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Gene Transportador de Serotonina (SLC6A4 ) em pacientes com Transtorno por Uso 
de Tabaco e Transtornos do Humor. 2014. 119 f. Tese (Doutorado em Ciências da 
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RESUMO 

Objetivo: Este estudo avaliou a associação entre o polimorfismo genético de 
variáveis números de repetições in tandem (VNTR) no segundo intron, o STin2 
VNTR (Serotonin Transporter, Intron 2) do gene transportador de serotonina 
(SLC6A4) com o transtorno por uso de tabaco (TUT), cessação do tabaco, história 
tabagística e transtornos do humor. Método: Neste estudo caso-controle, foram 
incluídos 185 indivíduos com TUT (95 depressivos e 90 não depressivos), 
recrutados do Centro de Referência de Abordagem e Tratamento do Tabagismo 
(CRATT), da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e 175 nunca fumantes (62 
depressivos e 113 não depressivos), recrutados na mesma instituição. A pesquisa 
foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da 
UEL. Os diagnósticos de TUT e transtornos do humor foram realizados por 
entrevista clínica estruturada, na versão clínica (SCID-I), baseada no DSM-IV. Os 
participantes foram submetidos a um questionário estruturado para avaliar as 
características sócio-demográficas, clínicas, história familial e tabagística. Foram 
utilizados: Teste de Fagerström para Dependência de Nicotina (FTND), Escala de 
Avaliação para Depressão de Hamilton (HAM-D) e o Teste de Triagem do 
Envolvimento com Álcool, Tabaco e Outras Substâncias (ASSIST). Foi avaliado o 
índice de massa corpórea (IMC). A cessação do tabagismo foi avaliada por meio do 
monóxido de carbono exalado. A genotipagem para determinar o polimorfismo 
genético STin2 VNTR foi avaliada por meio de PCR alelo-específica (PCR-AS). 
Resultados: Fumantes apresentaram níveis de educação mais baixos, mais 
desemprego, relacionamentos menos estáveis, mais transtornos do humor e maior 
risco do uso de álcool e sedativos, comparados aos nunca fumantes. O alelo 
STin2.12 (OR=2,45, IC 95% 1,44-4,15, p<0,001) foi associado com uma chance 
aumentada, enquanto o genótipo STin2.10/10 (OR=0,42, IC 95% 0,25-0,71, 
p<0,001) foi associado à redução de chance para pacientes com TUT comparados 
com nunca fumantes. Nos pacientes com TUT não houve associações significativas 
entre os genótipos e alelos STin2 com a cessação do tabagismo, idade de inicio, 
anos de consumo, número de cigarros consumidos por dia e gravidade por uso de 
tabaco, no entanto, o genótipo STin2.10/10 foi associado a menor número de 
cigarros consumidos por dia ao longo dos anos. Ao analisar o STin 2 em TUT com e 
sem transtornos do humor e nunca fumantes com e sem transtornos do humor, 
verificou-se que o alelo STin2.12 aumenta a chance para comorbidade de TUT com 
transtornos do humor (OR=3,07, IC 95% 1,41-6,68), enquanto o genótipo homozigoto 
STin2.10/10 mostra a diminuição de chance (OR=0,34, IC 95% 0,16-0,74). Uma 
história familiar de TUT foi positivamente associada com TUT em indivíduos sem 
transtornos do humor. Conclusões: Nossos resultados indicam que o genótipo 
STin2.10/10 está positivamente associado à proteção ao TUT, enquanto o alelo 
STin2.12 está positivamente associado ao TUT, mas não à resposta ao tratamento 
ou à gravidade da dependência ou à idade de início do uso de tabaco. Da mesma 
maneira, o alelo STin2.12 está positivamente associado e o genótipo STin2.10/10 
está negativamente associado ao TUT comórbido com transtornos do humor, 
sugerindo que este polimorfismo pode estar associado a ambos os transtornos. 

Palavras-Chave: STin2 VNTR. Transtorno por uso de tabaco. Transtornos do 
humor. Cessação de fumar. Transportador de serotonina. 
Polimorfismo genético. 



CASTRO, MRP. Association study involving the STin2 VNTR Polymorphism of the 
serotonin transporter gene (SLC6A4) in patients with Tobacco Use Disorder and 
Mood Disorders. 2014. 119 p. Thesis (Doctorate in Health Sciences). Londrina 
Londrina State University; 2014. 

ABSTRACT 

Objective: This study evaluated the association between genetic polymorphism of the 
variable number tandem repeats (VNTR) in the second intron, the STin2 VNTR 
(Serotonin Transporter, Intron 2) of the serotonin transporter gene (SLC6A4) and 
how it might be applicable in people with tobacco use disorder (TUD), tobacco use 
cessation, smoking history and mood disorders. Method: In this case-control study, 
185 individuals with TUD (95 depressed and 90 non-depressed), recruited from the 
outpatients at the Reference Center of Approach and Treatment for Smokers 
(CRATT), at the Londrina State University (UEL), and 175 never-smokers (62 
depressed and 113 non-depressed), was recruited from the same institution. The 
study was approved by the Ethics Committee on Research Involving Human 
Subjects at UEL. The diagnoses of TUD and mood disorders were performed by 
structured clinical interview, clinical version (SCID-I) based on the DSM-IV. 
Participants underwent a structured interview to assess the socio-demographic, 
clinical, family and smoking history. The Fagerström Test for Nicotine Dependence 
(FTND), Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) and the Alcohol Smoking and 
Substance Involvement Screening Test (ASSIST) were used. The body mass index 
(BMI) was evaluated. Smoking cessation was assessed by exhaled carbon 
monoxide. Genotyping for determining STin2 VNTR polymorphism was assessed by 
allele-specific PCR (AS-PCR). Results: Smokers had lower levels of education, were 
more frequently unemployment, had less stable relationships, more mood disorders 
and a higher risk of using alcohol and sedatives compared to the never-smokers 
group. The STin2.12 allele (OR=2.45, 95% CI 1.44 -4.15, p<0.001) was associated 
with an increased chance of TUD while genotype STin2.10/10 (OR=0.42, 95% CI 
0.25-0.71, p<0.001) was associated with a reduced chance for patients with TUD 
compared to never- smokers. For patients with TUD there were no significant 
associations between the genotypes and STin2 alleles and with cessation smoking, 
age at onset, years smoked, number of cigarettes smoked per day and seriousness 
of tobacco use. However, the STin2.10/10 genotype was associated with a lower 
number of cigarettes smoked per day over the years. By analyzing the STin2 in TUD 
with and without mood disorders and never-smokers with and without mood 
disorders, it was found that the STin2.12 allele increases the chance for TUD 
comorbidity with mood disorders (OR=3.07, 95% CI 1.41- 6.68), while the 
homozygous STin2.10/10 shows a decreased of chance (OR=0.34, 95% CI 0.16-
0.74). A family history was positively associated with TUD in subjects without mood 
disorders. Conclusions: Our results indicate that genotype STin2.10/10 is positively 
associated to protection TUD, while the STin2.12 allele is positively associated with 
TUD, but not the response to treatment or the severity of dependence or the age of 
onset of tobacco use. Likewise, the STin2.12 allele is positively associated and 
genotype STin2.10/10 is negatively associated with TUD comorbid with mood 
disorders, suggesting that this polymorphism can be associated with both disorders. 

Keywords: STin2 VNTR. Tobacco use disorder. Mood disorders. Smoking cessation. 
Serotonin transporter. Genetic polymorphism. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

“Que os nossos esforços desafiem as impossibilidades. 
Lembrai-vos de que as grandes proezas da  

história foram conquistas do que parecia impossível.” 
 

(Charles Chaplin) 
 
 

O transtorno por uso de tabaco (TUT) é uma das principais causas de 
mortalidade e faz com que ocorra uma em cada dez mortes de adultos em todo o 
mundo. No Brasil, a prevalência do uso de tabaco, em ambos os sexos, é estimada 
em 16,2% da população (1). Em uma área metropolitana da Região Sul do Brasil, na 
cidade de Londrina, Paraná, a prevalência de TUT foi estimada em 32% (2). A 
mortalidade atribuída ao TUT em países em desenvolvimento é de cerca de 62% na 
faixa etária entre 30 e 69 anos (3). 

