INVESTIGACAO DE GENES DE VULNERABILIDADE PARA

ABUSO DE COCAINA

RESUMO

O abuso/dependéncia de cocaina € um dos principais problemas
contemporaneos de saude publica. Uma das estratégias mais promissoras de
pesquisa neste setor € o reconhecimento de fatores genéticos envolvidos na
producdo de suscetibilidade ao desenvolvimento de abuso/dependéncia da
droga. Estudos em modelos animais, assim como trabalhos ainda incipientes
com populacdes humanas, mostram como os principais implicados bioquimicos
na génese do fendmeno os sistemas dopaminérgico, serotonérgico e
noradrenérgico. O estudo em humanos de associacdo entre polimorfismos de
receptores dopaminérgicos e dependéncia de cocaina mostram alguns achados
positivos, ainda que em carater preliminar.

Este estudo visa detectar genes de suscetibilidade para o
transtorno, através do exame de genes do sistema dopaminérgico e
serotonérgico. Como mais recentes estudos vém sugerindo, a expressao
fenotipica destes genes parece ocorrer em interacdo com fatores do meio
ambiente; pretendemos procurar algumas interagfes de fatores ambientais com
os polimorfismos nos sistemas acima apresentados. Com este trabalho,
objetivamos contribuir para a deteccdo de fatores de risco para o transtorno que

permitam estratégias de intervencao precoce e aprimoramento de tratamentos.



I. INTRODUCAO

Um dos principais problemas de satde publica no Brasil atual,
fortemente relacionado a violéncia urbana, é o abuso e a dependéncia de
cocaina/crack.. Buscar formas de contornar este grande problema social é uma
das tarefas mais relevantes para a ciéncia. Uma das estratégias para a
abordagem da situacdo é a deteccdo de populagbes vulneraveis ao
desenvolvimento do transtorno, visando a impedir preventivamente 0 seu
desenvolvimento. Os estudos em genética vém se mostrando uma ferramenta
adequada para a abordagem de populagdes vulneraveis, demonstrando, através
de estudos epidemiologicos e moleculares, a existéncia de uma vulnerabilidade
herdada para a dependéncia de cocaina. Apresentaremos abaixo os resultados

destes estudos.

A) ESTUDOS EM GENETICA EPIDEMIOLOGICA

Esta categoria de estudos se divide em trés modalidades, os
estudos em familias, em gémeos e de adocdo; atuando em conjunto, a somatoria
destas trés modalidades permitem ou ndo a afirmacdo da existéncia de
influéncia genética em algum transtorno ou trago. Estudos especificamente
direcionados ao exame de abuso/dependéncia de cocaina sdo ainda bastante
escassos; geralmente os estudos realizados dirigem-se a dependéncia de alcool

ou abuso/dependéncia de varias drogas.



Al) Estudos em familias

Todos os estudos em familias foram unanimes em encontrar uma
maior prevaléncia de dependéncia de alcool, abuso e dependéncia de outras
drogas (incluindo cocaina) e personalidade anti-social em parentes de primeiro
grau de abusadores de cocaina (MILLER et al., 1989; KOSTEN et al., 1992;
LUTHAR et al,1992; PICKENS et al., 1995), chegando a elevar o risco do
desenvolvimento de dependéncia de cocaina em relacdo a populacdo normal em
oito vezes (MERIKANGAS et al, 1998). Um dos estudos recentes com grande
numero de sujeitos entrevistados (n=1212) encontrou resultados semelhantes,
indicando distintas vulnerabilidade para fatores genéricos e especificos

transmitidos no interior das familias (BIERUT et al., 1998).

