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RESUMO

Os Transtornos por Uso de Substancias (TUS) sao propostos pela Associacao
Norte-Americana de Psiquiatria e englobam diversas dependéncias quimicas,
incluindo o tabagismo e a dependéncia de crack. O uso de crack tem
aumentado consideravelmente nos Ultimos anos, segundo dados de
levantamentos brasileiros e mundiais. Com mecanismo de acdo semelhante ao
da cocaina, porém com efeito mais rapido, o crack € uma droga que causa
grave prejuizo a seus usuarios e conduz a dependéncia em pouco tempo. O
tabagismo também é uma condicdo bastante prevalente no mundo inteiro,
sendo que o0s prejuizos relacionados a esse transtorno envolvem
principalmente o desenvolvimento de doencas respiratorias e cancer. Diversos
trabalhos tém buscado identificar fatores de suscetibilidade a esses
transtornos, sendo que estudos de associacdo envolvendo genes do sistema
de resposta a estresse vém ganhando importancia. O eixo Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA) é o sistema de resposta a estresse mais conhecido em
humanos e alvo do presente trabalho, uma vez que o funcionamento dessa
cascata de sinalizacao da producédo de cortisol pode desempenhar um papel
relevante no desenvolvimento de psicopatologias. Além disso, o eixo HPA pode
ser considerado um mediador da relacao entre situacdes adversas na infancia
e o surgimento de TUS. O objetivo desse trabalho, portanto, é investigar o
papel de polimorfismos no gene CRHR1 (que codifica o receptor tipo 1 do
horménio liberador de corticotrofina — CRH, horménio inicial do eixo HPA)
sobre o desenvolvimento e caracteristicas clinicas da dependéncia quimica.
Para isso, foram realizados dois estudos, envolvendo amostras de mulheres.
No primeiro artigo, a partir de trés amostras — (1) 136 usuarias de crack, (2) 55
tabagistas e (3) 262 voluntarias saudaveis — foram identificadas diferencas de
frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs12944712; além disso, a analise
de haplétipos envolvendo tal SNP e o rs110402 revelou maior frequéncia do
haplétipo contendo o alelo G nos dois polimorfismos nos grupos de usuarias de
crack e tabagistas. No segundo artigo, foi avaliado o efeito da interacdo gene-
ambiente envolvendo os mesmos polimorfismos e situacbes adversas na

infancia — estimada pela escala Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) —
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sobre caracteristicas clinicas da amostra de usuarias de crack, como craving e
gravidade da dependéncia — estimados, respectivamente, pelas escalas
Cocaine Selective Severity Assessment (CSSA) e Addiction Severity Index
(ASI6). A andlise nao revelou uma interacdo significativa. A presente
dissertacdo, portanto, revela um efeito do gene CRHR1 sobre o
desenvolvimento de TUS, embora esse efeito pareca ndao se manifestar sobre a
gravidade. Mais estudos sdo necessarios visando esclarecer o real efeito do
gene e do eixo HPA como um todo sobre os fenétipos e comportamentos

aditivos, bem como os mecanismos subjacentes a essa relagéo.

Palavras chave: Crack - Tabagismo - Eixo HPA - Receptor de CRH - CRHR1.



ABSTRACT

The Substance Use Disorders (SUD) are proposed by the American Psychiatric
Association and comprise several addictions, including tobacco and crack
cocaine smoking. The prevalence of crack cocaine dependence has grown
considerably, according to survey data from Brazil and worldwide. With
mechanism of action similar to cocaine but with faster effect, crack is a drug that
causes severe impairments to its users and leads to dependence in a short
time. Tobacco smoking is also a highly prevalent condition worldwide, and the
impact related to this disorder includes cancer and respiratory diseases.
Several studies have attempted the identification of susceptibility factors to
these disorders, and association studies involving stress response system
genes have been performed. The Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) axis is
the best known stress response system, and the signaling cascade production
of cortisol may play a role in the development of psychopathology. In addition,
HPA axis can be considered a mediator of the relationship between early life
adversity and SUD. The aim of this study is to investigate the role of
polymorphisms in CRHR1 gene (encoding the corticotrophin releasing factor —
CRH — receptor type 1, an initial factor in HPA axis response) on the
development and clinical traits of drug dependence. Two studies were
conducted on women samples. In the first article, three groups were compared -
(1) 136 crack smokers, (2) 55 tobacco smokers and (3) 262 healthy volunteers.
Differences in allele and genotype frequencies of the SNP rs12944712 were
identified; in addition, the haplotype analysis involving this SNP and rs110402
revealed a higher frequency of the haplotype containing G allele in both
polymorphisms in the groups of nicotine dependents and crack smokers. In the
second article, we evaluated the effect of a gene-environment interaction
involving the same polymorphisms and childhood adversity - estimated by
Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) scale — on clinical characteristics of the
sample of crack users, such as craving and severity of dependence - estimated
respectively by the Cocaine Selective Severity Assessment (CSSA) and
Addiction Severity Index (ASI6) scales. The analysis did not reveal a significant
interaction. This dissertation thus shows an effect of CRHR1 gene
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polymorphism on the development of SUD, although this effect does not seem
to impact disorder severity. More studies are needed in order to clarify the
actual effect of the gene and of the HPA axis as a whole on addictive behaviors.

Keywords: Crack - Smoking - HPA Axis - CRH receptors - CRHR1.
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1 INTRODUGAO



1.1 Transtornos por Uso de Substancias

Os transtornos por uso de substancias (TUS), de acordo com o Manual
Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-IV), da American
Psychiatric Association (APA, 2004), englobam o abuso e a dependéncia de
diferentes substancias (alcool, nicotina, cocaina, anfetaminas, canabindides,
alucindégenos, etc.). A dependéncia a uma substancia é caracterizada pela
presenca de trés ou mais sintomas, apresentados a seguir, ocorrendo
conjuntamente durante um periodo de 12 meses:

» Tolerancia, definida pela necessidade de quantidades maiores da
substancia para atingir a intoxicacdo ou o efeito desejado; ou pelo
efeito marcadamente diminuido com o uso continuado da mesma
quantidade da substancia.

» Abstinéncia, definida pela sindrome de abstinéncia caracteristica da
substancia; ou quando a mesma substancia (ou proximamente
relacionada) é utilizada para aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia.

» A substancia freqlientemente é utilizada em quantidades maiores ou por
um periodo mais longo do que pretendido.

+ Ha desejo persistente ou esforcos sem sucesso de diminuir ou controlar o
uso da substancia.

« Uma grande quantidade de tempo é gasta em atividades necessarias
para obter a substancia, utilizando a substancia ou se recuperando dos
seus efeitos.

» Atividades sociais, ocupacionais ou recreativas sdo abandonadas ou
reduzidas devido ao uso da substancia.

» O uso da substancia é mantido apesar do conhecimento da ocorréncia de
problema fisico ou psicolégico recorrente ou persistente que
provavelmente foi causado ou exacerbado pela substancia. (APA,
2004).

Além disso, os TUD sao considerados transtornos psiquiatricos
externalizantes, historicamente definidos como uma forma de comportamento
caracterizada por acdes impulsivas hiperativas, agressividade e quebra de
regras (Farmer et al, 2009). Sdao também considerados transtornos
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externalizantes o Transtorno de Déficit de Atengado e Hiperatividade (TDAH),
Transtorno de Conduta (TC), Transtorno de Oposicdo e Desafio (TOD) e
Transtorno de Personalidade Anti-social (TPAS). A ocorréncia conjunta desses
transtornos ao longo do desenvolvimento é extremamente freqliente (Costello
et al., 2003; Egger e Angold, 2006), sugerindo mecanismos etioldgicos e
fisiopatogénicos semelhantes entre eles.