O TUT apresenta alta comorbidade com transtornos do humor o que agrava o 
curso clínico de ambos os transtornos. Além disso, aumenta o risco para os 
transtornos do humor, bem como estes ampliam o risco para TUT. Ambos os 
transtornos têm etiologias subjacentes comuns, genéticas e ambientais (4). 

A comorbidade entre transtornos depressivos e TUT em pacientes do Centro 
de Tratamento para Cessação do Tabaco é alta. Em um estudo com 167 fumantes 
que buscaram tratamento no Centro de Referência de Abordagem e Tratamento do 
Tabagismo (CRATT), localizado no Ambulatório de Especialidades do Hospital 
Universitário (AEHU), da Universidade Estadual de Londrina (UEL), e com 272, 
nunca fumantes, que procuraram, voluntariamente, o Hemocentro Regional de 
Londrina (HRL) para doação de sangue, verificou-se que 50% dos fumantes eram 
depressivos e que, estatisticamente, havia mais depressão entre fumantes do que 
entre pessoas que nunca fumaram (5). Outros estudos em Centro de Referência para 
Tratamento de Tabagismo também confirmam a comorbidade entre TUT, transtornos 
depressivos e história de tentativa de suicídio (6-11).  

A comorbidade entre transtornos do humor e TUT pode ser explicada por 
várias teorias. A primeira é a da automedicação, que supõe que os transtornos 
depressivos levam ao TUT, porque a nicotina e/ou outros ingredientes da fumaça do 
tabaco têm efeitos antidepressivos. A segunda sustenta que o TUT e os transtornos 
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depressivos têm um risco ambiental ou genético comuns. A terceira teoria descreve 
que os transtornos depressivos são sequela de uma disfunção cerebral decorrente 
do TUT (12). 

Vários estudos documentaram a relação entre os transtornos depressivos e o 
consumo de tabaco (13-25). Trabalhos semelhantes relataram que o TUT está 
associado a um risco de comportamento suicida e de transtornos depressivos (8,26-30).  

A comorbidade entre transtornos do humor (transtornos depressivos ou 
transtorno bipolar) e TUT pode estar relacionada a fatores genéticos e ambientais. 
Vários estudos têm relacionado a suscetibilidade genética entre a comorbidade do 
TUT e os transtornos depressivos com o gene transportador de serotonina (SLC6A4) 
(31,32). O gene SLC6A4 é também referido como transportador da serotonina (5-HTT 
ou SERT) e possui uma ação central na regulação da função sináptica 
serotoninérgica por recaptação da serotonina da fenda sináptica para o neurônio (33). 

O gene SLC6A4 tem sido pesquisado também em relação a suscetibilidade 
genética para os transtornos depressivos associados  ao estresse precoce de vida 
(34-36) e também foram encontrados alguns estudos de revisão sitemática e de 
associação envolvendo o gene SLC6A4  com TUT (37-53).  

A atividade transcricional do gene SLC6A4  humano é modulada por diversas 
variantes genéticas. Os polimorfismos mais estudados descritos no gene até a 
presente data incluem: uma inserção/deleção na sua região promotora, chamada 5-
HTTLPR (Serotonin Transporter Linked Polymorphic Region) (54); Variáveis Números 
de Repetições in tandem (VNTR) no segundo intron, o STin2 VNTR (Serotonin 
Transporter, Intron 2) (55,56), e um polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP) de 
troca de G/T em uma região 3’UTR não codificadora (57). 

Os dois polimorfismos do gene SLC6A4 mais estudados em modular a 
suscetibilidade a transtornos de ansiedade e do humor e, também, transtornos de 
abuso de substâncias como o TUT são o 5-HTTLPR e o STin2 VNTR (58). Embora a 
grande maioria dos estudos de TUT e transtornos depressivos estejam relacionados 
na região polimórfica do promotor 5-HTTLPR, existem outros trabalhos que indicam 
que polimorfismos STin2 VNTR têm um papel importante no transtorno depressivo 
(59,60), em TUT (42,52), e em indivíduos com história de comportamento suicida (61). 
Encontram-se, no entanto, poucos estudos sobre polimorfismos STin2 VNTR  em 
TUT com comorbidade com transtornos do humor.  
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O presente trabalho teve como objetivo investigar a associação do 
polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 em fumantes com e sem transtornos do 
humor, e nunca fumantes com e sem transtornos do humor, para saber se o mesmo 
está associado ao TUT, aos transtornos do humor, ou a ambas comorbidades. 
Também foi avaliada a associação do gene SLC6A4 com a história tabagistica em 
pacientes com TUT, como a gravidade da dependência de nicotina, número de 
cigarros consumidos por dia, idade de início do uso de tabaco, número de cigarros 
consumidos por dia ao longo dos anos, história familiar de TUT, tentativa de 
cessação do tabaco e cessação do tabagismo.  

O polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 possivelmente é um alvo para 
a compreensão da comorbidade entre TUT e transtornos do humor. Há um estudo 
de associação do polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 em TUT recrutados 
em pacientes com câncer bucal na população brasileira (52). Até o momento atual, 
este é primeiro estudo descrito sobre polimorfismos STin2 VNTR em pacientes com 
TUT recrutados de um Centro de Referência de Abordagem e Tratamento do 
Tabagismo com comorbidade com transtornos do humor na população brasileira. 

Os polimorfismos genéticos, poderão contribuir para o maior entendimento 
dos caminhos neurobiológicos comuns envolvendo a comorbidade de TUT e 
transtornos do humor podendo contribuir para novas estratégias de tratamentos 
adjuvantes em transtornos do humor e em TUT.  

Considerando que os indivíduos portadores do TUT que buscam tratamento 
em Centros de Referência de Tratamento do Tabagismo têm alta comorbidade com 
transtornos do humor e que alterações serotoninérgicas estão presentes nestes 
indivíduos, as seguintes hipóteses foram consideradas: 

A.  O polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 pode estar associado ao 
TUT, aos transtornos do humor  ou a ambas comorbidades. 

B. O polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4  pode estar associado à 
cessação do tabagismo, idade de início do uso de tabaco, gravidade da 
dependência de nicotina, número de cigarros consumidos por dia, número 
de cigarros consumidos por dia ao longo dos anos e história familiar de 
TUT. 



2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

”Não é no silêncio que os homens se fazem, mas na palavra,  
no trabalho, na ação- reflexão. 

A alegria não chega apenas no encontro do achado,  
mas faz parte do processo da busca.  

E ensinar e aprender não pode dar-se fora da procura, 
 fora da boniteza e da alegria.” 

 
(Paulo Freire) 

 
 

2.1 TRANSTORNOS POR USO DE TABACO 

O TUT é uma importante causa de mortalidade e morbidade em todo mundo 
(3). Fumar cigarros é um dos mais potentes e prevalentes hábitos aditivos, que 
influenciam o comportamento do ser humano e está associado à alta prevalência de 
doenças relacionadas ao tabaco, tais como: doenças cardiovasculares, doença 
pulmonar obstrutiva crônica e câncer, decorrente de um processo inflamatório 
crônico (62). Fumantes com graves transtornos mentais têm um risco aumentado para 
câncer, doenças pulmonares e cardiovasculares e eles morrem em média 25 anos 
mais cedo (63). A mortalidade por doenças relacionadas ao tabaco é de cerca de 53% 
em esquizofrenia, de 50% em transtornos depressivos e de 48% em transtornos 
bipolares (64). 

A prevalência de fumantes no mundo é de 1,3 bilhão. No Brasil, há 27,9 
milhões de fumantes, consumindo 110 bilhões de cigarros por ano. Estima-se que, 
em todo o mundo, por ano, ocorram cinco milhões de mortes relacionadas ao hábito 
de fumar, sendo este o responsável por 10 mil mortes por dia, ou seja, uma pessoa 
a cada seis segundos, e o redutor da expectativa de vida em 15 anos. No Brasil, 
ocorrem 200 mil óbitos por ano associados ao hábito de fumar (1).  

