituída por valores intermediários 

das contribuições de ambas as origens (53,6% e 27,3% de contribuições européia e 

africana, respectivamente). Porém, verificou-se que para os 24 marcadores de 

ancestralidade utilizados nesta classificação, os pacientes e os casos da amostra 

presente tinham as mesmas proporções étnicas. Na prática, os resultados dos estudos 

de associação feitos com polimorfismos nas publicações subsequentes, incluindo os 

polimorfismos para DAT1, não evidenciaram um efeito da estratificação 

populacional dos resultados.  

Nos estudos de associação, procura-se fazer inferências do que ocorre no 

universo fisiológico para sustentar a testagem de hipóteses. Nesta secção da tese, a 

parametrização do efeito hipotético dos genótipos, através dos modelos de herança 

genética são inferências do papel exercido pelas variantes genéticas na atividade 

enzimática da COMT bem como da atividade da DAT1. A premissa aqui é que há 
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uma linearidade dos efeitos dos alelos para o modelo aditivo e efeitos dicotômicos 

para os modelos dominante e recessivo dos genótipos. A outra premissa é que no 

modelo de interação o efeito dos dois marcadores se daria de modo linear. A adoção 

de outros modelos de interação talvez pudesse ter acrescentando a possibilidade de 

efeitos da interação genética que a adoção de um modelo linear não permitiu. De 

fato, no estudo de Yacubian et al., 2007, a interação entre os polimorfimos para os 

genes COMT e DAT1 foi do tipo multiplicativa não-linear, onde os genótipos do tipo 

met/val tanto 10R como 9R demonstraram as maiores ativações nas regiões 

dopaminérgicas subcorticais e os genótipos met/met 10R e val/val 9R as menores 

ativações (Yacubian et al. 2007).  

Uma limitação do ponto de vista da abordagem do modelo genético para o 

estudo do risco da dependência química é que os marcadores escolhidos talvez não 

sejam aqueles que de fato encontram-se associados com a doença. Partindo-se da 

premissa que alterações na atividade da COMT e da DAT1 de fato contribuem para a 

vulnerabilidade da dependência de cocaína, os marcadores Val158Met para o gene 

COMT e os dois VNTRs estudados para o gene DAT1 podem não ser os 

polimorfismos causais de tais alterações sendo que os resultados positivos sejam 

decorrência de um desequilíbrio de ligação entres os verdadeiros marcadores causais 

e os marcadores Val158Met para COMT e os dois VNTRs estudados para DAT1.  

A incorporação da avaliação de medidas de atividade dopaminérgica em 

regiões distintas do cérebro e sua possível correlação com variantes genéticas é um 

assunto instigante e novo. Infelizmente, não há estudos dentro das dependências 

químicas com o desenho adotado nesta tese para o presente objetivo específico. 

Porém, um estudo avaliou, na mesma amostra de pacientes com transtorno do déficit 

de atenção e hiperatividade (TDAH), os papéis dos polimorfimos estudados nesta 

seção num fenótipo intermediário, o "delay discouting" (Paloyelis et al. 2010). Esta é 

uma medida que tem sido usada com frequência para medir a impulsividade em 

transtornos de conduta, dependências químicas e TDAH (Reynolds 2006). O "delay 

discounting" representa o quanto as consequências de um ato passam a ter uma 

eficiência reduzida no controle de comportamentos na medida em que há uma 

latência da sua ocorrência. Na prática, considera-se que valores altos de "delay 

discounting" são indicativos de alta impulsividade. Os autores demonstraram que o 
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"delay discounting" estava associado com os dois VNTRs de interesse para o DAT1 

e também estava associado com o alelo Val158Met da COMT (Paloyelis 2010). A 

despeito dos autores discutirem sobre o papel diferencial das variantes dos genes, a 

COMT tendo um predomínio sobre a atividade de dopamina cortical e o gene DAT1 

tendo mais evidencia em regiões subcorticais, eles não fazem a interação dos genes 

para o desfecho do estudo, o "delay discounting". Provalvelmente, isto não foi feito 

pela falta de poder da amostra neste estudo, constituída de 36 pacientes. Este talvez 

seja um dos fatores, qual seja, amostras pequenas para testes de interação, utilizando-

se modelos lineares, que explique a ausência destes testes em estudos sobre a 

atividade dopaminérgica e transtornos associados a problemas de impulsividade. Um 

aspecto controvertido é dos achados díspares de associação para os marcadores do 

gene DAT1 em transtornos psiquátricos e ou provas de função com auxílio de 

imagem cerebral em voluntários normais. Shunay et al, 2010, sugerem que os 

resultados díspares para os estudos do papel das variantes do gene DAT1 se devem a 

particularidades genéticas deste gene. Os autores postulam que o DAT1 tem 

inúmeros sítios de regulação que lhe conferem uma maliabilidade de expressão e 

regulação gênica maior que outras monoaminas transportadores, o que explicaria os 

resultados controversos (Shumay et al. 2010). Mais do que isto, o mesmo grupo 

demonstrou, em provas de função, com cocaína radioativamente marcada, para testar 

a taxa de ocupação do DAT em regiões cerebrais de voluntários normais, que há 

interações importantes entre os dois VNTRs da DAT1 estudados aqui (Shumay et al. 