Em geral, os transtornos externalizantes s&o considerados preditores de
TUS e essa relagdo pode ser mediada pelo conceito de Desinibicao
Comportamental (Tarter et al., 2003; Young et al., 2009), o qual consiste no
déficit na habilidade de inibir acées que visem uma gratificacdo imediata,
mesmo que estas possam levar a consequéncias negativas a médio e longo
prazo (Young et al., 2009). Estudos relatam associacao entre TUS e TDAH,
TOD, TC e TPAS (Couwenbergh et al., 2006; Wilens et al., 2011). O aumento
dos transtornos externalizantes em pacientes com TUS é uma caracteristica
significativa em homens e mulheres. Entretanto, alguns estudos sugerem que
em pacientes do sexo feminino, fendtipos de internalizacdo também se
destacam como relacionados ao desenvolvimento da dependéncia (Dakof,
2000; Edokpolo et al, 2010). Além disso, sao conhecidas variacdes de
dimensdes de temperamento, como o0 aumento de busca de novidades, em
individuos com transtornos externalizantes, (Kim et al.,, 2010; Purper-Ouakil et
al., 2010), o que também pode ser verificado em situacdes de dependéncia
quimica e tabagismo (Chakroun et al., 2010; Sousa et al., 2011).

Condi¢des ambientais, como nivel socioecondmico, problemas familiares
e presenca de TUS nos pais podem ser considerados fatores de
susceptibilidade ao uso de substancias (Kirisci et al, 2005). Essas
caracteristicas demogréaficas e psicolégicas, que por sua vez podem estar
associadas tanto a fatores genéticos como do ambiente, podem também estar
envolvidas na dependéncia ao crack e nicotina.

Os TUS mais comuns na maioria dos paises para os quais ha dados
epidemiologicos disponiveis sdo as dependéncias de alcool e de nicotina. No
entanto, muitas outras substancias psicoativas costumam ser usadas, embora
cada uma delas apresente uma variagcdo conforme a disponibilidade em cada
pais (CEBRID, 2006; UNODC, 2012). A presente dissertacao tera como foco as
Dependéncias de crack e de nicotina, como apresentado a seguir.
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1.1.1 Dependéncia de crack

O crack, também chamado de cocaina fumada, é uma droga psicoativa
gerada a partir da adicdo de agua e bicarbonato de sédio ao cloridrato de
cocaina. As pedras geradas podem ser fumadas em cachimbos e possuem
efeito semelhante ao da cocaina. A adicdo desses compostos a pasta de
cocaina faz com que o crack seja uma droga muito mais barata e esse € um
dos principais fatores que contribuiu para a popularizacdo do seu consumo.

O mecanismo de acao do crack € similar ao da cocaina, uma vez que o
composto psicoativo é o mesmo. A droga atua inibindo transportadores de
monoaminas, principalmente dopamina (Nestler, 2005). O aumento desses
neurotransmissores na fenda sinaptica estda envolvido com os efeitos de
euforia, bem-estar e sentimentos de competéncia descritos durante o uso.
Todavia, devido ao fato de o crack ser absorvido através dos pulmdes, o
principio ativo chega mais rapidamente ao cérebro, gerando um efeito muito
mais rapido e intenso do que nas outras formas de utilizacdo da cocaina
(Gossop et al., 1994). Como a duracdo dos efeitos é muito mais curta, a
sensacdo de fissura (ou craving') é potencializada e entdo o uso acaba sendo
repetido. Esse aumento de frequéncia € um dos fatores que pode contribuir no
desenvolvimento de uma condicdo de dependéncia a droga. Dessa forma,
usudrios de crack vivenciam sintomas de dependéncia em um tempo mais
curto apds o primeiro uso, quando comparados com usuarios de cocaina em po
ou injetada (Chen e Anthony, 2004).

No Brasil, o consumo do crack tem aumentado consideravelmente desde
os anos 90 e, segundo o Levantamento Domiciliar de Drogas Psicotrépicas
(CEBRID, 2006) 0,7% da populacao estudada ja fez uso da droga na vida. Um
estudo de seguimento em uma amostra brasileira de usuarios de crack revelou
uma alta taxa de mortalidade, sendo homicidio a causa mais frequente,
seguida por AIDS e overdose (Dias et al., 2011).

' Prioriza-se a utilizagdo de craving ao invés de fissura, devido ao uso popular do termo
“fissura”, inclusive entre os dependentes, o que confere uma influéncia social e regional muito

forte.
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Os efeitos fisiologicos gerados pelo uso do crack, normalmente, estao
relacionados a problemas respiratérios, aumento de pressao arterial e
problemas vasculares (Milroy e Parai, 2011). Em termos psiquiatricos, diversos
danos também sao descritos, sendo parandia/psicose e condicdes violentas as
caracteristicas mais freqientes (Morton, 1999). Além disso, sdo conhecidos
déficits cognitivos associados a dependéncia do crack, principalmente
relacionados a memoéria, atengao e fungdes executivas (Cunha et al., 2004).

E possivel uma andlise de prejuizos em diversas areas da vida social do
usuario de crack, a partir de escalas de gravidade e severidade de
dependéncia. A mais utilizada, Addiction Severity Index (ASI6), além de
informar um escore final de gravidade, permite inferir sobre os danos nas areas
psiquiatrica, médica, legal, de lazer, ou relacionados a familia e amigos dos
USUArios.

Para o tratamento de usuarios de crack, ndo ha evidéncias de efeitos
psicofarmacol6gicos consistentes e os graus de fissura, ou craving, sdo muito
elevados. O craving é entendido como um desejo subito e intenso de utilizar
uma determinada substancia. A utilizagdo de intervengdes terapéuticas
multidisciplinares que tenham como foco a sua diminuicdo e controle é
essencial. Além disso, torna-se importante 0 monitoramento do craving, ja que
a dificuldade para interromper o uso da droga esta relacionada ao
enfrentamento dessa condicéo.

Diferentes estudos tém como foco a variagdo de craving em condicoes
de dependéncia. Ha evidéncias de uma relacao direta entre essa variacao e o
tempo de recaida (Sinha et al., 2003), bem como entre a frequéncia do uso de
cocaina e a intensidade e recorréncia do craving (Da Silveira et al., 2006). Sao
descritas, ainda, taxas de craving mais elevadas em usuarios de crack, quando
comparados com dependentes de outras formas de cocaina e usuarios
ocasionais (Da Silveira et al., 2006). A medicdo é realizada, normalmente,
através das escalas Cocaine Craving Questionnaire (CCQ-N-10) e Cocaine
Selective Severity Assessment (CSSA).

Recentemente, o problema do uso do crack tem sido bastante abordado
pela midia e, algumas vezes, € até referido como uma epidemia. Essas

diversas observacdoes sao evidéncias de um problema de saude publica e
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politicas visando ndo s6 a diminuicdo do consumo, mas também o tratamento

dos dependentes, tém se tornado cada vez mais necessarias.

1.1.2 Tabagismo

O uso de nicotina € uma condicdo muito frequente atualmente. Relatério
do CEBRID (2006) revela que 44% dos individuos entrevistados, em 108
cidades com mais de 200 mil habitantes, ja fizeram uso de tabaco na vida e
que 10% dos individuos entrevistados apresentam dependéncia a substancia.
Na regidao Sul, 10,7% da populacéao € dependente (12,2% dos homens e 9,6%
das mulheres), e a maior prevaléncia (12%) é observada em jovens com idade
entre 18 e 24 anos (CEBRID, 2006).

Apesar de o uso constante de nicotina estar fortemente associado a
condicao de dependéncia, existem evidéncias de que uma grande proporcao
de fumantes ndo sejam dependentes (Breslau et al., 2001). Dessa forma,
escalas de avaliacdo da gravidade da dependéncia sao utilizadas,
principalmente na area de pesquisa. O principal instrumento utilizado para essa
avaliacdo é o Teste Fagerstrom para Dependéncia de Nicotina (FTND),
composto por seis questdes que visam determinar o grau de tolerancia
desenvolvido pelos fumantes, possibilitando uma andlise mais refinada do uso
de nicotina.