O TUT é um comportamento complexo influenciado tanto por fatores 
genéticos e ambientais (65,66) quanto por individuais, como o desenvolvimento 
neurológico e concomitância com eventuais doenças mentais (67). Em relação à 
interação entre a influência genética e ambiental sobre a etiologia da dependência 
de nicotina, os estudos com gêmeos revelaram que 50% do risco de dependência de 
nicotina são geneticamente transmitidos (68). 
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Os estudos que avaliaram as questões genética, ambiental, fatores individuais 
e suas inter-relações apontam para o fato de que a contribuição genética pode ter 
papel significativo no TUT, sendo possivelmente responsável por 40% a 60% da 
variabilidade do risco da idade de início do uso. A manutenção da dependênciade 
nicotina parece ter uma contribuição da hereditariedade de cerca de 70%, enquanto 
influências ambientais parecem ser menos significantes (69,70). A hereditariedade de 
TUT é estimada entre 37% e 56% para inicação do uso de tabaco e de 59% a 70% 
para desenvolver a dependência de nicotina (71,72). Fatores ambientais, tais como 
família, pais e cultura certamente contribuem na suscetibilidade para o 
comportamento de fumar (73), o qual é dividido em vários estágios: início, uso regular, 
dependência, cessação e recaídas. Nos transtornos do humor, a hereditariedade 
também é alta. Estima-se que, no transtorno bipolar, ela seja cerca de 75% a 85%. 
(74) e, nos transtornos depressivos unipolar, é de cerca de 40% (75).  

O TUT é um comportamento complexo que inclui o risco poligênico e várias 
regiões do genoma têm sido estudadas na suscetibilidade para a iniciação do TUT, 
no grau de dependência, na dificuldade de cessação e na manutenção da 
abstinência (76). 

A cessação do tabagismo é um processo dinâmico que envolve uma 
sequência de várias tentativas não bem sucedidas até conseguir uma abstinência 
prolongada. A maioria dos fumantes realiza de três a dez tentativas até obter a 
abstinência definitiva (77). Indivíduos com TUT e transtornos depressivos têm maior 
risco de não cessar o consumo do tabaco que os fumantes não depressivos (15). 
Mais de 80% dos indivíduos que apresentam TUT tentam parar em algum momento; 
60% apresentam recaídas em uma semana e menos do que 5% permanecem 
abstinentes por longos períodos (75). Três classes de medicamentos são 
consideradas de primeira linha para cessação do TUT: adesivo de nicotina, 
bupropiona e vareniclina (78). Outras abordagens de cessação do tabagismo, 
associadas ao tratamento farmacológico, incluem aconselhamento e psicoterapias. 
Estes tratamentos combinados apresentam as taxas de cessação do tabagismo 
entre 20% a 30%, em um ano de tratamento (79). Cerca de 68,8% dos fumantes 
adultos querem parar de fumar. Destes, 52,4% fizeram uma tentativa de parar, 6,2% 
tentaram recentemente, 48,3% foram aconselhados por um profissional de saúde 
para parar de fumar e 31,7% utilizaram aconselhamento e/ou medicamentos, 
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quando tentaram cessar o consumo do tabaco (80). Os indivíduos com TUT com 
transtornos depressivos tratados com antidepressivo e psicoterapias têm taxas de 
abstinência cerca de 29% em tratamentos prolongados, mas apresentam maiores 
chances de recaídas (79).  

As baixas taxas de sucesso de cessação de fumar em programas de 
tratamento podem estar relacionadas a traços de personalidade, comorbidade com 
transtornos mentais e suscetibilidade genética. Polimorfismo do gene SLC6A4 tem 
sido relacionado à dificuldade de cessar de fumar quando associada a traços de 
personalidade ansiosa e a emoções, tais como depressão e ansiedade (40). 

Um estudo avaliou o risco genético em polimorfismos SNPs e o 
desenvolvimento da progressão do comportamento de fumar desde a iniciação, a 
manutenção, a progressão para dependência de nicotina e a cessação do 
tabagismo. Verificou-se alto risco genético na progressão para dependência de 
nicotina, mas não na iniciação. Tabagistas com maior risco genético fumam mais 
que vinte cigarros diários e têm menor sucesso na cessação do tabagismo (76).  

O gene SLC6A4 pode ser associado com o TUT comórbido com transtornos 
psiquiátricos e traços de personalidade decorrentes do sistema serotoninérgico 
modular afeto, cognição e processos comportamentais. O gene SLC6A4 pode 
modular a suscetibilidade a vários transtornos mentais incluindo: traços de 
personalidade ansiosa, transtornos de ansiedade, transtornos psicossomáticos, 
transtornos do humor, suicídio, transtornos relacionados ao uso de substâncias 
(transtorno relacionado ao álcool, TUT), transtornos alimentares, transtorno por 
déficit de atenção e hiperatividade, autismo, esquizofrenia, doença de Alzheimer e 
doença de Parkinson (58).  

Foram encontrados alguns estudos de revisão sitemática e de associação 
envolvendo o gene do transportador de serotonina com o comportamento de fumar, 
relacionados aos polimorfismos na região promotora 5-HTTLPR e o STin2 VNTR. (37-

53).  
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2.2 CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS PARA O TUT 

Os transtornos relacionados à nicotina ou dependência de nicotina descrita na 
quarta edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais, DSM-IV 
(81), são agora chamados, na quinta edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de 
Transtornos Mentais, DSM-5 de transtornos relacionados ao tabaco que incluem o 
TUT, a abstinência de tabaco, outros transtornos induzidos pelo tabaco, como 
transtornos do sono e transtornos inespecíficos relacionados ao tabaco (75). 

Os critérios diagnósticos do DSM-IV e DSM-5 consideram que tanto o tabaco 
como a nicotina levam à dependência e apresentam sintomas de abstinência que 
podem desenvolver-se após o último cigarro, alcançando um pico nas primeiras 24 e 
48 horas e podendo durar, por semanas ou meses. Os sintomas incluem intensa 
avidez pela substância, irritabilidade, dificuldades para concentrar-se, sonolência e 
problemas com o sono, maior apetite e ganho de peso, redução do desempenho 
motor e maior tensão muscular.  

No DSM-5, os critérios diagnósticos para o TUT são os seguintes: um 
problemático uso de tabaco causando prejuízo ou sofrimento clinicamente 
significativo, manifestado por pelo menos dois dos 11 critérios possíveis, presentes 
em um período de 12 meses: 

1.  Uso do tabaco em quantidades crescentes ou em períodos de tempo 
mais longos. 

2.  Desejo persistente ou esforços mal sucedidos no controle de uso do 
tabaco. 

3.  Significativo gasto de tempo em atividades necessárias para obter ou 
usar tabaco.  

4.  Fissura, forte desejo ou urgência para fazer uso do tabaco. 
5.  Uso recorrente do tabaco resultando em falha no cumprimento de 

obrigações importantes em trabalho, escola ou ambiente doméstico. 
6.  Uso contínuo do tabaco, apesar de obter persistentes ou recorrentes 

problemas sociais ou interpessoais, causados ou exacerbados pelos 
efeitos do tabaco. 
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7.  Abandono ou redução de importantes atividades sociais, ocupacionais 
ou recreativas devido ao uso do tabaco. 

8.  Uso recorrente do tabaco em situações onde é fisicamente arriscado 
(ex.: fumar na cama). 

9.  Uso continuado do tabaco, apesar do conhecimento sobre possuir 
problema físico ou psicológico, persistente ou recorrente, causado ou 
exacerbado pelo tabaco. 

10.  Tolerância, definida por um dos seguintes critérios: 
A.  Necessidade de aumento significativo das quantidades de tabaco 

para atingir o efeito desejado. 
B.  Redução significativa do efeito com o uso continuado da mesma 

quantidade de tabaco. 
11.  Abstinência, manifestada por qualquer dos seguintes critérios: 

A.-  A síndrome de abstinência típica do tabaco. 
B.-  O uso do tabaco (ou de substância correlata, como nicotina) para 

aliviar ou evitar os sintomas de abstinência. 
A síndrome de abstinência de nicotina ou tabaco é caracterizada tipicamente 

pelos seguintes critérios: (75,81). 
A.- Uso diário de nicotina ou tabaco por, pelo menos, algumas semanas. 
B.- Cessação abrupta do uso de nicotina ou tabaco, ou redução na 

quantidade do uso de nicotina ou de tabaco, seguidos, dentro de 24horas (ou mais), 
por quatro (ou mais) dos seguintes sintomas: 

1- Irritabilidade, frustração ou raiva; 
2- Ansiedade; 
3- Dificuldade de concentração; 
4- Aumento do apetite; 
5- Inquietação; 
6- Humor deprimido; 
7- Insônia. 