2010). O conjunto dos estudos em que há achados de respostas de atividade cerebral 

diferenciada de acordo com variantes polimórficas do gene COMT e estudos 

semelhantes com os VNTRs da DAT1 oferecem subsídios para modelos explicativos 

mais sofisticados da regulação de mecanismos de recompensa, tal como a hipótese da 

atividade fásica e tônica de neurônios dopaminérgicos no núcleo estriado (Sesack & 

Grace 2010). Em suma, há evidências recentes que revigoram o ensejo de que se 

aprofundem as pesquisas do papel destas variantes em patologias psiquiátricas onde 

há fortes indícios de comprometimento dos sistemas dopaminérgicos cerebrais. 
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6.3. Objetivo específico 3 

 

Nesta seção da tese, foi investigado o quanto polimorfismos em genes 

candidatos podem contribuir, através de interações complexas, com o risco para a 

dependência de cocaína. Feitas as análises estatísticas convencionais para cada 

marcador estudado isoladamente, procedeu-se com a análise com variantes gênicas 

múltiplas por meio de um método, o MDR. As análises univariadas indicaram que 

alguns marcadores estavam associados ao fenótipo da dependência de cocaína, 

porém, feita a correção para as testagens múltiplas, nenhum marcador manteve a 

significância estatística. Quanto à análise multivariada, o programa MDR não foi 

capaz de detectar um modelo de interação que fosse melhor que a predição oferecida 

por um único marcador e, mesmo assim, a predição não se mostrou melhor que o 

acaso. 

Os resultados das análises univariadas reproduzem os achados já publicados 

anteriormente com esta mesma amostra, porém num tamanho amostral menor. É de 

se ressaltar que, como foi feito aqui, se o objetivo desta seção fosse o de encontrar 

uma associação do tipo gene candidato para algum dos 12 genes testados 

individualmente como parte de um mesmo estudo, isto não teria significância 

estatística depois da correção para múltiplas testagens. Pode ser um rigor 

metodológico excessivo, porém, em estudos de associação genética, marcadores que 

são reproduzidos em amostras independentes, tem valores de significância da ordem 

de 10 -14, como é o caso dos polimorfismos para gene do receptor nicotínico em 

fumantes (Li & Burmeister 2009). O foco desta seção é discutir o resultado da 

análise multivariada.  

A pesquisa da interação entre genes, ainda mais quando isto vai além da 

interação entre dois loci, é assunto recente e pouco investigado dentro das 

dependências químicas (Bierut 2011). Dentro da área da dependência de cocaína há 

apenas os estudos já citados na seção 2 e que tratam da interação de loci no mesmo 

gene (CNR1)(Benyamina et al. 2011b).  

As limitações deste estudo, não se restrigem a, mas são da ordem dos 

seguintes temas: método de análise e fenótipo. O programa MDR faz parte do acervo 
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de modelos de análise chamados de “data mining”. Um dos riscos do uso do MDR é, 

justamente, uma das suas essências, a redução da dimensão das variáveis 

investigadas, ou seja, a variabilidade biológica contida na informação genética é 

reduzida para duas categorias, alto e baixo risco. A vantagem, em que questão, é 

poder lidar com uma dimensão, do ponto de vista computacional e de entendimento 

racional, muito grande de uma forma simplificada. O custo, como já dito, é a perda 

da variabilidade contida na informação genotípica individual. Outra desvantagem 

decorrente do método do MDR é que cada sujeito precisa apresentar genótipos para 

todos os marcadores sendo analisados no modelo. Isto reduz muitas vezes o número 

de sujeitos disponíveis para a elaboração dos modelos de interação. Um dos recursos 

usado pelo próprio programa é inferir, ou melhor, atribuir (input) valores, por ele 

mesmo estipulados, para as células vazias. Como os testes de genotipagem tem erros 

próximos a 5% para cada marcador e, este erro é randômico, ao se analisar um 

número grande de marcadores, aumenta-se, no total, o número de células vazias. O 

recurso do input é válido mas, pode acrescentar mais ruído na análise, obscurecendo 

o valor dos resultados. Não obstante estas limitações, o programa MDR tem sido 

utilizado e aprimorado em várias áreas da medicina (Botterma et al. 2010; Chung et 

al. 2007; Grady et al. 2011; Gui et al. 2011b). 
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7.1. Objetivo específico 1 

 