A2) Estudos em gémeos

De modo analogo ao examinado acima, os estudos em gémeos
também encontram sélida evidéncia para um componente genético para o
transtorno, demonstrando evidéncias para uma herdabilidade geral e uma
herdabilidade especifica para cocaina (TSUANG et al., 1998; VAN DEN BREE
et al., 1998), atuando em interacdo com fatores do meio ambiente para a
producdo do transtorno (VAN DEN BREE et al., 1998). O U(nico estudo
desenhado especificamente para abuso/dependéncia de cocaina encontrou uma
importante taxa de herdabilidade (65%) numa populacdo do sexo feminino

(KENDLER & PRESCOTT, 1998).



A3) Estudos de adocao

Trés estudos de adocdo foram publicados até o presente
momento para abuso de drogas, encontrando resultados similares aos estudos
acima expostos, reconhecendo influéncia genética para dependéncia de cocaina,
através de dois trajetos etioldgicos distintos: antecedentes de abuso de alcool
em pais bioldgicos por uma via e historia de personalidade antisocial pela outra,
sempre em interacdo com fatores ambientais (CADORET et al., 1986; 1995;

1996).

B) ESTUDOS EM GENETICA MOLECULAR

A partir das evidéncias encontradas nos estudos epidemiolégicos
para abuso/dependéncia de cocaina, surgiu a necessidade da procura a nivel de
genes para uma melhor compreensdo desta herdabilidade. Os estudos em
genética molecular seguem duas estratégias de estudo: em animais de
laboratério e em humanos. Os estudos em animais procuram, através de método
experimental, determinar linhagens mais propensas a dependéncia e 0s trajetos
nela implicados. Em revisdo sobre o tema publicada pelo autor (MESSAS,
1999), constata-se a solidez da hipétese da existéncia de genes de

vulnerabilidade para o transtorno. As modalidades de estudos em genética

molecular tem duas vertentes principais: os estudos de ligacéo e os estudos de
associacdo. A primeira estratégia € utilizada quando néo se conhece exatamente
quais 0s genes possivelmente envolvidos no processo e a segunda atua através

da investigacdo de genes candidatos, procurando associd-los com o transtorno.



N&o se encontra nenhum estudo de ligacdo para este tema publicado até o
momento. Para um exame dos estudos de associacdo, que realizaremos abaixo,
exige-se o conhecimento prévio da fisiopatologia do transtorno, a fim de que se
possa eleger genes a serem estudados.

Estudos concernentes as bases moleculares da dependéncia de
cocaina, revisados por ARAUJO et al. (1998), apontam o0s sistemas
dopaminérgico, serotonérgico e noradrenérgico como os principais implicados
na producdo da doenca. Dentre os trés, devido a sua relevante participacdo nos
trajetos mesolimbico e mesocortical (fundamentais para a experiéncia de
recompensa e, por extensdo, desenvolvimento de dependéncia) o sistema
dopaminérgico vem sendo o mais estudado. Mais recentemente, outros
componentes do processo de adicdo vém sendo estudados, como segundos-
mensageiros e immediate early genes, implicados na plasticidade cerebral
(CRABBE & PHILIPS, 1998).

Os estudos de associacdo para abuso/dependéncia de cocaina
podem ser assim divididos:

a) Receptores dopaminérgicos

al). Receptor D2 (DRD2)

Dois polimorfismos deste receptor foram associados a
dependéncia de cocaina e outras drogas, DRD2 Al e DRD2 B1 (SMITHS et al.,
1992; NOBLE et al., 1993; COMINGS et al., 1994; NOBLE, 1994;
COMPTON et al., 1996). Um estudo mais recente (BERMAN & NOBLE,
1997), de desenho mais complexo, encontrou forte interacdo entre o
polimorfismo Al e stress familiar entre filhos pré-adolescentes de alcoolistas,

indicando que a acdo de determinadas situacfes familiares podem interagir com



este polimorfismo para a génese da dependéncia. Ainda que este estudo nao
tenha examinado especificamente a questdo do uso de cocaina apresenta uma
primeira evidéncia de como o ambiente pode agir sobre populacGes vulneraveis,
inaugurando uma das estratégias mais férteis para o desenvolvimento deste
campo da ciéncia. No mesmo sentido, um estudo (NOBLE et al.,, 1994)
encontraram associacdo entre DRD2 A1l e prolongamento de tempo de laténcia
de ondas P300 em filhos de dependentes de alcool, indicando um possivel

marcador eletrofisioldgico influenciado pela presenca do polimorfismo.