C- Os sinais ou sintomas no Critério B causam sofrimento clinicamente 
significativo ou comprometimento no funcionamento social, ocupacional ou em 
outras áreas de funcionamento importantes. 
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D- Os sinais ou sintomas não levam a uma condição médica geral e nem são 
melhor explicados por outro transtorno mental.  

Estes sintomas têm um pico nos primeiros dias e tendem a desaparecer 
dentro de um mês. 

2.3 COMORBIDADES DO TUT E TRANSTORNOS DO HUMOR  

A Organização Mundial da Saúde (OMS), na décima revisão da Classificação 
Internacional de Doenças (CID-10), inseriu os transtornos mentais e de 
comportamentos decorrentes do uso de tabaco (F 17.2) e o uso do tabaco como 
problema relacionado ao estilo de vida (Z 72.0) (82).  

Os transtornos do humor (afetivos) são classificados nas diretrizes 
diagnósticas da Organização Mundial de Saúde como F30 (episódio maníaco), F31 
(transtorno afetivo bipolar), F32 (episódio depressivo), F33 (transtorno depressivo 
recorrente), F34 (transtorno persistente do humor), F38 (outro transtorno do humor), 
F39 (transtorno do humor não especificado) (82), considerada uma doença 
extremamente grave, levando a risco de cronicidade, incapacidade progressiva e 
morte prematura (83). No DSM-IV (81), relata-se que os dois principais transtornos do 
humor são os transtornos depressivos e os transtornos bipolares. Na versão do 
DSM-5, diferenciam-se os transtornos depressivos do transtorno bipolar e 
transtornos relacionados que incluem um grupo amplo de enfermidades, nas quais, 
destacam-se os transtornos bipolares I e II, que, nos Estados Unidos, apresentam 
uma prevalência em doze meses estimada de 0,6% e 0,8%, respectivamente, e 
transtorno depressivo maior com uma prevalência em um ano, estimada em 7% (75). 

Associados às altas prevalências, os transtornos depressivos são 
caracterizados por altas taxas de recorrências, evolução crônica e incapacidade (84), 
o que gera, além de sofrimento, altos custos econômicos e sociais para os governos, 
devido aos gastos com tratamentos para a população e às perdas de produtividade 
(85). 

A comorbidade - também conhecida como diagnóstico duplo - é o diagnóstico 
de dois ou mais transtornos em um único paciente. As comorbidades clínicas mais 
comuns que envolvem o TUT são as doenças cardiovasculares, doença pulmonar 
obstrutiva crônica e câncer. As comorbidades de transtornos mentais mais comuns 



 

 

22

associadas com TUT são uso de álcool, uso de outras substâncias psicoativas, 
depressão, transtorno bipolar, ansiedade, transtorno de personalidade, transtorno de 
déficit de atenção e hiperatividade. Indivíduos portadores de TUT apresentam 
comorbidade com transtorno mental que variam de 22% a 32%. Fumantes 
dependentes de nicotina apresentam de 2,7 a 8,1 maior probabilidade de terem 
estes transtornos do que fumantes não dependentes de nicotina, nunca fumantes ou 
ex-fumantes (75). 

Em pacientes com transtornos psiquiátricos ou com abuso de substâncias, em 
comparação com a população em geral, a probabilidade de se diagnosticar o TUT é 
de duas a quatro vezes maiores. No transtorno depressivo maior, a prevalência de 
TUT pode chegar de 40% a 60% e no transtorno bipolar de 50% a 65% (86). A 
comorbidade entre TUT e transtornos depressivos é alta. Cerca de 30% dos 
pacientes com depressão são fumantes diários, cerca de 60% de fumantes atuais ou 
que fumaram no passado apresentam história de depressão, comparados com 39% 
dos fumantes sem depressão. Fumantes dependentes da nicotina são duas vezes 
mais propensos que os não fumantes para terem um histórico de depressão (14). A 
prevalência de comorbidade é maior entre depressão e TUT: cerca de 64% em 
Centro de Referência de Tratamento para cessação do tabaco (5,7,18).  

Em um estudo em Centro de Referência de Abordagem e Tratamento para 
cessação do tabagismo, observou-se que fumantes deprimidos do sexo masculino 
utilizaram mais cigarros por dia, apresentaram maior consumo de álcool, níveis mais 
baixos de colesterol de alta densidade (HDL), níveis mais elevados de fator de 
necrose tumoral (TNF-α) comparados aos fumantes não deprimidos. Mulheres 
fumantes deprimidas apresentaram maior preocupação com ganho de peso do que 
mulheres fumantes não deprimidas. A cessação do tabagismo em 52 semanas não 
encontrou diferenças entre os sexos ou em terem quadros depressivos, pois, neste 
Centro de Tratamento de cessação do tabagismo, eram utilizados antidepressivo 
bupropiona e psicoterapia(7). A patofisiologia de ambas as doenças TUT e 
transtornos do humor incluem alterações de neurotransmissores, desregulação do 
eixo hipotálamo-hipófise-suprarrenal, aumento de citocinas inflamatórias e das 
proteínas de fase aguda, ativação da micróglia, disfunção mitocondrial, aumento do 
estresse oxidativo e nítrico e o decréscimo dos níveis de antioxidante, o que gera 
danos de lipídeos, proteína e no DNA com consequente modificação da função do 
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gene (8). Fumantes deprimidos que não fazem tratamento em Centro de Referência 
de cessação do tabagismo têm piores taxas de cessação de fumar do que os 
fumantes não deprimidos (15). 

Muitos estudos têm relatado sobre a comorbidade entre transtornos do humor 
e TUT (13-25). A comorbidade entre TUT e transtorno do humor pode ser causada por 
fatores ambientais ou genéticos comuns, ou pode ser uma consequência de 
interações entre variantes genéticas e ambientais (efeitos tóxicos da fumaça de 
cigarro). Dados apoiam a visão de que a suscetibilidade genética comum pode 
explicar, em parte, a relação entre depressão e TUT (32, 87-89). Da mesma forma, a 
comorbidade entre ambos os transtornos pode ser determinada, pelo menos em 
parte, por fatores genéticos e ambientais (32). O TUT está associado a um risco 
aumentado de transtornos depressivos, incluindo conduta suicida (5,6,9,10,26-29). 

2.4 CAMINHOS NEUROBIOLÓGICOS COMUNS ENVOLVENDO A COMORBIDADE DE 

TUT E TRANSTORNOS DO HUMOR 

A exposição crônica de nicotina resulta em neuroadaptação, que é o 
desenvolvimento de tolerância e está associada a um aumento do número de 
receptores colinérgicos nicotínicos do cérebro. Também resulta em mudanças na 
expressão gênica e síntese protéica, com geração de novas conexões sinápticas, 
análoga a outras formas de aprendizado. A ativação de receptores colinérgicos 
nicotínicos promove a liberação de uma variedade de neurotransmissores, 
modulando várias comportamentos em fumantes, como a dopamina relacionada ao 
prazer, a supressão do apetite, a noradrenalina relacionada ao alerta e à supressão 
do apetite, a acetilcolina relacionada à excitação e melhora cognitiva, o glutamato 
relacionado ao aprendizado e melhora na memória, a serotonina relacionada com a 
modulação do humor e supressão do apetite, a β-endorfina e a GABA (ácido γ-
aminobutírico) relacionados à redução de ansiedade e tensão. Quando uma pessoa 
para de fumar, a ausência de nicotina resulta na alteração de neurotransmissores e 
comportamentos relacionados (90). 

A comorbidade entre TUT e transtornos depressivos estaria relacionada a 
ações dos neurotransmissores dopamina, a serotonina, o glutamato e a GABA (90). A 
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coocorrência de transtornos depressivos e TUT pode estar associado com a 
deficiência da função da serotonina em pacientes deprimidos fumantes (26).  

A estimulação crônica pela nicotina resulta em neuroadaptação, decorrente 
da ativação, pela nicotina, dos receptores nicotínicos pós-sinápticos α4β2 e provoca 
a liberação de dopamina no nucleus accumbens. Além disso, a nicotina liga-se aos 
receptores nicotínicos pré-sinápticos α7 nos neurônios glutamatérgicos o que leva à 
liberação de glutamato e de dopamina no nucleus accumbens. A nicotina, por meio 
dos receptores pós-sinápticos α4β2, também dessensibiliza os interneurônios 
GABAérgicos inibitórios na área tegumentar ventral. A redução da neurotransmissão 
GABAérgica desinibe os neurônios dopaminérgicos mesolímbicos, que também 
estimula a liberação de dopamina no nucleus accumbens  (91). 