A descoberta e replicação dos achados de marcadores genéticos pode vir a 

ser útil em estudos farmacogenômicos, particularmente em ensaios clínicos para a 

dependência de cocaína. De fato, duas abordagens promissores no tratamento da 

dependência de cocaína, estão fundamentadas na redução das concentrações de 

cocaína circulante. Brimjoin et al.., 2008, demonstraram que uma Bche humana 

modificada com uma atividade catalítica aumentada foi capaz de reduzir tanto a 

toxicidade da cocaína como os seus efeitos reforçadores num paradigma 

experimental de auto-administração da droga (Brimijoin et al. 2008). Além do mais, 

dois ensaios clínicos demonstraram que a detecção de anti-corpo contra a cocaína em 

indivíduos previamente vacinados com uma vacina para este fim tiveram taxas 

reduzidas de amostras de urinas positivas para cocaína em usuários crônicos (Gao et 

al. 2008; Zheng et al. 2008). Um dos objetivos na área do tratamento das 

dependências de substâncias é aprimorar o ajuste entre os recursos terapêuticos 

eficazes, e já existentes, e as características individuais de modo a otimizar as taxas 

de resposta. Se existir no futuro um tratamento amplamente disponível e dirigido às 

características farmacocinéticas da cocaína é razoável propor que existirão taxas de 

respostas diferencias nos usuários portadores de polimorfismos para a Bche ou 

mesmo outras colinesterases. 

Num sentido mais amplo, o organismo biológico está preparadado para lidar 

com toxinas que entram em contato com o indivíduo e a Bche é mais um exemplo de 

enzimas numerosas que participam deste complexo (Geyer et al. 2010; Raveh et al. 

1993). A cocaína é um ester etílico que esta presente na sua forma natural em folhas 

mascadas por populações residentes nos Andes. Estas folhas são mascadas com um 

composto alcalino e, inicialmente, seu uso era feito de modo ritualístico e mais 

modernamente seu uso justifica-se por ser um energético útil para driblar o esforço 

respiratório nas altitudes altas dos Andes (Feiling 2009). Uma possibilidade é que 

homens e animais não desenvolviam reações tóxicas quando do contato com a 

cocaína porque eles foram naturalmente selecionados pela presença de 

polimorfismos no seu repertório xenobionte que os tornava menos susceptíveis aos 

efeitos tóxicos da cocaína. Uma vez que a cocaína foi purificada e seu acesso foi 
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facilitado por rotas de comercialização a populações com perfis xenobiontes 

distintos, alguns sujeitos que não tinham os mecanismos protetivos naturais de 

depuração passaram desta maneira a sofrer os efeitos tóxicos e também os efeitos 

reforçadores da cocaína como substância adictiva. 

Há um número crescente de contribuições na literatura a cerca da 

susceptibilidade genética para a dependência da cocaína. Porém, somente uma 

parcela pequena da herdabilidade é explicada por estes achados (Bierut, 2011). No 

estudo presente, foram investigados três SNPs no gene da BCHE. Embora não se 

tenha encontrado uma associação entre estes marcadores a dependência de cocaína 

por si só, foi encontrada uma associação expressiva entre um genótipo funcional 

conhecido, a variante K para o gene BCHE e um grupo de usuários que faz uso 

preferencial da cocaína na forma fumada. Mais estudos com uma cobertura mais 

abrangente do gene para a BCHE e, eventualmente para outros genes associados com 

a metabolização da cocaína, serão necessários para corroborar, estender ou invalidar 

os achados do presente estudo. 

 

 

7.2. Objetivo especifico 2 

 

Os estudos recentes que demonstraram que a regulação do gene DAT1 é 

mais complexa do que se achava até agora e mais, das interações entre variantes do 

próprio gene, lançarão novo impulso para a exploração do papel destas variantes no 

estudo na dependência de cocaína (Shumay et al. 2010; Shumay et al. 2011). Diante 

dos achados desta tese, particularmente da ausência de interação entre os genes 

COMT e DAT1, estudos futuros devem se armar de amostras que tenham poder 

estatístico adequado. Parece clara também a utilidade da estratificação clínica da 

amostra como feito nos estudos sobre variantes genéticas e dependência de cocaína 

do grupo do Departamento de Psiquiatria da Yale, liderada pelo Dr. Gelernter, em 

que são vários os achados positivos num subgrupo que manifesta sintomas psicóticos 

(Farrer et al. 2009; Gelernter et al. 2005). A melhor caracterização fenotípica dos 

usuários de cocaína em estudos futuros será um item central na elaboração de novos 

projetos ainda mais que há escalas variadas e já traduzidas com esta finalidade.  
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7.3. Objetivo específico 3 

 

Nesta seção da tese, avaliou-se o quanto um programa computacional de 

interação do efeito de vários genes poderia gerar modelos com poder preditivo mais 

elevado do que o efeito de marcadores em genes vistos isoladamente. Mais do que 

isto, procurou-se, com o uso de marcadores que já tinham se mostrado associados ao 

fenótipo da dependência de cocaína, um modelo que integrasse as informações de 

sistemas biológicos distintos.  