Com relacdo aos prejuizos do tabagismo, sabe-se que séo
principalmente fisiolégicos. Segundo relatério anual apresentado pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2011), o tabagismo é o principal fator de risco
evitavel para diferentes formas de cancer, sendo responsavel por cerca de 80%
dos casos de cancer de pulmao e 46% dos casos de cancer da cavidade oral,
entre outros. Entretanto, sabe-se também que o tabagismo é uma condicao
comérbida muito freqliente em pacientes com outros transtornos psiquiatricos
(John et al., 2004).

O mecanismo neurobiolégico de acdo da nicotina compreende a
ativacdo do sistema limbico, através da ligacao aos receptores nicotinicos
(nAChRs) (Mansvelder e McGehee, 2002). Sabe-se que variagdes nesses
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receptores estdo relacionadas a uma susceptibilidade aumentada ao
desenvolvimento da dependéncia (Brunzell e Picciotto, 2009; Wu, 2009).

1.1.3 Etiologia e Herdabilidade

O Transtorno por Uso de Substancias € uma doenca complexa, de
carater multifatorial e, portanto, diversos fatores genéticos e ambientais podem
ser considerados fatores de suscetibilidade. Em geral, a herdabilidade de TUS
€ de moderada a alta; para o alcoolismo, por exemplo, estimada em cerca de
55% (Young-Wolff et al., 2012). Estima-se, para sintomas de dependéncia em
usuarios de cocaina, uma herdabilidade de aproximadamente 65% (Kendler e
Prescott, 1998; Kendler et al., 2000) e para o tabagismo, a herdabilidade é
estimada entre 50% e 60% (Vink et al., 2005; Li, 2006).

Ao longo das duas ultimas décadas, diversos genes tém sido associados
a dependéncia de substancias, principalmente, aqueles envolvidos em
sistemas de neurotransmissao (Cigler et al., 2001; Guindalini et al., 2006;
Lohoff et al., 2008; Fernandez-Castillo et al., 2010). Mais recentemente,
estudos de varredura genémica (Genome-wide Associaion Studies, GWAS)
tém sido realizados, mas os resultados ainda sdo pouco conclusivos. Com
relacdo ao alcoolismo, por exemplo, a maioria dos GWAS nao encontra
nenhuma regiao fortemente associada ao fenétipo (Treutlein et al., 2009; Bierut
et al., 2010; Edenberg et al., 2010); entretanto, uma meta-analise envolvendo
12 estudos com populacdes européias aponta para a regido cromossémica
onde se localiza o gene AUTS2, inicialmente implicado no desenvolvimento de
autismo (Schumann et al.,, 2011). Além disso, estudos que se utilizam da
abordagem de genes candidatos sugerem a importancia de outros genes sobre
o consumo de alcool, tais como CRHRT1 (Treutlein et al., 2006), ALDHZ2 (Yao et
al., 2011) e HTR1B (Contini et al., 2012).

Estudos envolvendo o tabagismo apresentam resultados um pouco mais
consistentes, tanto utilizando-se da abordagem de genes candidatos quanto
em GWAS. A regido cromossémica 15925 engloba o agrupamento génico
CHRNA5—-CHRNA3-CHRNB4 e tem sido relacionada a dependéncia de
nicotina em estudos de varredura genémica (Bierut et al., 2007; Saccone et al.,
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2007). Variagbes nesses genes também ja foram individualmente associadas a
dependéncia e a outros fendtipos relacionados, como gravidade da
dependéncia, quantidade de cigarros e cessacao do uso de tabaco (Munafo e
Johnstone, 2008; Falcone et al, 2011; Kapoor et al., 2012). Além desse
agrupamento, varios outros genes tém se mostrado associados, embora em
geral com pequeno efeito individual (revisdo em Munafo e Johnstone, 2008).
Com relacdo a dependéncia de crack, ainda nao existem associagcdes com
genes individualmente; todavia, alguns estudos de varredura genémica revelam
regides importantes na suscetibilidade ao uso de cocaina administrada de
outras maneiras (Johnson et al., 2009; Drgon et al., 2010).

No tocante a condigcbes ambientais, pode-se destacar o papel de
eventos traumaticos na infancia no desenvolvimento de diversas
psicopatologias, inclusive os transtornos por uso de substancias (De Bellis,
2002; Cutajar et al., 2010). Ainda, alguns estudos sugerem o efeito de
interacdes entre alguns genes e situagdes adversas na infancia sobre o

desenvolvimento de dependéncias (Blomeyer et al., 2008).

1.2 Sistema de Estresse: O Eixo HPA e Dependéncia Quimica

O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) é o sistema de resposta ao
estresse mais estudado em humanos (Zhou et al., 2010). O funcionamento
normal da cascata inicia com a producdo pelo hipotalamo do horménio
liberador de corticotrofina (CRF ou CRH) em resposta a estimulos estressores
diversos. O CRH atua sobre a hipoéfise, induzindo a liberagdo do horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), que atinge a corrente sanguinea. A partir dessa
sinalizacdo por ACTH, o cértex adrenal secreta horménios esterdides,
especialmente os glicocorticéides. Dentre estes, destaca-se o cortisol,
considerado o principal hormbnio de resposta ao estresse, e responsavel por
alteracdes de funcionamento em diversos tipos celulares no corpo humano.

Essa cascata de sinalizagdo do eixo HPA tem um papel relevante no
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, especialmente transtornos
afetivos e de humor (Lopez-Duran et al., 2009; Ostiguy et al., 2011; Wardenaar
et al., 2011; Flandreau et al., 2012). Da mesma forma, ha evidéncias para uma
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relacdo entre o sistema de resposta a estresse e dependéncias quimicas.
Porém, estudos divergem no que diz respeito ao sentido da relacdo, de acordo
com a dependéncia analisada e as metodologias de avaliagdo dos niveis do
componente em questdo (Boschloo et al, 2011; Sinha et al, 2011; van
Leeuwen et al., 2011).

Com relacdao a cocaina, alteracbes de funcdo do eixo HPA e da
liberacdo do cortisol j& foram descritas tanto em modelos animais, quanto em
estudos realizados com usuarios da droga (Mantsch e Goeders, 2000;
Goeders, 2002; Sinha et al., 2003; Palamarchouk et al, 2009). Alguns
resultados demonstram a importancia de componentes do eixo HPA em
condicOes especificas da dependéncia de cocaina, como o craving, recaida e
gravidade (Sinha et al., 2006; Brady et al., 2009).

O tabagismo também é um fendtipo cuja relacdo com o sistema de
estresse é conhecida. Além de ser considerada um agente estressor que,
portanto, € capaz de ativar o eixo HPA (Richards et al., 2011), a nicotina
também gera alteragbes na resposta ao estresse psicossocial: fumantes
apresentam diminuicdo da producao de cortisol, apds o uso crénico do tabaco
(Rohleder e Kirschbaum, 2006). Essas alteracdes podem, ainda, ser
dependentes do género (al'Absi, 2006; Back et al., 2008) e da intensidade do
uso de nicotina (Mendelson et al., 2005; Steptoe e Ussher, 2006).

Os eventos adversos na infancia podem também ser considerados um
fator mediador da relacdo entre o eixo HPA e a dependéncia quimica. Muitos
estudos evidenciam que alteragdes nos niveis de componentes do eixo HPA
podem estar relacionadas a situagdes de eventos adversos durante a infancia
(Ouellet-Morin et al., 2011; McCrory et al., 2012). Em mulheres saudaveis, a
exposicao ao trauma gera uma resposta atenuada de cortisol, medida a partir
do teste de dexametasona/CRH (Dex/CRH test) (Klaassens, 2010) e o abuso
fisico esta associado a uma menor producao de cortisol em resposta a testes
de estresse psicossocial (Carpenter 2011). Em homens, entretanto, a perda
parental na infancia pode induzir uma resposta aumentada da producéao de
cortisol, a partir de analises utilizando o teste Dex/CRH (Tyrka et al., 2008).