A serotonina está envolvida no comportamento de fumar, porque a nicotina 
aumenta a serotonina no cérebro e, na abstinência, reduz os níveis de serotonina. 
Isto está relacionado à manutenção de comportamentos de recompensa (38,46). A 
atividade da monoaminoxidase (MAO) no sistema nervoso central (SNC) pode estar 
diminuída em fumantes de cigarros, e esta atividade modifica a regulação de 
neurotransmissores no sistema serotoninérgico e noradrenérgico relacionados com 
afetos (depressão e ansiedade), o comportamento, o movimento, a memória, o 
apetite, o sono e a personalidade (92). Diferenças genéticas podem ser parcialmente 
responsáveis por diferenças biológicas que reforçam o comportamento de fumar. A 
serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), é uma indolamina, 
cujo aminoácido precursor é o L-triptofano e a enzima chave envolvida no 
metabolismo da serotonina é a MAO (91).  

Alterações na neurotransmissão da serotonina são evidentes em pacientes com 
transtornos do humor, tanto em depressão unipolar como em depressão bipolar (58,93). 
O gene do 5-HTT pode modular a suscetibilidade para os transtornos do humor 
(depressão unipolar como depressão bipolar), bem como transtornos relacionados ao 
uso de substâncias psicoativas, incluindo TUT (58). Vários caminhos comuns genéticos e 
ambientais estão envolvidos em TUT e transtornos do humor. Variantes do gene que 
codifica o 5-HTT estão associados com a suscetibilidade de desenvolver transtorno 
afetivo quando expostos a vários fatores de estresse da vida (91).  

A comorbidade entre transtornos por uso de substâncias com transtornos 
depressivos tem sido relacionada a fatores de suscetibilidade genética e ambientais, 
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tais como influência familiar e social, história de fatores genéticos familiares, 
diferenças individuais de resposta para o início do uso de substâncias, traços 
específicos de personalidade, trauma de vida precoce e funções executivas frontais. 
As alterações comuns entre transtornos depressivos e transtorno por uso de 
substâncias estão relacionadas com o fator de liberação corticotrófico (CRF), 
alterações do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), alterações de catecolaminas, 
serotonina, GABA, glutamato e atividade de MAO. Inibindo a MAO, o cigarro exerce 
um efeito antidepressivo, e isto pode contribuir para as altas taxas de TUT em 
depressivos (94).  

Os fatores genéticos comuns entre transtornos do humor e TUT estão 
relacionados com três candidatos de genes: 1) catecol-o metiltransferase (COMT), 2) 
transportador da dopamina (SLC6A3) e o transportador da serotonina (SLC6A4) 
(4,95). O gene SLC6A4 está relacionado ao TUT, transtornos depressivos e transtorno 
de ansiedade (67).  

2. 5 GENE PARA O TRANSPORTADOR DE SEROTONINA 

O gene codificador do 5-HTT foi identificado como SLC6A4 de 31 kb contendo 
14 exons, estando localizado no cromossomo 17, mais especificamente na região 
17q11.1- q12 (55,56). 

Um polimorfismo é uma variação genética em um segmento de DNA que 
ocorre em uma população com uma frequência maior que 1%, resultando na 
existência de pelo menos dois alelos. Os alelos podem alterar a expressão ou a 
atividade de um dado gene. Polimorfismos na região codificadora e reguladora do 
gene SLC6A4 podem alterar a neurotransmissão. 

Foi identificado, há quase vinte anos, um polimorfismo na região promotora do 
gene SLC6A4, denominado de 5-HTTLPR (serotonin-transporter-gene-linked 
polymorphic region): uma deleção de 44 pares de bases que gera dois alelos – um 
alelo curto (S, do inglês short), com menor expressão do transportador e, 
consequentemente menor receptação da serotonina na fenda sináptica que o alelo 
longo (L, do inglês long) (54). 

Embora a maioria dos estudos tenha considerado esse polimorfismo bialélico 
(96-98), foram identificados alelos incomuns, maiores que a variante longa, e 
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denominados de extra longo (XL, do inglês extra-long) e um de comprimento 
intermediário entre os alelos L e XL, denominado de muito longo (VL, do inglês very 
long) (99,100).  

A maioria dos estudos demonstra associação entre o polimorfismo 5-HTTLPR 
e a dependência do álcool, mas a associação com alelos específicos ainda é 
inconsistente, dependendo do tipo de álcool consumido, do tipo de comportamento 
do consumidor do álcool e também da idade de início do consumo (101). Sabe-se 
ainda que esse polimorfismo foi associado à suscetibilidade aumentada ao uso de 
drogas psicotrópicas ilegais por adolescentes (102), e ao hábito tabagista. 

Outro polimorfismo bastante estudado no gene SLC6A4 é denominado de 
5-HTTVNTR2 ou STin2 VNTR. Localizado no segundo íntron, consiste na presença 
de variáveis números de repetições em tandem (9, 10 ou 12 repetições) de 17 pares 
de bases. Da mesma maneira que o 5-HTTLPR, o STin2 VNTR possui uma 
atividade transcricional dependente de alelo (103). 

Existem evidências crescentes de que a informação genética será uma 
ferramenta útil na escolha do tratamento de pacientes com transtornos por uso de 
substâncias, assim que testes se tornarem mais comuns na prática da medicina (104). 
A figura 1 mostra a representação dos principais polimorfismos descritos na literatura 
para o gene SLC6A4. 
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Figura 1: Visão esquemática dos polimorfismos do gene SLC6A4. O painel superior mostra uma 
representação simplificada do ideograma do cromossomo 17 humano. O segundo painel é uma 
representação do gene do transportador de serotonina (SLC6A4), incluindo a região promotora, 
éxons e íntrons. Logo abaixo estão representados os polimorfismos genéticos, dois da região 
promotora: 5-HTTLPR, gerando os alelos L (long) e S (short), e o rs25531, e um polimorfismo na 
região do íntron 2 (STin2 VNTR). O painel inferior do lado esquerdo representa a influência do 
polimorfismo 5-HTTLPR na transcrição gênica do transportador, e o painel inferior direito representa 
as variantes alélicas mais comumente encontradas no polimorfismo STin2 VNTR. 

 
Embora muitos fatores contribuam para o TUT, incluindo as influências 

ambientais, culturais e familiares, O'Loughlin et al. (105) observaram que a serotonina 
aumentava devido à nicotina e sugeriram que as variações no sistema 
serotoninérgico podem influenciar algumas características do TUT, tais como 
sintomas de abstinência de nicotina relacionada à disforia, à depressão e à 
ansiedade. Além disso, há evidências que suportam o efeito benéfico dos inibidores 
de recaptação de serotonina para cessação do tabagismo, sugerindo que o gene do 
5-HTT são possíveis alvos para a compreensão e elucidação do comportamento 
tabagista.  

Os polimorfismos presentes no gene do 5-HTT têm sido cada vez mais 
associados ao TUT e, na última década, tem sido verificada a associação com o 
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polimorfismo 5-HTTLPR (70). No entanto, alguns estudos não relataram associação 
entre o comportamento de fumar com o polimorfismo 5-HTTLPR (46,49). Trummer et 
al. (49) sugerem que outros polimorfismos presentes no gene 5-HTT podem estar 
associados com o TUT e consideram o STin2 VNTR (5-HTTVNTR2) um candidato 
promissor. 

Tem sido sugerido que pacientes com depressão maior tendem a apresentar 
menor disponibilidade do transportador de serotonina (60). Sarosi et al. (59) 
investigaram a associação do polimorfismo STin2 VNTR e disfunção cognitiva na 
depressão maior, e encontraram uma frequência significantemente maior do 
genótipo em homozigose STin2 10/10 no grupo de depressivos em relação ao 
controle. Por outro lado, foi observado aumento significante do alelo STin2.12 do 
VNTR em fumantes comparado com indivíduos que nunca fizeram uso do cigarro 
(42). 