O MDR é um dos métodos disponíveis para a análise de dados genéticos de 

alta complexidade e há outros modelos em uso para tal finalidade que podem ser 

empregados conjuntamente em futuras análises de interação gene-gene (Achkar & 

Fiocchi 2009; Dervieux et al. 2009; VanderWeele & Laird 2011). Diante do fato de 

que estudos do tipo GWA serão mais frequentes e, da possibilidade de 

sequênciamento do genoma completo de cada indivíduo, serão mandatórias as 

abordagens analíticas como a empregada por meio do método do MDR. É fato que 

grande parte da herdabilidade das doenças ou fenótipos complexos não pode ser 

explicada a partir do tamanho do efeito dos loci descobertos até agora. 

Possivelmente, faz parte da herdabilidade para a dependência de cocaína um número 

grande de genes de pequeno efeito que não foram detectados até agora. Além do 

mais, como foi objeto desta tese, procurar além dos efeitos genéticos singulares e da 

herança do tipo aditiva vai possivelmente desvendar vias biológicas ainda não 

exploradas na etiologia das doenças.  

Finalmente, a busca por epistasia deve ser acrescida da interação gene-

ambiente. Esta é uma postura compartilhada por pesquisadores na área das 

dependências químicas que defendem a incorporação de parâmetros genéticos e/ou 

ambientais na análise de interação entre loci de modo a aumentar o grau de variância 

explicado por fatores genéticos bem como constituir mais um método para a 

descoberta de marcadores de risco (Bierut 2011; Grucza et al. 2010). 

A amostra do ProGene, embora única em vários aspectos, padece de uma 

caracterização fenotípica mais detalhada e isto pode ter comprometido os achados 

nesta tese. Uma saída possível é fazer uso de conglomerados de sintomas clínicos e 
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analisar estratificadamente a amostra em busca de associações com marcadores. Yu 

et al., 2008, usaram da análise de conglomerados dos sintomas dos sujeitos do estudo 

numa tentativa de homogenizar a amostra, ou seja, para reduzir o efeito da 

heterogeneidade do fenótipo, a dependência de cocaína (Yu et al. 2008). De fato, o 

achado positivo só surgiu num subtipo da amostra, os dependentes de cocaína que 

apresentavam sintomas psicóticos (presença de paranóia e/ou alucinações). Este é 

mais um exemplo do que é a estratégia de reduzir a heterogeneidade das amostras 

com vistas o a aumentar a chance de detecção e também do tamanho do efeito de 

uma possível detecção de associação genética. Ainda nesta linha, os estudos mais 

promissores com epistasia são encontrados quando os investigadores fizeram uso de 

endofenótipos (Kendler & Neale 2010). Brevemente, endofenótipos são fenótipos 

que traduzem algum processo biológico interno ao indivíduo e que possam ser 

objetivamente medidos. Fazem parte de atributos de um endofenótipo ele ser 

herdado, co-segregado com uma doença psiquiátrica embora ele possa estar presente 

quando a doença não se manifesta, ou seja, ser estado independente. Dentro da área 

das dependências químicas, um endofenótipo usado no estudo do alcoolismo e 

fatores de risco genético são as alterações oscilatórias eletrofisiológicas medidas no 

EEG durante provas cognitivas ou de estimulação (Andrew & Fein 2010).  
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Os marcadores (rs1803274, rs4263329, rs4680662) do gene BCHE não 

estão associados com a dependência de cocaína numa amostra de usuários de crack e 

cocaína. 

 

O genótipo A/A para o rs1803274 do gene BCHE encontra-se associado 

com o uso preferencial de cocaína na forma fumada, o crack. 

 

O teste de interação através da regressão logística entre variantes genéticas 

funcionais do gene DAT1 e do gene COMT não se mostraram estatísticamente 

significativos. 

 

O método do MDR não encontrou um modelo de interação para 40 

polimorfismos em 12 genes candidatos para a dependência de cocaína. 
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ANEXO A. Procedência dos pacientes dependentes de cocaína e controles e técnica 
de extração de DNA 

 

Pacientes. Os casos de abuso/dependência de cocaína analisados neste 

trabalho provêm do banco de DNA do ProGene do Instituto de Psiquiatria do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

Originalmente esses pacientes participaram de um estudo avaliando o perfil de 

usuários graves de cocaína na cidade de São Paulo (Dunn e Laranjeira, 2000). 

Tomaram parte neste esforço o Centro de Estudos de Epidemiologia Clínica 

(GRIDEC) e a Unidade de Pesquisa em Álcool e Drogas (UNIAD), ambos 

pertencentes à Escola Paulista de Medicina (EPM) da Universidade Federal de São 

Paulo (UNIFESP).  

Sete serviços de atendimento a dependentes de drogas na região 

metropolitana de São Paulo tomaram parte no estudo: Casa de Saúde de Santana, 

Centro Psiquiátrico de São Bernardo do Campo, Hospital Geral de Taipas, Sanatório 

Charcot, Hospital Psiquiátrico da Água Funda, Comunidade Terapêutica Bezerra de 

Menezes e a Unidade de Pesquisa em Álcool e Drogas (UNIAD), da EPM-

UNIFESP, esta em regime ambulatorial. A avaliação e coleta de material biológico 

realizaram-se no período de agosto de 1997 a outubro de 1998.  