a2) Receptor D1
COMINGS et al.(1997) examinaram polimorfismos de
DRD1 para diversos comportamentos aditivos, encontrando evidéncias para a
implicacdo de homozigotos DRD1 11 ou 22 em abuso de drogas, atuando em

adicdo com variantes do DRD2.

a3) Receptor D4
Mais recentemente comecou-se a examinar o papel deste
receptor (DRD4) em comportamento de busca de novidades, frequentemente
associado ao abuso/dependéncia de drogas. EBSTEIN & BELMARKER (1997)
revisaram os estudo na area encontrando controvérsia a respeito do papel de
polimorfismos derivados do nimeros de repeticdes de bases e abuso de drogas.

Mais estudos sdo aguardados para conclusdes mais definitivas.



b) Receptores adrenérgicos
Um estudo examinou o papel de variantes do gene do receptor
adrenérgico alfa2A em diversos diagnosticos psiquiatricos (FENG et al., 1998),

encontrando associagdo entre dois polimorfismos e dependéncia de cocaina.

C) Receptores opioides
Uma tendéncia a associacao entre a variante Ala6Val do gene do
receptor opidide mu (OPRM1) e dependéncia de cocaina foi encontrada por um

estudo conduzido por KRANZLER et al. (1998), ainda bastante inconclusivo.

d) Outros

Trés  estudos examinaram o papel de outros genes na
dependéncia de cocaina. O resultado mais significativo foi encontrado por
COMINGS et al. (1997), que observaram uma presenca significativamente
maior de um poliformismo determinado pelo nimero de repeticdes de bases
(maior que 5) em dependéncia de cocaina, no gene codificador do receptor
canabindide (CNR1). STROUS et al. (1997) acharam indicacbes para
associacdo entre um polimorfismo funcional do gene da enzima catecol-O-
metiltransferase e agressividade e dependéncia de drogas. Por fim KRANZLER
et al. (1997)falharam em encontrar associagdo entre o gene de uma das formas

de proteina G (Gs-alfa) e dependéncia de cocaina/opioide.



1. JUSTIFICATIVA

A consideragdo conjunta dos estudos epidemioldgicos e
moleculares permite afirmar a existéncia de uma vulnerabilidade herdada pelos
genes para o desenvolvimento do abuso/ dependéncia de cocaina, sugerindo
fortemente um modelo de interacdo ente genes e meio ambiente para 0 seu
desenvolvimento. Estes dados sustentam com firmeza a pertinéncia cientifica da
realizacdo de estudos moleculares na area, sobretudo aqueles que permitam
detectar fatores ambientais atuando em adicdo com o componente genético. A
dimensdo social que o transtorno vem atingindo, aliada a viabilizacdo de a¢Ges
médicas preventivas que a descoberta de genes de vulnerabilidade podem

facultar, justificam a propriedade desta investigacéo.

I1l. OBJETIVOS

Este estudo procura investigar a transmissdo da vulnerabilidade para
abuso de cocaina através da investigacdo de polimorfismos em dois sistemas
principalmente implicados na génese do transtorno: o sistema dopaminérgico e

0 sistema serotonergico.



Sistema dopaminérgico: Inicialmente reinvestigaremos a associacao

entre os receptores dopaminérgicos D1, D2 e D4, analisados nos estudos
apresentados acima. Em seguida, seguindo indicacbes de estudos moleculares
que revelaram a maior densidade do receptor D3 em regiGes limbicas,
implicadas com o desenvolvimento de padrbes comportamentais de
dependéncia (MASH, 1997; XU, 1998), examinaremos a associacdo de
polimorfismos neste receptor com o fenotipo em questéo.