Os resultados para os estudos de polimorfismos do gene 5-HTT e hábito 
tabagista são conflitantes na literatura. Por isso se destaca a importância de novos 
estudos. Sabe-se que existe uma diferença na frequência de alelos do STin2 VNTR 
entre grupos étnicos diferentes. É conhecido que o alelo STin2.12 do VNTR é mais 
frequente em japoneses do que nos afro-americanos e nos americanos europeus 
(106). Assim, a heterogeneidade da amostra entre os estudos, os diferentes tamanhos 
de amostra e os aspectos culturais das diferentes regiões podem apresentar uma 
grande influência sobre a discordância entre os resultados.  

Kremer et al. (42) analisaram associação entre fumantes atuais, fumantes que 
cessaram o consumo de tabaco e nunca fumantes associados a dois polimorfismos 
do gene transportador de serotonina (SERT) e encontraram um excesso significativo 
do alelo longo do polimorfismo 5-HTTLPR com o alelo 12 do STin2 VNTR em 
fumantes atuais e fumantes que cessaram o consumo do tabaco quando 
comparados a nunca fumantes. Já Sieminska et al. (49) e Nilsson et al. (70) 
selecionaram fumantes diários e esporádicos, caracterizando os fumantes que 
realmente têm um alto grau de dependência e são, provavelmente, aqueles que, 
sem dúvida, sofrem de grande suscetibilidade genética. A forma de seleção e 
caracterização não só do grupo de fumantes, mas também dos controles nunca 
fumantes foram extremamente importante na análise dos resultados.  
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Uma hipótese neuroquímica foi sugerida, na qual a nicotina aumenta a 
liberação de 5-HT no cérebro, e a remoção de nicotina poderia ter um efeito 
contrário (107,108), com consequente diminuição serotoninérgica. Lovejoy et al. (103) 
observaram in vitro, aumento de expressão do 5-HTT associada ao alelo 12 em 
relação ao alelo 10 do STin2 VNTR. Neste contexto, pode-se sugerir que os 
indivíduos com alelo 12 têm maior risco de se tornarem dependentes de nicotina. 
Tem sido também reportado que o alelo 12 do STin2 VNTR pode atuar como um 
potencializador transcricional (54,61,109,110), ou seja, o polimorfismo STin2 VNTR teria 
algum efeito sobre a quantidade de 5-HTT. Em um estudo foi estabelecido que, 
apesar de dados in vitro e resultados prévios indicando que o alelo STin2.12 tem 
função de potencializar a transcrição, quando o STin2.12 está em homozigose 
(12/12) e está relacionado com baixa quantidade de 5-HTT no cérebro (61). Uma 
função alterada do polimorfismo STin2 VNTR no gene SLC6A4 pode estar envolvida 
em TUT, uma vez que o alelo STin2.12 tem sido relatado como sendo um 
potencializador da transcrição associado com a suscetibilidade ao abuso de 
substâncias (111). 



3 OBJETIVOS 

“As pessoas não se precisam, elas se completam... 
Não por serem metades, mas por serem inteiras,  

dispostas a dividir objetivos comuns, alegrias e vida...” 
 

(Mário Quintana) 
 
 

3.1 OBJETIVO GERAL  

Realizar um estudo de associação envolvendo o polimorfismo STin2 VNTR 
do gene transportador de serotonina (SLC6A4) em TUT e transtornos do humor 
entre pacientes com TUT do CRATT e pessoas que nunca fumaram. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1.  Analisar as características sócio-demográficas, clínicas, situação 
trabalhista, transtornos do humor, risco para o uso do álcool e risco para 
o uso de sedativos em pacientes com TUT e controles nunca fumantes; 

2.  Analisar as características sócio-demográficas, clínicas, situação 
trabalhista, gravidade dos transtornos depressivos, história familiar de 
TUT e história familiar de transtornos mentais em pacientes com TUT 
com e sem transtornos do humor e controles nunca fumantes com e sem 
transtornos do humor; 

3.  Analisar a associação do  polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 
com TUT em pacientes com TUT e controles nunca fumantes; e com TUT 
e transtornos do humor em pacientes com TUT com e sem transtornos do 
humor, e controles nunca fumantes com e sem transtornos do humor; 

4.  Analisar a associação do polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 
com a história tabagística, a gravidade da dependência de nicotina, 
número de cigarros consumidos por dia, idade de início do uso de 
tabaco, número de cigarros consumidos por dia ao longo dos anos, 
tentativas de cessação do tabaco e cessação do tabaco em pacientes 
com TUT. 



4 METODOLOGIA 
 

“Suba o primeiro degrau com fé. 
Não é necessário que você veja toda a escada. 

Apenas dê o primeiro passo.” 
 

(Martin Luther King) 
 

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA 

Para atingir os objetivos 1, 2 e 4, foi realizado um estudo transversal e, para o 
objetivo 3 , o delineamento do estudo foi de associação do tipo caso-controle. 

4.2 LOCAL DO ESTUDO 

O estudo foi realizado em dois serviços distintos do Hospital Universitário de 
Londrina (HUL), da Universidade Estadual de Londrina (UEL), localizada na cidade 
de Londrina, região norte do estado do Paraná, Brasil. Um dos serviços utilizados foi 
o Centro de Referência de Abordagem e Tratamento do Tabagismo (CRATT), 
instalado no Ambulatório de Especialidades do Hospital Universitário (AEHU), e o 
outro foi na Divisão de Assistência à Saúde da Comunidade da UEL (DASC) do 
HUL. O CRATT foi implantado atendendo ao Programa Nacional de Controle do 
Tabagismo (PNCT) do Ministério da Saúde (MS), por meio do Instituto Nacional de 
Câncer (INCA), sendo credenciado para abordagem e tratamento do fumante, no 
Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Saúde (CNES), pelo MS, de acordo com 
a Portaria SAS/MS 442 de 13 de agosto de 2004, que elaborou o Plano para 
Implantação da Abordagem e Tratamento do Tabagismo na Rede do Sistema Único 
de Saúde (SUS) (112,113). 

4.3 POPULAÇÃO E AMOSTRA 

A população do estudo foi constituída por fumantes que buscaram tratamento 
no CRATT, dispostos a serem acompanhados por um ano na tentativa da cessação 
do tabaco, residentes em Londrina, e por nunca fumantes (controles) que trabalham 
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na UEL, também moradores desta cidade. A abordagem do fumante consistia em 
sessões, de uma hora e meia, em grupo de apoio, que contava com 10 a 15 
participantes. Primeiramente, foi realizada a consulta inicial de avaliação clínica do 
fumante, seguida de quatro sessões iniciais semanais, duas quinzenais com os 
mesmos participantes e uma sessão mensal para prevenção de recaída, até 
completar um ano. Tais sessões foram coordenadas por dois profissionais de saúde 
capacitados pelo INCA. O CRATT realizava sessões grupais com base na terapia 
cognitivo-comportamental e individual na qual se utilizavam terapias combinadas de 
fármacos (antidepressivos e terapias de reposição de nicotina) (113). 

Os critérios de inclusão para ambos os grupos foram: idade entre 18 e 65 
anos, ambos os sexos, qualquer etnia e consentimento de participação voluntária no 
estudo. Os critérios de exclusão para ambos os grupos foram: presença de delirium, 
demência, amnésia e outros transtornos cognitivos.  

A amostra foi de conveniência de tempo e lugar e atendeu aos critérios de 
inclusão e exclusão, sendo composta por 185 fumantes (95 depressivos e 90 não 
depressivos) do CRATT, e por 175 indivíduos nunca fumantes (62 depressivos e 113 
não depressivos) que trabalham na UEL. Os indivíduos nunca fumantes foram 
controlados por idade, sexo e etnia em relação aos fumantes em tratamento no 
AEHU/UEL. O tamanho da amostra foi calculado considerando um poder de 0,8, um 
efeito de 0,15 e α=0,05 resultando em um tamanho amostral de aproximadamente 
350. 

4.4 PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS 

Os dados foram coletados entre março/2011 e julho/2012, após a aprovação 
do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL, 
com parecer CEP-UEL 037/2011, conforme a Resolução Nº 466/2012 do Conselho 
Nacional de Saúde do Ministério da Saúde (Anexo A).  