1.2.1 Genética, eixo HPA e fendétipos psiquiatricos

19



A variabilidade genética presente nos genes que codificam componentes
do eixo HPA tem sido alvo de diversos estudos de associacdo envolvendo
fendtipos psiquiatricos, tais como suicidio (De Luca et al., 2010), depresséao
(Papiol et al., 2007), transtorno de estresse poés-traumatico (Amstadter et al.,
2011), panico (Keck et al., 2008), alcoolismo (Treutlein et al., 2006; Ribbe et al.,
2011) e doenca de Parkinson (Shadrina et al., 2006). Dentre os principais
genes estudados, destacam-se aqueles que codificam proteinas envolvidas na
producédo e acdao do CRH (CRH, CRHR1, CRHR2, CRHBP), na producao e
acao do ACTH (POMC e MC2R), e na agao do cortisol (NR3C1, NR3C2). Além
disso, foram descritas interacbes entre diferentes genes desse sistema
(Ressler et al., 2010; Boscarino et al., 2011; Ishitobi et al., 2012), evidenciando
um papel significativo do eixo na predisposi¢éo aos transtornos psiquiatricos.

O eixo HPA, ainda, tem sido considerado um fator importante no
entendimento da relagdo entre eventos traumaticos na infancia e alguns
transtornos psiquiatricos. Sabe-se que interagdes entre genes do eixo HPA e
situacdes de trauma sédo capazes de alterar a resposta ao estresse, a partir de
niveis diferenciados de producdo de cortisol (Tyrka et al., 2009). Com base
nisso, alguns estudos tém como foco a analise das interacdes gene-ambiente.
Ja foi relatado o efeito dessas interagbes sobre o desenvolvimento de
depresséao (Polanczyk et al., 2009; Grabe et al., 2010), alcoolismo (Blomeyer et
al., 2008; Clarke e Schumann, 2009), Transtorno de Estresse Pds-Traumatico
(TEPT) (Binder et al., 2008) e suicidio (Roy et al., 2010), entre outros. Contudo,
apesar de haver uma possivel influéncia da interagdo entre niveis de
componentes do eixo HPA e trauma na infancia no desenvolvimento das
dependéncias quimicas (Moran-Santa Maria et al., 2010), nao existem estudos

relacionando-a ao efeito dos genes citados anteriormente.

1.2.2 Gene CRHR1

Embora alguns estudos tenham como foco a variacdo de cortisol em
situacées de dependéncia e analisem variantes genéticas envolvidas com a

acao do cortisol (Badrick et al., 2008; Desriviéres et al., 2011), poucas analises
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envolvem componentes anteriores do eixo de sinalizacdo da producdo desse
horménio.

Dessa forma, a analise de genes como CRHR1, que codifica o receptor
tipo 1 de CRH, pode contribuir na compreensao do papel do eixo como um todo
sobre fenétipos de dependéncia. Polimorfismos no gene CRHR1 e outros
genes relacionados ao CRH (CRHBP e CRH) ja foram associados a variacoes
dos niveis de componentes do eixo HPA, especialmente cortisol (Sheikh et al.,
2013). Analises envolvendo modelos animais durante exposicdo crbnica a
cocaina, demonstram um aumento significativo dos niveis de mRNA, na regiao
da hipdfise anterior, no 14° dia de exposicao (Zhou et al., 2003). Além disso, 0s
ratos dependentes de cocaina apresentam diferentes niveis de estresse,
acompanhados de um aumento de craving, quando tratados com infusdes de
CRH (Brady et al., 2009). Ou seja, a variagao de resposta gerada a partir de
diferengas no receptor de CRH pode ter relagdo com o desenvolvimento do
craving e a variacao da resposta ao estresse. Sabe-se também que a inibicdo
da expressao génica (knockout) dos receptores de CRH em camundongos,
gera um aumento da ocorréncia de comportamentos exploratorios em
individuos mutantes homozigotos (Timpl et al., 1998), bem como um aumento
do consumo de alcool apds situagdes de estresse (Sillaber et al., 2002)

A Figura 1 apresenta representacdes esquematicas do gene CRHR1,
bem como de alguns dos SNPs mais analisados. Estudos de associagao
envolvendo polimorfismos nos genes CRHR1 revelam um papel importante em
determinados fenétipos psiquiatricos, especialmente depressao (Polanczyk et
al., 2009), e alcoolismo (Treutlein et al., 2006).

Dentre os polimorfismos no gene CRHR1, destaca-se o rs1876831, uma
transicdo em regido intrdnica, cujo efeito descrito em alcoolistas esta
relacionado a intensidade do abuso de alcool (Treutlein et al., 2006). Ha, ainda,
evidéncias de interacdo entre esse polimorfismo e eventos de estresse na
infancia: homozigotos para o alelo C que vivenciaram maior niumero de eventos
traumaticos na infancia apresentam menor idade de inicio de abuso (Schmid et
al., 2010), além de consumirem maiores quantidades de bebida (Blomeyer et
al., 2008).
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Figura 1 Representagdo esquematica dos genes CRHR1 e seus principais
polimorfismos. Em negrito, as variagdes que serdo utilizadas no presente trabalho.

Outros polimorfismos no mesmo gene também parecem ter papel
importante em variacdes de resposta a estresse, mesmo n&o tendo sido
associados diretamente a comportamentos aditivos. O polimorfismo
rs12944712, por exemplo, foi associado ao TEPT, relacionando sintomas do
transtorno ao numero de coépias do alelo G (Amstadter et al., 2011). O
polimorfismo rs110402, uma transicdo no intron 1 do gene, apresenta
resultados significativos envolvendo depressao e eventos traumaticos na
infancia (Bradley et al., 2008; Polanczyk et al., 2009). Além disso, essa variante
foi, recentemente, associada ao desenvolvimento de alcoolismo em uma
amostra de esquizofrénicos (Ribbe et al., 2011). Ainda, para o polimorfismo
rs7209436, ja foram descritas associagbes com estresse na infancia e
fenétipos relacionados a transtornos de humor, suicidio e depressao (Ben-
Efraim et al., 2011; DeYoung et al., 2011). Analises envolvendo haplotipo
formado pelos SNPs rs72094736, rs110402e rs242924 revelaram um efeito
dessas variantes sobre transtorno depressivo maior (Bradley et al., 2008;
Ishitobi et al., 2012) e panico (Keck et al., 2008; Ishitobi et al., 2012).

A regulagcdo do gene CRHR1 ocorre principalmente a partir de
mecanismos poés-transcricionais, através de interacbes com proteinas

citosélicas na regidao 5’LS (Wu et al., 2004; Ma et al., 2011). Ainda, o splicing
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alternativo é bastante freqliente nos transcritos do gene, tendo sido ja descritas
sete isoformas em humanos, quatro delas expressas na regido da hipofise
(Pisarchik e Slominski, 2001). Embora a identificagdo de SNPs que influenciam
o splicing alternativo venha se mostrando uma perspectiva promissora (Mota et
al., 2012), infelizmente n&o dispomos ainda de evidéncias para o gene CRHR1.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS



JUSTIFICATIVA

A dependéncia de crack traz aos usuarios diversos danos, envolvendo
desde problemas respiratérios até prejuizos intensos no ambito pessoal e
social. O tratamento normalmente é acompanhado por uma grande incidéncia
de transtornos de humor e sintomas extremos de abstinéncia, o que acarreta
uma alta taxa de recaida. O tabagismo também se constitui em um fendtipo
que causa grande prejuizo a seus usuarios, principalmente relacionados ao
desenvolvimento de cancer e problemas respiratérios. Além disso, a dificuldade
em parar de fumar também esta relacionada ao craving nos pacientes,
evidenciando um possivel envolvimento de ambos os transtornos com o
sistema de resposta a estresse.