Sistema serotonérgico: Estudos em animais demonstraram que

alteracdes no gene do receptor serotonérgico 1B (5-HT1B) podem ser
responsaveis por diferencas na suscetibilidade a cocaina (LUCAS et al., 1997).
Examinaremos a associacdo entre polimorfismos no gene do receptor 5-HT1D-
beta e dependéncia de cocaina. Este receptor € o homélogo em humanos do

receptor 5-HT1B em roedores.

Como objetivo final investigaremos os possiveis fatores de interacao
ambiental com os genes candidatos escolhidos, dedicando especial atencdo ao
status marital e situacdo familiar, indicados em estudos anteriores como
potencialmente implicados no desenvolvimento de transtorno de dependéncia

(ESTAUGH; POWER, 1997) BERMAN & NOBLE, 1997)

V. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

A primeira etapa deste estudo consistird no levantamento dos casos

de abusadores graves de cocaina. Como procuraremos concentrarmo-nos nos



casos mais graves, com maior homogeneidade diagnostica (detalhes na secao
material e meétodos), dedicaremos 0s primeiros 12 meses de execucdo do
projeto a visita as diversas entidades de assisténcia a drogadicdo onde haja um
servico de internacdo, na cidade de S&o Paulo, onde, obtida autorizacdo dos
responsaveis, passaremos a entrevista com os pacientes e coleta de material.

Em conjunto com a coleta do material procederemos a extracdo do
DNA de cada paciente para, uma vez terminada esta etapa de trabalho de
campo, iniciarmos a segunda etapa, no laboratorio. Nesta etapa realizaremos 0s
passos necessarios para a deteccdo dos diversos polimorfismos para toda a
amostragem, como descrito nos materiais e métodos, comportando um periodo
aproximado de 10 meses.

A terceira etapa consistirda na analise dos dados reunidos, dividida
em duas sub-etapas: analise da associacdo entre polimorfismos e transtorno sem
a presenca de fatores ambientais e, em seguida, com a presenca destes fatores.
Estimamos um periodo de 6 meses para esta tarefa. Até este periodo
pretendemos a conclusdo dos créditos exigidos pelo programa de pds-graduacao
da FMUSP.

Os restantes 8 meses serdo dedicados "a redacdo da tese, com seus
aspectos formais com que deve ser apresentada e a redagdo dos artigos a serem
submetidos as revistas cientificas especificas. A organizacdo do cronograma

prevé a conclusédo dos trabalhos no prazo de 36 meses.
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V. MATERIAL E METODOS

FASE 1: Coleta de Amostra

De acordo com indicacges da literatura, observando uma maior presenca do
componente genético nos casos de abuso mais grave e dependéncia (VAN DEN
BREE et al., 1998), em relacdo ao mero uso da droga, nossa amostragem sera
composta por pacientes internados com o diagndstico de abuso grave de
cocaina ou crack, em servicos especificos para o tratamento do problema. Para
tal, cada paciente sera entrevistado pessoalmente, respondendo a um
questionario que permitira avaliar o seu grau de abuso de cocaina (definido a
partir da idade de inicio, frequéncia diaria e semanal de uso, nimero de
internacOes anteriores e transicdes de via de utilizacdo), a eventual comorbidade
com abuso ou dependéncia de alcool e outras drogas, além de comportamentos
de risco para HIV e comportamentos anti-sociais, estes ultimos avaliados para
posteriores analises de comorbidades (segue em anexo 0 questionario a ser
empregado).