Para a seleção destes serviços procedeu-se inicialmente a um levantamento 

das instituições de saúde especializadas no atendimento hospitalar a 

usuários/dependentes de drogas na região metropolitana de São Paulo, durante o ano 

de 1996. Tendo como fonte de dados o Sistema de Informações Hospitalares do 

Sistema Único de Saúde (SIH/SUS) do Ministério da Saúde, esta prospecção pôde 

abranger hospitais contratados, filantrópicos, universitários públicos ou privados, 

hospitais públicos federais, estaduais e municipais. A partir desta fonte de dados 

identificaram-se todos os serviços com registro de internações com qualquer 

diagnóstico da Classificação Internacional de Doenças, nona edição (CID 9, então 

vigente) relacionada a uso de substância química. De um universo de 36 instituições 

de saúde detectadas, selecionaram-se aquelas que tivessem apresentado pelo menos 

50 internações no ano de 1996. Inicialmente seis serviços foram selecionados (Casa 
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de Saúde de Santana, Centro Psiquiátrico de São Bernardo do Campo, Hospital Geral 

de Taipas, Sanatório Charcot e Hospital Psiquiátrico da Água Funda. Do conjunto de 

serviços não conveniados ao SUS foram escolhidos dois com mais de 50 internações 

ou atendimentos em 12 meses: a Comunidade Terapêutica Bezerra de Menezes, em 

São Bernardo do Campo e a UNIAD-EPM-UNIFESP. O projeto foi então submetido 

e aprovado pelo Comitê de Ética Médica da Escola Paulista de Medicina-UNIFESP. 

Após este processo, todos os serviços acima relatados receberam ofício com 

exposição de motivos e cópia do projeto, com solicitação para realização da 

pesquisa. Todos os sete serviços aprovaram a realização da pesquisa em suas 

enfermarias ou ambulatório. 

Todos os pacientes submetidos a tratamento nestas instituições, com mais de 

17 anos, de ambos os sexos, moradores na região metropolitana da capital e em 

condições físicas ou mentais de participarem de uma entrevista foram incluídos no 

estudo. Foram excluídos pacientes com história exclusiva de dependência ao álcool 

ou drogas de administração por via oral. Cada paciente assinou um termo de 

consentimento informando após esclarecimentos sobre os objetivos do projeto. 

Todos os pacientes selecionados satisfizeram os critérios de diagnóstico de 

dependência de cocaína a partir das diretrizes da CID10, complementados por 

informações colhidas a partir de um questionário desenvolvido e validado em uma 

população de dependentes químicos em São Paulo (Dunn e Laranjeira, 2000). Este 

questionário foi respondido por cada paciente a partir de uma entrevista conduzida 

individual e reservadamente no local do tratamento psiquiátrico, pela equipe de 

trabalho do projeto anteriormente treinada e sob supervisão do pesquisador 

responsável por esta secção do trabalho. De cada participante coletou-se, após a 

entrevista, 35 ml de sangue, por punção venocubital, com material estéril, descartável 

(Tubos de Vacutainer). Destes 35 ml de sangue, 27 ml (sem anticoagulante) foram 

destinados a exames sorológicos pertinentes aos outros estudos associados e 8 ml, 

contendo EDTA (anti-coagulante) foram preservados para a extração de DNA. 

Os pacientes constituintes da amostra em estudo responderam a um 

questionário clinico desenvolvido e validado em uma população de dependentes 

químicos em São Paulo (Dunn e Laranjeira, 2000) e as informações sobre dados 

sociodemográficos, uso de drogas lícitas, uso de drogas ilícitas, iniciação no uso da 
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cocaína, transições na via de administração e atividades criminais desses indivíduos 

foram descritas numa das teses de doutoramento já citadas (Guindalini, 2005). 

Resumidamente, a amostra é constituída na sua maioria por indivíduos do sexo 

masculino (95%), na sua maioria solteiros (60%), tendo cursado o primeiro grau ou 

menos (62%) e eram predominantemente causianos (70%). No que tange à droga de 

escolha, 70% fazem uso tanto de cocaína inalada como na forma fumada, o crack. 

Em relação à criminalidade, 53% do total da amostra relata ter sido detida pelo 

menos uma vez durante a vida. 

Controles. Os controles utilizados nesse estudo também fazem parte do 

banco de DNA do ProGene. Esses indivíduos foram recrutados no Banco de Sangue 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(PROSANGUE). Nesta unidade todos os doadores de sangue, sempre voluntários, 

são submetidos a um questionário conduzido por uma enfermeira da equipe, 

investigando doenças contagiosas e uso de substâncias químicas (fármacos e outras 

substâncias). Todos os sujeitos com relato de história pregressa de uso abusivo ou 

contato recente com qualquer droga de potencial abuso são impedidos de realizar a 

doação. Durante o ato de coleta de sangue, uma breve entrevista com cada doador foi 

realizada, conduzida pelo autor ou por uma colaboradora, investigando algum 

diagnóstico psiquiátrico ao longo da vida. Doadores com sinais de alguma condição 

psiquiátrica atual ou com história de internação psiquiátrica em algum momento da 

vida foram excluídos do estudo. Este projeto foi formalmente submetido à direção do 

Banco de Sangue, que consentiu com sua realização em suas dependências.   