Diversos sdo os fatores de suscetibilidade, tanto relacionados a
aspectos genéticos quanto fatores ambientais que predispéem aos TUS. A
variagao genética e eventos traumaticos na infancia podem desempenhar um
papel importante no desenvolvimento dos transtornos externalizadores,
incluindo as dependéncias quimicas e a heterogeneidade fenotipica observada
em situagdes de desintoxicagao.

O eixo HPA tem sido considerado mediador dessa variacao fenotipica, a
partir de alteracbes regulatérias dos componentes dessa rota de resposta ao
estresse. A anadlise da influéncia da variacao genética, portanto, através do
estudo de polimorfismos nos genes do eixo HPA, pode auxiliar na
compreensao dos verdadeiros mecanismos subjacentes a variagao clinica
observada.

Além disso, o conhecimento dos mecanismos biolégicos que predispdem
a dependéncia quimica e baseiam as variagdes fenotipicas observadas ao
longo da desintoxicacdo pode trazer informacdées importantes para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar o possivel papel da variagcdo genética do receptor de CRH
sobre a suscetibilidade e apresentacéo clinica das dependéncias de crack e

nicotina.

Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia dos polimorfismos rs110402 e rs12944712 no
gene CRHR1 sobre a dependéncia de crack em uma amostra de usuarias em
desintoxicagao.

e Analisar a influéncia dos polimorfismos rs110402 e rs12944712 no
gene CRHR1 sobre a dependéncia de nicotina em uma amostra de doadoras
de sangue.

e Verificar o efeito de haplétipos envolvendo os dois polimorfismos na

suscetibilidade as dependéncias e variacao clinica das amostras.

e Avaliar o efeito da interacao entre a variacdo genética em CRHR1 e
eventos traumaticos na infancia sobre a variagdo do craving durante a
desintoxicacdo e nos escores de gravidade da dependéncia de usuarias de
crack.
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ABSTRACT

Crack cocaine and tobacco smoking are Substance Use Disorders with high
prevalence around the world, mainly in emerging countries. Both lead to severe
physiological or psychiatric impairments. Variations in the Hypothalamus-
Pituitary-Adrenal (HPA) axis of stress response are related to different aspects
of substance dependence. Polymorphisms in HPA-related genes, therefore, are
candidate in association studies involving these phenotypes. The CRHR1 gene
which encodes corticotropin releasing hormone (CRH) receptor is involved in
the initial step of HPA response and functioning. The aim of this study was to
investigate the effect of rs110402 and rs12944712 in the use of smoked
cocaine and nicotine. The analysis included three groups of women: (1) 136
cocaine smokers; (2) 55 nicotine dependents; and (3) 262 healthy subjects. The
chi-square analysis revealed a significant difference in rs12944712 frequencies
between the three groups (p= 0.007). We also estimated haplotypes and
described a significant frequency increase of a haplotype containing G allele in
both polymorphisms in the groups of cocaine and tobacco smokers (p= 0.002).
Therefore, our results suggest an effect of CRHR1 gene polymorphisms on the
development of cocaine and tobacco smoking. This is the first study to
associate a polymorphism in a HPA-related gene to smoked cocaine and
replications are needed to corroborate these findings. Further studies should
also explore the possibility that some genetic associations could be specifically
related to the smoking route of drug brain delivery.

Keywords: Smoked cocaine - tobacco smoking - HPA axis - stress response

genes - CRHR1 polymorphism.
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INTRODUCTION

Crack cocaine dependence is a substance use disorder that causes
severe impairments on physical and mental health in addition to social life of
users. The drug has a growing epidemiological relevance in several parts of the
world (Foltin et al., 2003; Marsden et al.,, 2009) and in Brazil is nowadays
considered as a major social and health problem (Duailibi et al., 2008). It shares
the mechanism of action with cocaine, but its route of administration is more
efficient and fast to deliver the cocaine to the brain (Gossop et al., 1994). Thus,
the psychiatric effects on crack users are worse and they experience symptoms
of dependence in a shorter time after the first use, when compared with users of
powder or injected cocaine (Chen & Anthony, 2004).

Tobacco smoking is another condition where the potential for nicotine
dependence is high and occurs in a short period of time. Nicotine is the most
widely abused drug around the world, with about 1 billion male and 250 million
female smokers worldwide (WHO, 2011). A wide range of biological effects
contribute to its negative impact on health, including mainly carcinogenic
processes (INCA, 2011).

The stress regulatory system, namely the hypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis, has a significant role on the development of drug dependence
(Majewska, 2002; Koob, 2008). The signaling cascade involves the secretion of
corticotropin releasing hormone (CRH) from the hypothalamus, subsequent
release of adrenocorticotropic hormone (ACTH) from the pituitary, and
culminates in the secretion of cortisol by adrenal cortex. Thereby, the CRH

receptors are essential to the axis functioning and its role in drug dependence is
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also investigated. Sillaber et al. (2002) demonstrated that when exposed to a
stress situation, mutant mice lacking functional CRH type 1 receptors had
increased alcohol intake. It also has been showed that some psychiatric
patients could present dysregulation on HPA axis components, such as CRH,
ACTH and cortisol levels (Lopez-Duran et al., 2009; Ostiguy et al., 2011;
Wardenaar et al., 2011). The CRH type 1 receptor is encoded by CRHR1 gene,
which is expressed mainly in the pituitary, but also in extrahypothalamic circuits
(Steckler & Holsboer, 1999; Hsu et al., 2012; Laryea et al., 2012).

Different SNPs in CRHR1 have been analyzed in genetic association
studies. The CC genotype in rs1876831 was associated with heavy alcohol
drinking (Treutlein et al., 2006). In a sample of schizophrenic individuals, the A
allele of rs110402 was associated with high risk of comorbid alcoholism (Ribbe
et al,, 2011). Mood and anxiety disorders and suicide are also focus of
association studies involving CRHR1, due to the known alterations of the HPA
axis in patients (Reul & Holsboer, 2002; Merali et al., 2004). Significant findings
were obtained linking rs7209436, rs110402 and rs242924 SNPs in Major
Depressive Disorder (Bradley et al., 2008; Ishitobi et al., 2012) and Panic
Disorder (Keck et al., 2008; Ishitobi et al., 2012). Posttraumatic Stress Disorder
was also related to CRHR1 gene, through an association between the GG
genotype on rs12944712 and PTSD symptoms (Amstadter et al., 2011). Taking
together, these results suggest a potential role of CRHR1 gene in modulating
susceptibility to mood, anxiety and substance use disorders.

In order to investigate the effect of CRHR1 gene on the susceptibility to

smoked cocaine and nicotine dependence, we analyzed two polymorphisms
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(rs110402 and rs12944712) in these three samples of women: (1) crack users,

(2) tobacco smokers and (3) healthy volunteers.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

The sample of crack cocaine dependents comprised 136 women aged 18
to 45 years with diagnosis of Substance Use Disorder - Physiological
Dependence of Crack Cocaine Type, who were admitted at a public inpatient
detoxification program in Porto Alegre, Brazil. All participants were recruited
after admission to a 3-week, locked detoxification treatment facility for female
drug and alcohol abusers. These women were in an abstinence-controlled
situation. They had no access to alcohol, cigarettes or drugs. In addition,
benzodiazepines should not be prescribed during treatment. The exclusion
criteria were as follows: (a) evidence of clinically significant neurologic diseases
that might affect cognition (e.g., delirium, dementia, epilepsy, head trauma and
multiple sclerosis), (b) current or past history of psychosis and (c) moderate
intelligence impairment.

The samples of nicotine dependents (55 women) and controls (262
women) were both obtained from blood donors volunteers, recruited at Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. The only inclusion criteria were to be females of
European descent, 18 years of age or older. The exclusion criteria were: (a)
evidence of clinically significant neurologic diseases that might affect cognition

(e.g., delirium, dementia, epilepsy, head trauma and multiple sclerosis), (b)
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current or past history of psychosis, ADHD or nicotine dependence (for the
control group) and (c) moderate intelligence impairment.