Foram selecionados como coletadores para o grupo de tabagistas a 
pesquisadora principal do estudo e dois médicos psiquiatras e também 
pesquisadores. A pesquisadora e os dois médicos foram capacitados em 
Abordagem Intensiva para Tratamento do Fumante, preconizada pelo INCA, para 
atuação em centros especializados na abordagem e tratamento do fumante. Os 
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demais instrumentos utilizados no estudo, não incluídos na capacitação do INCA, já 
eram utilizados pelos coletadores em outras pesquisas do serviço. Assim, todos 
estavam familiarizados com os mesmos e habilitados para utilizá-los na coleta de 
dados. Foram selecionados como coletadores para o grupo dos nunca fumantes 
(controle) os dois médicos psiquiatras e a pesquisadora principal.  

4.4.1 Coleta de Dados 

Os fumantes foram abordados individualmente pelos coletadores, em local 
privado, durante a avaliação clínica inicial para participação nos grupos terapêuticos. 
Os nunca fumantes foram convidados a participar da pesquisa com procedimentos 
de coleta de dados iguais aos dos fumantes. 

Todos os entrevistados, de ambos os grupos, receberam previamente todas 
as informações pertinentes à pesquisa, o compromisso da manutenção do sigilo dos 
dados, a possibilidade de retirar o consentimento na participação a qualquer 
momento, sem sofrer nenhuma censura. Nessa ocasião, também tiveram sanadas 
todas suas dúvidas e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(TCLE), em duas vias (Apêndice A). 

Semanalmente, os pesquisadores fizeram a análise crítica dos dados 
coletados e procederam à busca dos dados incompletos. Em seguida, os 
instrumentos completos foram encaminhados para digitação do banco de dados. 

4.4.2 Instrumentos Para a Coleta de Dados 

Para a coleta de dados, foram utilizados cinco instrumentos (Apêndice B). 

4.4.2.1 Caracterização Sócio-demográfica, Situação de Trabalho, Clínica e 
Hábito Tabagístico dos Participantes  

Este instrumento foi composto por questões elaboradas pelos pesquisadores 
do CRATT, a partir do referencial teórico sobre o tema, e por outras extraídas da 
proposta de instrumento utilizado pelo INCA, usado nos Ambulatórios de Abordagem 
e Tratamento do Tabagismo.  
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As características sociodemográficas usadas foram: idade, sexo, etnia, 
situação conjugal e escolaridade.  

Para a situação de trabalho, foram incluídos: situação trabalhista (empregado, 
estudante, desempregado, auxílio-doença). 

As características clínicas contempladas foram: gravidade de depressão, 
índice de massa corpórea (IMC), história familiar de transtornos mentais. 

Para o hábito tabagístico, buscou-se conhecer: idade de início do uso de 
tabaco, número de cigarros consumidos por dia ao longo dos anos (anos/maço), 
número de cigarros consumidos por dia, gravidade de dependência de nicotina, 
tentativas de cessação do tabaco, cessação do tabaco e história familiar de TUT. 

4.4.2.2 Teste de Triagem do Envolvimento com Álcool, Tabaco e Outras 
Substâncias (ASSIST versão 3.0)  

O ASSIST (Alcohol Smoking and Substance Involvement Screening Test) é 
um questionário para rastreamento, desenvolvido pela Organização Mundial da 
Saúde para pessoas que fazem uso de substâncias psicoativas, que abrangem: 
tabaco, álcool, canabinóides, cocaína, estimulantes do tipo anfetamina, sedativos, 
alucinógenos, inalantes, opióides e outras drogas (114). A adaptação transcultural 
para a língua portuguesa foi realizada por Henrique et al. (115). Os escores para o 
álcool foram: 0-10 para baixo risco; 11- 26 para risco moderado; e ≥ 27 para alto 
risco. A pontuação para todas as outras substâncias foi: 0-3 para baixo risco; 4-26 
para risco moderado; e ≥ 27 para alto risco.  

4.4.2.3 Avaliação do Diagnóstico dos Transtornos do Humor 

Os critérios diagnósticos para transtornos do humor, bem como de 
dependência de nicotina foram avaliados por médicos psiquiatras treinados, com 
experiência clínica e familiarizados com o instrumento, de acordo com a Entrevista 
Clínica Estruturada para o DSM-IV, versão clínica (SCID-I), baseada nos critérios 
diagnósticos, do eixo I, da Associação Americana de Psiquiatria (APA), do Manual 
Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais, quarta edição, DSM-IV, traduzida 
e adaptada para o português por Del-Ben et al. (116). 
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4.4.2.4 Avaliação da Gravidade da Depressão 

A avaliação da gravidade da depressão foi realizada pela Escala de Avaliação 
para Depressão de Hamilton (HAM-D), desenvolvida por Hamilton (117), traduzida e 
adaptada para a população brasileira por Moreno e Moreno (118). A escala HAM-D 
possui de 17 a 21 itens, dependendo da versão, ou ainda 24 itens (os três tópicos 
adicionais são desamparo, desesperança e desvalia) e os escores da HAM-D variam 
de acordo com a versão. Os itens são avaliados segundo a intensidade e a 
frequência dentro de um período determinado de dias. Hamilton (117) nunca citou um 
escore para diferenciar normalidade de morbidade, mas os pesquisadores definiram 
suas amostras de pacientes deprimidos, baseados apenas em um escore na escala, 
apesar de a instrução de não ser utilizada como instrumento diagnóstico. O autor 
não propôs um ponto-padrão de corte, mas, na prática, se aceita que escores acima 
de 25 pontos identificam pacientes gravemente deprimidos; entre 18 e 24 pontos, 
pacientes moderadamente deprimidos; e entre 7 e 17, pacientes levemente 
deprimidos. Foi utilizada a versão com 21 itens, (faixa de variação de 0 a 62), sendo 
atribuídos escores a cada item individualmente, podendo este variar de zero até dois 
ou quatro, dependendo do item em questão.  

4.4.2.5 Teste de Fagerström para Dependência de Nicotina (FTND)  

É o teste mais amplamente usado na detecção de dependência de nicotina 
entre fumantes. As mais conhecidas destas medidas são: o Fagerström Tolerance 
Questionnaire (FTQ), publicado há 30 anos (119,120); sua revisão, o Teste de 
Fagerström para dependência de nicotina (FTND), desenvolvido por Heatherton et 
al. (121); e sua confiabilidade, testada por Pomerleau et al. (122). Foi traduzido e 
adaptado para o português por Carmo e Pueyo (123). O FTND possui uma escala de 
seis itens e a pontuação de 0 a 10. Os escores para dependência de nicotina 
permitem a classificação da dependência em cinco níveis: muito baixo (0 a 2 
pontos); baixo (3 a 4 pontos); moderado (5 pontos); alto (6 a 7 pontos); muito alto (8 
a 10 pontos) (124). Uma soma acima de seis pontos indica que, provavelmente, o 
paciente terá desconforto significativo (síndrome de abstinência) ao deixar de fumar 
(125). O ponto de corte de FTND para a dependência de nicotina foi ≥ 5 (126).  



 

 

36

4.4.2.6 Índice de Massa Corpórea (IMC) 

O IMC foi calculado dividindo-se peso por altura e expresso em Kg/m2. 

4.4.2.7 Número de Cigarros Consumidos por dia ao Longo dos Anos 
(Anos/Maço) 

Anos/Maço foi computado por anos fumados multiplicados por número de 
cigarros/dia dividido por 20. 

4.4.2.8 História Familiar  

A história familiar do TUT e transtornos mentais constou de relato da 
presença e tratamento dos transtornos em familiares em primeiro grau dos sujeitos. 

4.4.2.9 Análise do Monóxido de Carbono Exalado 

A cessação do tabagismo foi mensurada por meio do Monóxido de Carbono 
no ar Exalado (COex). O COex é o padrão ouro para verificar se o paciente cessou 
ou não o consumo de tabaco e foi utilizado em todos os participantes durante todo 
estudo. A medida do COex tem sido a mais utilizada na prática clínica e em 
pesquisas para cessação do tabagismo por ser um método não invasivo, de baixo 
custo e com resultado imediato (127). O COex foi medido em um analisador Micro CO 
Meter da Micro Medical Limited, Rochester, Kent, UK. Este aparelho mede a 
concentração de Coex, que é expressa em partes por milhão (ppm), através de um 
sensor eletroquímico. O COex é um método que deve ser usado e o ponto de corte 
deve ser 6 ppm para que tenha boa sensibilidade (125). 
 