 

Extração do DNA 

 

De cada participante foram coletados aproximadamente 10 ml sangue 

venoso periférico. O DNA genômico foi extraído a partir do sangue total utilizando-

se os métodos Fenol/Clorofórmio ou “salting out”, descrito por Miller et al. 1988. 

Após a extração, a viabilidade do material extraído foi visualizada em gel de agarose 

0,8% e a concentração foi obtida por leitura em espectrofotômetro Gene Quant 

(Pharmacia Biotech). 
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Anexo B. Ofício de aprovação do estudo pela Comissão de Ética do Hospital das 
Clínicas da FMUSP . 
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ANEXO C 

Tabela 1 – Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e suas razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína  

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

G/G 473 454 

G/A 214 199 

A/A 29 17 

0,28 
BCHE rs1803274 

G : A 0,83 : 0,17 0,81: 0,19 0,25 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,89 (0,73-1,08) 

0,92 (0,74-1,15) 

1,62 (0,88-2,97) 

0,27 

0,50 

0,11 

A/A 535 493 

A/G 162 178 

G/G 19 8 

0,05 
BCHE rs4263329 

A : G 0, 86: 0,14 0, 86: 0,14 0,79 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,02 (0,82-1,27) 

1,11 (0,87-1,41) 

2,28 (0,99-5,25) 

0,80 

0,37 

0,05 

A/A 81 76 

A/G 314 314 

G/G 300 293 

0,93 
BCHE rs4680662 

G : A 0,66 : 0,34 0,66 : 0,34 0,92 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,99 (0,84-1,16) 

1,01 (0,81-1,25) 

1,05 (0,75-1,46) 

0,94 

0,92 

0,75 

C/C 204 204 

T/C 354 338 

T/T 146 132 

0,81 
CaMKIV rs1457115 

C : T 0, 54: 0,46 0, 55: 0,45 0,51 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,95 (0,81-1,10) 

0,94 (0,74-1,18) 

1,07 (0,82-1,39) 

0,51 

0,60 

0,59 

C/C 430 391 

T/C 224 231 

T/T 34 46 

0,17 
CaMKIV rs9285875 

C : T 0,76 : 0,24 0, 79: 0,21 0,06 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,17 (0,98-1,40) 

1,18 (0,94-1,46) 

0,70 (0,44-1,10) 

0,07 

0,13 

0,13 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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Tabela 1 ( cont.) – Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e suas razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína 

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

A/A 226 205 

A/G 339 320 

G/G 140 150 

0,53 
COMT rs165599 

G : A 0,46 : 0,64, 0,44 : 0,66 0,28 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,08 (0,93-1,25) 

1,08 (0,86-1,35) 

0,86 (0,66-1,12) 

0,29 

0,49 

0,28 

A/A 111 110 

G/A 360 325 

G/G 245 252 

0,52 
COMT rs4680 

G : A 0,60 : 0,40 0,59 : 0,41 0,61 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,95 (0,82-1,11) 

0,89 (0,72-1,11) 

0,96 (0,72-1,28) 

0,59 

0,33 

0,79 

C/C 44 36 

C/T 245 273 

T/T 245 377 

0,11 
COMT rs737865 

C : T 0,25 : 0,75 0,23 : 0,77 0,31 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,09 (0,92-1,30) 

1,19 (0,96-1,47) 

1,19 (0,75-1,87) 

0,29 

0,10 

0,44 

A/A 556 560 

A/G 139 117 

G/G 9 3 

0,10 
DAT1 rs11564773 

A: G 0,95 : 0,05 0,95 : 0,05 0,47 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,78 (0,61-1,01) 

0,80 (0,61-1,05) 

2,92 (0,78-10,84) 

0,06 

0,11 

0,10 

C/C 98 81 

T/C 280 271 

T/T 314 260 

0,37 
DAT1 rs1042098 

T : C 0,53 : 0,47 0,52 : 048, 0,61 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,04 (0,89-1,21) 

1,12 (0,90-1,40) 

1,08 (0,78-1,48) 

0,61 

0,29 

0,62 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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.Tabela 1 (cont) – Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína  

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

A/A 643 624 

A/T 61 55 

T/T 2 0 

0,35 
DAT1 rs1564752 

A : T 0,62 : 0,38 0,61 : 0,39 0,60 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,87 (0,60-1,26) 

0,89 (0,61-1,31) 

0,00 (0,00-0,00) 

0,47 

0,58 

0,99 

C/C 404 397 

C/T 230 198 

T/T 38 43 

0,39 
DAT1 rs2042449 

C : T 0,68 : 0,32 0,68 : 0,32 0,82 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,97 (0,81-1,16) 