Participation in the study was voluntary and anonymous, and all the
participants signed an informed consent form that was previously approved by

the Research Ethics Committees of the participating institutions.

Clinical characterization

To investigate psychiatric diagnoses in crack cocaine users, the
Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis | Disorders (SCID-IV) was used
(Del-Ben et al., 2001; APA, 2004). Trained psychiatrist administered this
interview.

The nicotine dependent and control groups were evaluated for
psychiatric diagnosis also by SCID-IV. The Fagerstron Test for Nicotine

Dependence was used to evaluate severity of smoking.

SNPs selection and Genotyping

Two polymorphisms on the intronic region of CRHR1 gene were studied:
rs12944712 and rs110402. This selection was based on previous association of
SNPs on related psychiatric phenotypes and allelic frequencies described in
HapMap, in addition to preliminary evidence of functionality (Tyrka et al., 2009).
DNA was extracted by a salting out method (Lahiri & Nurnberger, 1991), from
peripheral blood of patients and controls. Genotyping was conducted using
TagMan® allelic discrimination system (Applied Biosystems) in a Real Time

PCR-based method.
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Statistical analysis

The characterization of the Linkage Disequilibrium and the estimation of
haplotypes comprising the CRHR1 polymorphisms were performed with the
MLOCUS program (Long et al., 1995; Long, 1999). The analyses of Hardy—
Weinberg equilibrium and differences in allele, genotype and haplotype
frequencies between the three groups were analyzed by the Pearson chi-
square test, followed by post-hoc comparisons. The haplotype analysis was
restricted to those with frequency = 0.05. All tests were 2-tailed and the

significance level was set at 0.05.

RESULTS

Clinical and demographic characteristics of the crack users, nicotine
dependents and healthy subjects are presented in Table 1, as well as the allelic
and genotype frequencies of rs110402 and rs12944712. The genotype
distributions among the samples did not deviate from the values expected
according to Hardy—Weinberg equilibrium in any polymorphism analyzed (all p>
0.2).

We observed a significant difference in genotype (p= 0.007) and allelic
(p= 0.003) distribution of the polymorphism rs12944712 between the three
groups. Post-hoc analyses revealed an increase of the G allele of this
polymorphism on crack dependents, compared to healthy subjects (p= 0.0002).
There was no significant differences in the genotype or allelic frequencies of

rs110402 (p> 0.1).
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Haplotype analysis reveals that rs110402 and rs12944712 are in strong
Linkage Disequilibrium (D’= 0.97). A haplotype formed by the G allele in
rs110402 and again G allele rs12944712 is more frequent in crack users. The
haplotype comprising G allele on rs110402 and A allele on rs12944712 is more

frequent in healthy subjects (p= 0.002) (Table 2).

DISCUSSION

The results of this study suggested that the G allele on rs12944712 in
CRHR1 might be associated to a higher risk of smoked cocaine and nicotine
dependence. These findings reinforce previous evidence suggesting that
variations in CRHR1 may be relevant in the relationships between the reward
and stress response systems and drug dependence.

HPA response variations have been linked to substance use, including
drinking behavior (Boschloo et al., 2011), late onset of alcoholism (Evans et al.,
2012) and heavy drinking in males (Thayer et al., 2006). Among women, the
evidences go in the same direction, indicating that ACTH and cortisol secretion
are elevated in drinkers, when compared to controls (Gianoulakis et al., 2003;
Badrick et al., 2008). Taking together our findings and previous literature, the
overall data suggest that individuals carrying the G allele on rs12944712 may
have a response pattern that could be related to both altered stress response
and substance dependence, including PTSD symptoms (Amstadter et al., 2011)
and nicotine and smoked cocaine dependences (present study). Smoking is the

fastest route for drug delivery to the brain. Therefore, further studies should
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explore the possibility that some brain circuitries could be involved in response
to drugs administered with a fast delivery route.

Our data also confirms findings of Amstadter et al. (2011), showing that
rs129944712 and rs110402 are in strong Linkage Disequilibrium. Both studies
suggest that significant associations could more likely be attributed to the
intronic rs129944712. Although the regulation of CRHR1 gene is mainly at
translational and posttranslational level, it is known that activation of
transcription is important for maintaining adequate CRH receptor levels
(Aguilera et al., 2004). Furthermore, there are at least seven variants of
alternative splicing on CRHR1 gene, four of which have been verified in humans
(Pisarchik & Slominski, 2001). At a molecular level, therefore, rs12944712, due
to its intronic location, could be regulator of this transcription activation and
splicing mechanisms. On the other hand, the significant associations could also
be due to LD between rs12944712 and other functional SNPs. In this context,
other studies focused on CRHR1 that did not include rs129944712 revealed an
association with major depressive disorder (Bradley et al., 2008; Polanczyk et
al., 2009).

Some limitations of this study should be mentioned. First, our sample is
comprised only by women, limiting the extrapolation of these findings to men.
Case control studies should always consider the potential bias related to
population stratification. In this study, although all subjects live in the same city
(Porto Alegre), sample collections were performed in two different facilities,
where the group with smoked cocaine dependence did not have ethnicity as an
exclusion or inclusion criteria. The group of women with nicotine dependence or

healthy subjects was composed only of individuals of European Descent.
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Nevertheless, we compared the allelic frequencies between self-reported
European descendents and the group with other self-reported ancestries within
the smoked cocaine users and no significant differences have been detected
(data not shown but available upon request). The degree of African admixture in
the population of Rio Grande do Sul is smaller than in other Brazilian states and
has been estimated at approximately 6% (Zembrzuski et al., 2006).

Our study is the first one to report an association between CRHR1 and
both smoked cocaine and nicotine dependences. Despite these results are
preliminary, the plausibility of the findings clearly demand replication in
independent samples. The fact that both dependences involve smoking as the
route for delivery may be related to common biological mechanisms involving

the stress response and brain reward circuitries.

37



Table 1 | Allelic and genotype frequencies, clinical and demographic

characteristics of the patient and control groups

depg:ggnts Smokers Controls a
(N=136) (N=55) (N=262)
Age, mean (SD) 28.88 (7.64) 31.13(9.43) 28.67(8.67) 0.140
Years of schooling, mean (SD) 7.70 (3.11) 13.72 (3.48) 13.65(2.94) <0.001
'\N"a(“j’; Depressive Disorder, 34 (25.8) 17 (31.5) 87 (33.3)  0.317
Genotype and Allelic
Frequencies, N (%)
rs12944712
AA 10 (7.5) 5(9.6) 58 (22.3)
AG 73 (54.5) 29 (55.8) 123 (47.3)  0.003°
GG 1(38.1) 18 (34.6) 79 (30.4)
A 93 (34.7) 39 (37.5) 238 (45.9) 0.007
G 175 (65.3) 65 (62.5) 280 (54.1)
rs110402
AA 24 (17.6) 10 (19.2) 55 (21.3)
AG 72 (52.9) 30 (57.7) 117 (45.3) 0.384
GG 40 (29.4) 12 (23.1) 86 (33.3)
A 120 (44.1) 50 (48.1) 226 (44.0) 0.736
G 152 (55.9) 54 (51.9) 288 (56.0)

& Continuous varlables were compared by ANOVA and categorical data by Pearson’s Chi-
Square test. "PostHoc analysis (AA vs AG/GG): Crack vs. control: p=0.0002; Smokers vs.
control: p=0.051
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Table 2 | Haplotype frequencies in the patient and control groups

Crack Smokers Controls a
(N=136)  (N=53)  (N=261) P
rs12944712 rs110402
A A - - 0.0057
A G 0.3566 0.3962 0.4540 0.002
G A 0.4412 0.4717 0.4348
G G 0.2022 0.1321 0.1054

Lewontin’s coefficient: Patients D’ = 1.00; Control D’ = 0.97. *Haplotypes with frequency lower
than 0.05 were excluded from the analysis. ¥?=16.636
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ABSTRACT

Follow-up studies have reported the effect of childhood trauma on the
development of some psychopathologies, including Substance Use Disorders
(SUD). The stress response system is one of the possible biological
mechanisms underlying this relationship. The Hypothalamus-Pituitary-Adrenal
(HPA) axis is the most important stress response system in humans and
genetic variations in HPA-related genes have already been associated with
SUD. It is hypothesized that gene-environment interactions could be related to
the drug dependence development. Therefore, the aim of this study is to test a
possible interaction between CRHR1 polymorphisms and a history of early life
adversity on severity and craving of smoked cocaine dependence. We
assessed the history of trauma using the Childhood Trauma Questionnaire
(CTQ), and the outcome variables of severity of dependence and craving were,
respectively, Cocaine Selective Severity Assessment (CSSA) and Addiction
Severity Index (ASI6) scale scores. Although main effects have been previously

reported, we did not find significant interaction effects.