De todo paciente entrevistado seré extraida uma amostra de 5 ml de
sangue venoso periférico, para a analise do DNA, acondicionada em tubos
contendo EDTA (anticoagulante). O procedimento devera ser formalmente
aprovado pelo paciente, através da assinatura de um termo de consentimento
pos-informac&o, a ser submetido & aprovacéo pelo comité de Etica da FMUSP.
Casos-controle serdo solicitados no banco de sangue do Hospital das Clinicas,

na quantidade de 3ml de sangue por controle. Estes casos deverdo ser pareados
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com a casuistica estudada em termos de sexo, idade e, dentro das possibilidades
devido as caracteristicas heterogéneas da populacédo brasileira, em relacdo a
raca.
FASE 2: Analise Laboratorial
O trabalho laboratorial a ser executado devera seguir as seguintes etapas:
a) extracdo de DNA-
Utilizaremos para este projeto as solucdes e protocolo da
Nucleo Il (Scotlab), que permite a extracdo de
aproximadamente 100 tubos contendo 5 ml de sangue, por
kit. Este protocolo ja vem sendo empregado, com sucesso,

em extracGes de DNA no Instituto de Psiquiatria.

b) Detec¢do de Fragmentos Polimdrficos de DNA:

As técnicas de amplificacdo in vitro (Polymerase Chain Reaction ou PCR) e
deteccdo de fragmentos de DNA amplificados quer através de primers
fluorescentes (genotipagem automatica), quer por radioisotopo, nitrato de prata
ou etidiobromide (deteccdo manual), sdo ja bem estabelecidas e descritas em
varias livros de protocolo para laboratérios. A nossa fonte principal de consulta

sera 0 de SAMBROOK et al. (1989).

Os polimorfismos relacionados aos trajetos neuroldgicos envolvidos na génese

da dependéncia de cocaina a serem estudados sao:

DRD1 — estudaremos o polimorfismo Dde I, que consiste numa troca de
A por Gno 5’UTR (CICHON et al, 1994).
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DRD2 — dois polimorfismos ser&o estudados:

- sitio polimorfico Tagl A (DRD 2 Al), localizado 10
kb 3’do exon final

- sitio polimorfico Tagl B (DRD 2 B1), localizado na
fronteira do segundo exon (BERMAN ; NOBLE,

1997)

DRD3 - estudaremos uma variante do gene que codifica este receptor,
caracterizada pela presenca do aminoacido serina (alelo 1) ou glicina (alelo 2)

na posicao 9 da sequéncia desses alelos (SPURLOCK et al., 1998)

DRD4 — investigaremos trés polimorfismos do gene para este receptor,
determinados pelo nimero de repeticdes de uma sequéncia de 48 pares de bases
(VAN TOL et al, 1992)

D4.2- uma Unica repeticdo

D4.4- quatro repeticbes

D4.7- sete repeticbes

5-HT1D-beta — investigaremos o eventual papel da substituicdo
GCA276 por GCG276 neste gene (OHARA et al, 1996) no transtorno em
questdo, baseados em estudo (OKSENBERG et al, 1992) demonstrando que a
substituicdo de um simples amino-acido confere significativas alteracOes

funcionais neste receptor.
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VI. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Estudo de Associacao:

Estudos de associacdo genética sdo estudos equivalentes aos estudos do tipo
caso-controle. De forma semelhante a esse calcular-se-a através do teste qui-
quadrado as frequéncias dos alelos em afetados e nao-afetados, como também o
risco relativo e o Odds Ratio para o efeito de determinado alelo de cada
marcador genético. Andlise estratificada de tabelas 2 X 2 serdo realizadas
através do programa Epi-info. Fatores de correcdes com relacdo a maultiplas
analises estatisticas (por exemplo com relacdo a subdivisdes de grupos) serdo

utilizados quando necessarios.

Poder estatistico e casuistica

Em estudo onde revisaram a literatura sobre a amostragem
minima necessaria para estudos de interacdo gene-ambiente, HWANG e
colaboradores (1994) concluiram que, para um gendétipo ndo extremamente raro
ou frequente, aproximadamente 200 casos e 400 controles seriam suficientes

para se atingir 80 porcento de poder estatistico e um odds ratio maior que 4.
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