0,91 (0,73-1,14) 

0,82 (0,52-1,30) 

0,76 

0,43 

0,41 

A/A 273 264 

A/G 329 313 

G/G 113 95 

0,67 
DAT1 rs27048 

A : G 0,92 : 0,08 0,91 : 0,09 0,29 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,94 (0,81-1,09) 

0,95 (0,76-1,18) 

1,14 (0,84-1,53) 

0,45 

0,67 

0,38 

A/A 195 191 

A/C 361 340 

C/C 159 145 

0,89 
DAT1 rs2963238 

A : C 0,91 : 0,09 0,88 : 0,12 0,06 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,96 (0,83-1,12) 

0,95 (0,75-1,20) 

1,04 (0,81-1,35) 

0,63 

0,68 

0,72 

C/C 30 27 

C/T 242 218 

T/T 437 409 

0,94 
DAT1 rs3756450 

C : T 0,35 : 0,65 0,34 : 0,66 0,60 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,96 (0,80-1,16) 

0,96 (0,77-1,19) 

1,02 (0,60-1,74) 

0,74 

0,73 

0,92 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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.Tabela 1 – (cont)  Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína  

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

A/A 36 53 

A/C 312 247 

C/C 344 338 

0,01 
DAT1 rs460000 

C : A 0,77 : 0,23 0,77 : 0,23 0,76 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,99 (0,83-1,18) 

0,87 (0,70-1,08) 

0,60 (0,39-0,93) 

0,96 

0,23 

0,02 

A/A 329 331 

A/G 307 277 

G/G/ 73 78 

0,51 
DAT1 rs6347 

A : G 0,27 : 0,73 0,27 : 0,73 0,98 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,98 (0,84-1,14) 

0,92 (0,75-1,14) 

0,89 (0,63-1,25) 

0,82 

0,49 

0,51 

C/C 584 583 

C/A 115 95 

A/A 2 3 

0,40 
DAT1 rs6876225 

C: A 0,79 : 0,21 0,79 : 0,21 0,90 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,85 (0,64-1,13) 

0,83 (0,62-1,12) 

0,64 (0,10-3,88) 

0,28 

0,23 

0,63 

C/C 416 416 

C/T 247 221 

T/T 45 39 

0,56 
DBH rs1611115 

C : T 0,77 : 0,23 0,76 : 0,24 0,29 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,91 (0,76-1,08) 

0,89 (0,71-1,10) 

1,10 (0,71-1,72) 

0,30 

0,29 

0,64 

A/A 157 153 

G/A 351 328 

G/G 198 179 

0,88 
DBH rs77905 

A : G 0,48 : 0,52 0,47 : 0,53 0,62 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,03 (0,89-1,20) 

1,04 (0,82-1,32) 

0,94 (0,73-1,22) 

0,62 

0,70 

0,67 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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Tabela 1 – (cont)  Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína 

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

G/G 13 15 

T/G 1880 186 

T/T 514 461 

0,60 
DRD2 rs1079594 

G : T 0,16 : 0,84 0,15 : 0,85 0,32 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,11 (0,90-1,36) 

1,11 (0,88-1,40) 

0,79 (0,37-1,69) 

0,32 

0,35 

0,55 

A/A 28 28 

A/G 202 207 

G/G 479 446 

0,71 
DRD2 rs1799732 

A : G 0,19 : 0,81 0,18 : 0,82 0,45 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,03 (0,79-1,35) 

1,07 (0,62-1,84) 

0,93 (0,54-1,59) 

0,79 

0,79 

0,79 

C/C 156 149 

C/T 321 312 

T/T 194 200 

0,85 
DRD3 rs1372472 

T : X 0,53 : 0,47 0,52 : 0,48 0,28 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,96 (0,82-1,11) 

0,93 (0,74-1,18) 

1,04 (0,80-1,34) 

0,60 

0,59 

0,75 

A/A 400 342 

A/T 239 252 

T/T 61 63 

0,16 
GABRA2 rs1372472 

T : A 0,28 : 0,78 0,25 : 0,75 0,08 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,14 (0,97-1,35) 

1,22 (0,99-1,52) 

0,90 (0,62-1,30) 

0,09 

0,06 

0,57 

A/A 206 168 

A/G 345 318 

G/G 150 172 

0,07 
GABRA2 rs189957 

G : A 0,50 : 0,50 0,46 : 0,56 0,08 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,18 (1,01-1,37) 

1,21 (0,95-1,54) 

0,76 (0,59-0,98) 

0,02 

0,11 

0,04 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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Tabela 1 – (cont)  Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína  

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

A/A 254 215 

A/G 323 313 

G/G 99 128 

0,03 
GABRA2 rs279871 

G : A 0,43 : 0,57 0, 38: 0,62 0,008 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,21 (1,04-1,42) 

1,23 (0,98-1,54) 

0,70 (0,53-0,94) 