Keywords: Gene-environment interaction - addiction severity - craving

childhood trauma - HPA axis - CRHR1 polymorphism
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1. Introduction

Alterations in the stress response system coordinated by the
hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis are associated to early life stress
situations (Tyrka et al., 2008; Carpenter et al., 2011; Ouellet-Morin et al.,
2011). In healthy women, the childhood trauma exposure leads to an attenuated
cortisol response in a dexamethasone/corticotrophin releasing hormone
(Dex/CRH) test (Klaassens, 2010) and the physical abuse was associated with
a blunted cortisol response to a psychosocial stress task (Carpenter et al.,
2011). Early life stress is related to the development of some
psychopathologies, such as anxiety and substance use disorders (De Bellis,
2002; Cutajar et al., 2010; McCrory et al., 2012).

An initial step on stress response is hypothalamic secretion of the
Corticotropin-Releasing Hormone (CRH), and binding to its receptor (CRH-R)
on the pituitary gland (Zhou et al., 2010). The CRHR1 gene, which encodes
CRH type 1 receptor, is implicated in the regulation of cortisol levels (Tyrka et
al., 2009; Mahon et al, 2012). Polymorphisms on CRHR1 have been
associated to mood and anxiety disorders (Reul and Holsboer, 2002; Keck et
al., 2008; Ishitobi et al., 2012) and alcoholism (Treutlein et al., 2006).

There are also reports that CRHR1 gene polymorphisms interact with
stressful life experiences to predict depression (Heim et al., 2009; Polanczyk et
al., 2009; Kranzler et al., 2011), suicide (Wasserman et al., 2008; Ben-Efraim
et al., 2011) and alcoholism (Blomeyer et al., 2008; Schmid et al., 2010). In
addition, it is known that this interaction could be related to HPA axis

dysregulation: for subjects with a history of maltreatment, the GG genotype of
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CRHR1 rs110402 polymorphism was associated with elevated cortisol
responses to the Dex/CRH test (Tyrka et al., 2009). Despite these evidences,
there are no investigations of CRHRT71-environment interactions on clinical
characteristics of smoked cocaine dependence.

The aim of the present study is to investigate a possible gene-
environment interaction, involving two CRHR1 polymorphisms and childhood
trauma exposure on the severity of dependence and craving in cocaine

smokers.

2. Methods

2.1 Subjects

The sample comprised 136 crack cocaine-addicted women who were
admitted at a public inpatient detoxification program in Southern Brazil. All
participants were recruited after admission to a 3-week, locked detoxification
treatment facility for female drug and alcohol abusers. These women were in an
abstinence-controlled situation. They had no access to alcohol, cigarettes or
drugs. In addition, benzodiazepines should not be prescribed during treatment.
The inclusion criteria were as follows: (a) women aged 18 to 45 years; (b)
diagnosis of Substance Use Disorder - Physiological Dependence of Crack
Cocaine Type; (c) a minimum of four years of formal education and (d) absence

of co-morbid psychotic syndromes.
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2.2 Clinical instruments

To investigate psychiatric diagnoses, the Structured Clinical Interview for
DSM-1V Axis | Disorders (SCID I) was used (Del-Ben et al., 2001; APA, 2004).

The Addiction Severity Index version 6 (ASI-6) (McLellan et al., 1980;
Kessler et al., 2012) was used due to its dimensional approach that assesses
the severity of problems in the following seven domains: health, legal,
occupational, socio-familial, and psychiatric aspects, and use of alcohol and
drugs.

The severity of the withdrawal symptoms was evaluated four days after
admission and then two times per week of treatment using the Cocaine
Selective Severity Assessment (CSSA) adapted for crack cocaine. This
instrument assesses the clinical severity of the signs and symptoms of
abstinence; it has been validated, and it exhibits high degrees of internal
consistency and reliability (Kampman et al,, 1998). A total of 18 items are
scored on a nine-centimeter visual analog scale, which correspond to the
symptoms commonly reported in the literature as associated with the desire for
and abstinence from cocaine. It includes questions on craving, hyper- and
hypophagia, fatigue, anhedonia, anxiety, irritability, sleep disorders, lack of
concentration, paranoia, desire for carbohydrates, bradycardia, and suicidal
ideation.

The presence of childhood trauma was investigated using the Brazilian
version of the Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) (Bernstein et al., 2003;
Grassi-Oliveira et al., 2006). This questionnaire is a five-point Likert-type scale

including a subscale measuring the frequency of trauma events during
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childhood. This study defined presence of trauma if participant scores were
classified as moderate to severe according to the CTQ manual, such a previous

finding of our research group (personal communication).

2.3 SNP selection and genotyping

The CRHRT1 intronic polymorphisms rs12944712 and rs110402 were
studied. This selection was based on previous association of SNPs on related
psychiatric phenotypes and allelic frequencies described by HapMap. DNA was
extracted by a salting out method (Lahiri and Nurnberger, 1991), from
peripheral blood of patients. Genotyping was conducted using TagMan® allelic

discrimination system (Applied Biosystems) in a Real Time PCR-based method.

2.4 Statistical analysis

SNPs were inserted in the model as a haplotype, estimated using
MLocus program (Long et al., 1995; Long, 1999). We defined a risk haplotype
according to a previous significant association with the development of smoked
cocaine dependence in our sample (Bertuzzi et al., 2013). This haplotype
contains G allele in rs12944712 and G allele in rs110402.

To investigate the effects of gene-environment interaction on ASI6
scores of the subscales Drugs, Alcohol and Psychiatry, we used Generalized
Linear Model (GzLM); the model type and link function were personalized
according to dependent variable distribution. Craving and withdrawal symptoms,
assessed by CSSA, was compared through Generalized Estimating Equation
(GEE) Modeling. The autoregressive covariance structure was selected once

the correlation between CSSA evaluations exponentially declined over time.
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3. Results

There were no significant associations of the gene-environment
interaction and any one of the subscales scores of ASI6 analyzed (Table 1). We
performed the same tests including the SNPs separately in the model, and the
results were the same (data not shown).

The variation of craving among time in the four groups of the gene-

trauma interaction were not significantly different (x2= 1.363, DF= 3, p= 0.714).

4. Discussion

Our data suggest that there are no interaction effects between the
polymorphisms on CRHR1 gene and childhood trauma exposure on craving
during treatment and dependence severity scores measured by ASI6 scale.
This finding is relevant because there is substantial evidence that CRHR1 and
childhood trauma have significant effects on drug dependence (Treutlein et al.,
2006; Cutajar et al., 2010), including smoked cocaine (Bertuzzi et al. 2013,
Francke et al., 2013).