0,01 

0,06 

0,01 

C/C 520 533 

T/C 155 118 

T/T 24 11 

0,01 
GABRA2 rs894269 

C : T 0,89 : 0,11 0,85 : 0,15 0,002 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,71 (0,57-0,89) 

0,70 (0,54-0,90) 

2,10 (1,02-4,33) 

0,003 

0,007 

0,043 

A/A 36 36 

G/A 283 249 

G/G 356 303 

0,80 
GABRA2 rs9291283 

A : G 0,27 : 0,73 0,26 : 0,74 0,60 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,05 (0,87-1,26) 

1,04 (0,84-1,30) 

0,86 (0,53-1,39) 

0,55 

0,66 

0,54 

A/A 346 331 

A/C 303 282 

C/C 69 73 

0,79 
GSK rs558934 

C : A 0,31 : 0,69 0,30 : 0,70 0,80 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,02 (0,87-1,19) 

0,99 (0,80-1,22) 

0,89 (0,63-1,26) 

0,78 

0,98 

0,52 

A/A 512 504 

A/C 171 158 

C/C 16 9 

0,37 
GSK rs5761116 

A : C 0,86 : 0,14 0,85 : 0,15 0,28 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,88 (0,71-1,10) 

0,90 (0,71-1,15) 

1,72 (0,75-3,92) 

0,28 

0,43 

0,19 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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Tabela 1 – (cont)  Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína  

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

A/A 276 255 

A/C 321 328 

C/C 121 108 

0,56 
GSK rs576895 

A : C 0,39 : 0,61 0,39 : 0,61 0,88 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,01 (0,87-1,19) 

1,07 (0,86-1,32) 

1,09 (0,82-1,45) 

0,93 

0,55 

0,53 

A/A 282 294 

A/G 336 310 

G/G 92 77 

0,36 
GSTP1 rs9478594 

A : G 0,65 : 0,35 0,63 : 0,37 0,16 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,89 (0,76-1,04) 

0,86 (0,70-1,07) 

1,16 (0,84-1,61) 

0,15 

0,19 

0,34 

G/G 282 329 

G/A 342 285 

A/A 78 64 

0,008 
PER1 rs2253820 

G : A 0,64 : 0,36 0,69 : 0,31 0,005 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,79 (0,67-0,93) 

0,71 (0,57-0,88) 

1,19 (0,84-1,70) 

0,005 

0,002 

0,54 

T/T 503 506 

T/A 174 154 

A/A 14 12 

0,57 
PER1 rs30277172 

T : A 0,85 : 0,15 0,86 : 0,14 0,30 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,89 (0,71-1,10) 

0,87 (0,68-1,11) 

1,13 (0,52-2,24) 

0,30 

0,29 

0,74 

T/T 524 532 

T/C 161 122 

C/C 11 9 

0,08 
PER1 rs2304911 

T : C 0,86 : 0,14 0,89  : 0,11 0,03 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,78 (0,61-0,98) 

0,75 (0,58-0,97) 

1,16 (0,48-2,83) 

0,03 

0,02 

0,73 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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Tabela 1 – (cont)  Frequências alélicas e genotípicas, modelos de herança e razões de chance nos controles e nos pacientes com dependência de cocaína  

Gene Polimorfismo Genótipos 
Alelos Controles Pacientes p Modelo OR (95% IC) p 

C/C 250 228 

C/T 342 317 

T/T 117 129 

0,43 
PER1 rs885747 

T : C 0,40 : 0,60 0,42 : 0,58 0,31 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,08 (0,93-1,26) 

1,06 (0,85-1,33) 

0,83 (0,63-1,10) 

0,28 

0,57 

0,20 

A/A 630 608 

A/C 65 60 

C/C 3 1 

0,61 
PER2 ID2222180 

A : C 0,94 : 0,06 0,94 : 0,06 0,57 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,90 (0,64-1,28) 

0,93 (0,64-1,33) 

2,88 (0,29-27,78) 

0,58 

0,69 

0,36 

A/A 546 510 

A/C 144 162 

C/C 15 9 

0,18 
PER2 ID2222181 

C : A 0,12 : 0,88 0,13 : 0, 87 0,49 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,08 (0,86-1,35) 

1,15 (0,89-1,47) 

1,62 (0,70-3,73) 

0,49 

0,26 

0,25 

C/C 612 579 

C/G 91 101 

G/G 9 6 

0,46 
PER2 rs2304672 

G : C 0,07 : 0,93 0,08 : 0,92 0,56 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

1,07 (0,82-1,40) 

1,13 (0,84-1,52) 

1,45 (0,51-4,09) 

0,58 

0,41 

0,48 

T/T 337 309 

T/C 293 311 

C/C 76 58 

0,16 
PER2 rs2304674 

T : C 0,68 : 0,32 0,68 : 0,32 0,98 

Aditivo 

Dominante 

Recessivo 

0,99 (0,85-1,17) 

1,09 (0,88-1,34) 

1,29 (0,90-1,84) 

0,98 

0,42 

0,16 

Valores significativos de p para os modelos de dominância estão em negrito. 
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