Despite previous studies have investigated the effect of gene-
environment interaction involving HPA axis related genes and early life stress
(Blomeyer et al., 2008) on the susceptibility to substance use disorders, our

study is the first one to analyze specifically smoked cocaine dependence.
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Cocaine smoking is becoming highly prevalent, mainly in emerging countries,
causing severe impairment (Dias et al, 2011). Since there is no
pharmacological treatment efficient to the smoked cocaine use, the
comprehension of mechanisms underlying the clinical aspects of detoxification
could help the development of alternative therapies.

Unfortunately, we could not test the role of this gene-environment
interaction on the susceptibility to smoked cocaine dependence, since we do
not have a control group evaluated with the same protocol. We cannot rule out
the possibility that such interaction exists but is limited to susceptibility instead
of severity or craving. Additional investigations are necessary to better clarify
the role of HPA-related genes, childhood trauma and their interactions on both
the susceptibility, severity and craving of smoked cocaine and other drug

dependencies.
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Table 1 Interaction between haplotype on CRHR1 and presence of Physical
Neglect on scores of severity of smoked cocaine (ASI6)

Statistics DF P

ASI6 - subscale Drugs Wald Chi-Square

rs110402-rs12944712 haplotype 0.173 1 0.677

Physical neglect 0.245 1 0.620

Haplotype*Physical neglect 0.053 1 0.818
ASI6 - subscale Alcohol

rs110402-rs12944712 haplotype 0.174 1 0.676

Physical neglect 0.069 1 0.793

Haplotype*Physical neglect 1.359 1 0.244
ASI6 - subscale Psychiatry

rs110402-rs12944712 haplotype 0.006 1 0.936

Physical neglect 6.936 1 0.008

Haplotype*Physical neglect 0.000 1 0.993
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5 DISCUSSAO



A hipotese inicial dessa dissertacao era de que polimorfismos no gene
CRHR1 poderiam estar envolvidos no desenvolvimento das dependéncias de
drogas, de modo que esse efeito poderia mediar a relacdo entre situacdes
adversas na infancia e o desenvolvimento da psicopatologia. O conjunto de
resultados permitiu identificar um polimorfismo genético possivelmente
associado ao risco de duas dependéncias de substancias fumadas, nicotina e
cocaina. Esse achado abre a hipdtese de que possa haver mecanismos
genéticos e neurobioldgicos relacionados com a resposta especifica a essa via
de administragao.

Nosso resultado positivo, entretanto, pode ser melhor interpretado a luz
de evidéncias prévias. Verificamos um aumento da frequéncia do alelo G do
polimorfismo rs12944712 em dependentes, sendo que 0 mesmo polimorfismo
ja havia sido associado a fenétipos relacionados ao estresse, especificamente
sintomas de TEPT (Amstadter et al, 2011). Na nossa amostra, os dois
polimorfismos — rs110402 e rs12944712 — estdo em forte desequilibrio de
ligacdo, situacao ja descrita no estudo anterior (Amstadter et al., 2011), o que
inclui a possibilidade de que o efeito funcional do gene poderia ser, na
realidade, mediado por outros SNPs. Por exemplo, os SNPs rs110402 e
rs1876831 ja foram associados a dependéncia de alcool (Treutlein et al., 2006;
Blomeyer et al., 2008; Ribbe et al., 2011).

A composicdo dessas amostras apenas por mulheres limita a
extrapolagdo dos dados para o sexo masculino. No entanto, a maior
homogeneidade do grupo pode ser positiva, considerando que a fungéo do eixo
HPA parece incluir consideravel dimorfismo sexual (Back et al., 2008). Sabe-se
que, no que diz respeito a funcionamento hormonal e cerebral, homens e
mulheres apresentam diferencas significativas; ainda, os padrées de
transtornos psiquiatricos também sao diferentes entre o0s sexos, com
prevaléncias variaveis de acordo com o género. Com relacdo ao uso de
nicotina, por exemplo, alguns fatores de risco foram descritos de forma
diferente de acordo com o sexo (al’Absi 2006), bem como mulheres tabagistas
apresentaram maior produgdo de cortisol do que homens (Back et al., 2008).
Assim, as amostras utilizadas nesse trabalho permitem a obtencado de dados
que visam auxiliar no entendimento dos mecanismos envolvidos na

suscetibilidade ao uso de substancias ao menos em mulheres. E preciso
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destacar, no entanto, que o tamanho amostral disponivel € muito pequeno,
considerando os desafios impostos pelo pequeno tamanho de efeito de
variagdes genéticas em caracteristicas multifatoriais. Infelizmente, essa grave
limitacdo €& comum as pesquisas em dependéncias quimicas menos
tradicionais, como é o caso do crack. Sem duvidas, os esforcos de coleta de
dados no mundo inteiro devem persistir.

Alteracdes na producao de cortisol em resposta ao estresse sdo comuns
em pacientes com transtornos psiquiatricos. Por exemplo, ja foi descrito esse
aumento em mulheres com Transtorno Depressivo Maior (Heim et al., 2000).
Ainda, os glicocorticoides desempenham um papel regulatério na expressao de
genes relacionados ao eixo HPA, incluindo o gene CRHR1 (Ochedalski et al.,
1998). O SNP rs110402 gera uma alteracao significativa dos niveis de cortisol
(Tyrka et al., 2009; Mahon et al., 2012), indicando que variagbes no gene
CRHR1 podem estar envolvidas nesse processo de regulagdo da producao de
glicocorticéides, tornando os individuos mais ou menos responsivos a
situagdes de estresse. Além disso, 0s niveis de cortisol estdo positivamente
associados ao aumento do craving (Buchmann et al.,, 2010; McKee et al.,
2011), bem como ao aumento da satisfacdo descrita apds o uso de nicotina
(McKee et al. 2011). Entao, essa relagao entre os niveis de cortisol e variantes
em genes de resposta a estresse, apesar de pouco clara, pode ser um possivel
mecanismo subjacente as associacdes observadas.

A presente dissertacdo apresenta dois estudos inovadores na area de
genética psiquiadtrica. Poucos trabalhos tém como foco especifico a
dependéncia de crack, de modo que 0s nossos artigos sdo 0s primeiros a
associar esse transtorno a polimorfismos em genes relacionados ao eixo HPA.
Além disso, nenhum estudo até o momento realizou uma anélise comparativa
de frequéncias génicas com o grupo de dependentes de nicotina, outra
substancia com elevado potencial de dependéncia com a mesma via de
administragdo. De maneira preliminar, levantamos a hipétese de que exista um
mecanismo comum ao desenvolvimento de dependéncias de diferentes
substancias que sdo fumadas, por elas chegarem muito mais rapidamente ao
cérebro (Gossop et al.,, 1994). Usuarios de drogas apresentam diferencas nos
graus de ativacao do sistema de recompensa (George e Koob, 2010; Saunders
e Robinson, 2011), e sabe-se que essa variacdo pode ter relacdo com alguns
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componentes genéticos (Cohen et al., 2007). Dessa forma, um efeito de
interacdes envolvendo a via de administracdo e a variabilidade genética
individual poderia explicar essa variagdo de respostas. Os polimorfismos no
gene CRHR1, assim como em outros genes relacionados ao TUS, podem estar
envolvidos especificamente na ativacdo de mecanismos neurobioldgicos
especificos do uso de substancias fumadas.

Nosso trabalho pretende contribuir para a compreensao e entendimento
dos mecanismos relacionados ao estresse que podem estar envolvidos na
suscetibilidade ao uso de substancia. Principalmente no que diz respeito a
dependéncia de crack, consideramos de grande valia o estudo de genes
candidatos, ainda que de forma isolada, dada a plausibilidade biol6gica
inerente a esse mecanismo. Como futuras investigacbes nessa linha de
pesquisa, destacam-se ainda as possiveis interacbes entre o gene CRHR1 e
outros genes relacionados ao eixo HPA, no contexto de um mecanismo de

acao orquestrada de diferentes genes sobre os TUS.
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