4.4.2.10 Coleta da Amostra e Análise Molecular 

Os fumantes realizaram a coleta no Laboratório de Análises Clínicas do Hospital 
Universitário de Londrina (HUL), e os controles nunca fumantes realizaram a coleta na 
DASC.  
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As amostras consistiram de 5 mL de sangue periférico coletados a vácuo, 
com agulhas e tubos estéreis e descartáveis, contendo o anticoagulante EDTA. As 
amostras de sangue para análise do gene 5-HTT foram enviadas para o Laboratório 
de Estudos e Análises de Polimorfismos de DNA (LEAP DNA) da UEL, Paraná, 
Brasil, para extração do DNA e genotipagem, conforme metodologia descrita. 

4.4.2.11 Obtenção do DNA Genômico 

O DNA genômico foi obtido a partir de 200 µL de sangue periférico dos 
participantes do estudo. A técnica do presente trabalho consistiu basicamente no 
rompimento enzimático de membranas celulares, eliminação de proteínas e ácidos 
graxos por ação de solventes orgânicos e precipitação do DNA com etanol por meio 
da utilização do Kit Biopur de extração de DNA (Biometrix Diagnostic, Curitiba-PR, 
Brasil). Ao DNA obtido foi adicionado 50 ul de tampão específico do Kit Biopur, e 
posteriormente o DNA foi quantificado em espectrofotômetro a 260/280 nm, e 
armazenado em  freezer a -20ºC até à sua utilização em análises de genotipagem. 

A integridade do DNA foi analisada por eletroforese a 100 v, em gel de 
agarose 1%.  

4.4.2.12 Reação em Cadeia da Polimerase  

A análise do polimorfismo (STin2 VNTR) do gene SLC6A4 foi realizada pela 
técnica de reação em cadeia da polimerase alelo específica (PCR- AS) com DNA 
genômico (100ng), utilizando-se primers descritos por Klauck et al. (128), como a seguir: 
Primer Foward - 5′TGGATTTCCTTCTCTCAGTGAATTGG3′ e Primer Reverse - 
5′TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG3. As condições da reação de amplificação 
foram 1,25mM de DNTP, 2,5µM de cada iniciador, 50mM de MgCl2, 10% de Buffer, 
tampão com 1,25 unidades de Taq polimerase (InvitrogenTM, Carlsbad, California, 
USA) e 100 ng de DNA. 

Realizaram-se as ciclagens no Master Cycler (Eppendorf, Hamburg, 
Germany) como segue: desnaturação inicial por 5 minutos a 94°C, seguida de 40 
ciclos de um minuto de 94°C para desnaturar a dupla fita de DNA, um minuto de 
60°C para anelamento dos primers e um minuto de 72°C para extensão das cópias, 
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com uma extensão final de 20 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram 
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de 
prata (AgNO 3). Foram amplificados três distintos fragmentos: 389 pb (alelo de 12 
repetições); 355 pb (alelo de 10 repetições); 338 pb (alelo de 9 repetições), 
conforme demonstrado na figura 2. 

 

 
Figura 2: Perfil eletroforético do polimorfismo genético STin2 VNTR. Os 
produtos de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 10%, corado com 
nitrato de prata (AgNO3). As setas indicam os tamanhos específicos dos alelos 
9, 10 e 12. L: Ladder – Tamanho de fragmento de 100 pb. 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

No primeiro artigo, intitulado SLC6A4 STin2 VNTR genetic polymorphism is 
associated with tobacco use disorder, but not with successful smoking cessation or 
smoking characteristics: a case control study, as frequências gênicas e alélicas 
observadas em pacientes com TUT e nunca fumantes foram comparadas, utilizando 
o teste de qui-quadrado e a razão de chances (OR) com intervalo de confiança de 
95%. Foi utilizada a regressão logística bivariada para avaliar a associação entre 
TUT (com os controles como grupo de referência) como variável dependente e os 
alelos e genótipos STin2 como variáveis explicativas, controlando para os efeitos de 
outras variáveis explicativas, incluindo transtornos do humor, IMC, etnia, idade, 
sexo, anos de educação etc. Foram utilizados os coeficientes de regressão logística 
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das variáveis independentes como estimadores do OR e respectivos intervalos de 
confiança de 95%. As relações entre os alelos e genótipos STin2 e as variáveis 
contínuas (por exemplo, idade, anos de estudo) foram avaliadas, utilizando a análise 
de variância (ANOVA). Associações entre grupos de diagnóstico (casos versus 
controles) ou frequências gênicas e dados sócio-demográficos e clínicos foram 
examinados, usando o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Os dados 
foram expressos em média ± desvio padrão. Os testes estatísticos foram bilaterais e 
adotou-se o nível de significância de 5%. As análises foram realizadas utilizando o 
programa SPSS (versão 20). 

No segundo artigo, intitulado STin2 VNTR polymorphism is associated with 
comorbid tobacco use and mood disorders, o teste de qui-quadrado ou o teste exato 
de Fisher foi utilizado para verificar diferenças variáveis categóricas sócio-
demográficas e clínicas entre os quatro grupos de estudo. A análise de variância 
(ANOVA) foi utilizada para avaliar as diferenças de variáveis sócio-demográficas e 
clínicas contínuas entre as quatro categorias. As análises a posteriori foram 
realizadas utilizando o teste de Tukey. As diferenças na distribuição de genótipos ou 
alelos entre os grupos de estudo foram examinados com o teste de qui-quadrado e 
análise de regressão logística. A análise de regressão multinomial foi empregada 
para examinar as associações entre os diferentes grupos de estudo e as 
distribuições genotípicas ou alélicas e dados clínicos e sócio-demográficos. O grupo 
de controle, que nunca fumou (sem TUT e sem alterações do humor), foi o grupo de 
referência e comparado com cada um dos outros três grupos de diagnóstico. A 
análise fatorial exploratória foi utilizada para interpretar as associações entre os 
grupos diagnósticos (transtornos do humor e TUT), polimorfismo genético e dados 
sócio-demográficos e clínicos relevantes. A rotação Varimax dos componentes 
principais foi utilizada para interpretar os dados. O número de fatores foi baseado 
nos auto-valores > 1. Todos os testes foram bilaterais e nível de significância de 5%. 
As análises foram realizadas nos programas SPSS (versão 20) e Statistica. 

 



5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
“O que vale na vida não é o ponto de partida e sim a caminhada. 

Caminhando e semeando, no fim terás o que colher. 
A verdadeira coragem é ir atrás de seus sonhos 

Mesmo quando todos dizem que ele é impossível.” 
 

(Cora Coralina) 
 
 

Os resultados e discussão estão apresentados na forma de dois artigos 
científicos, sendo um publicado e outro submetido, respectivamente, a periódicos 
indexados no Medline.  

O artigo 1 foi publicado na BMC Genetics 2014, 15:78, doi: 10.1186/1471-
2156-15-78, com fator de impacto 2.81 e intitulado: “SLC6A4 STin2 VNTR genetic 
polymorphism is associated with tobacco use disorder, but not with successful 
smoking cessation or smoking characteristics: a case control study”.  

O artigo 2 foi submetido ao Journal of Affective Disorders, que apresenta fator 
de impacto 3.295 e intitulado: “STin2 VNTR polymorphism is associated with 
comorbid tobacco use and mood disorders”. 
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Abstract

Background: The aim of this study was to determine if variable number of tandem repeats (VNTR) in the second
intron (STin2) of the serotonin transporter (SLC6A4) gene was associated with tobacco use disorder, successful
smoking cessation, or smoking characteristics. In this case–control study, patients with current tobacco use disorder,
diagnosed according to DSM IV criteria (n = 185), and never-smokers, diagnosed according to CDC criteria (n = 175),
were recruited and received 52 weeks of combined pharmacotherapy and cognitive therapy. Successful smoking
cessation was defined as exhaled carbon monoxide < 6 ppm. SLC6A4 gene STin2 VNTR polymorphism was assessed
using a Multiplex-PCR-based method. At baseline, participants were evaluated using the Fagerström Test for Nicotine
Dependence (FTND) and the ASSIST scale.

Results: The STin2.12 allele (OR = 2.45; 95% CI = 1.44-4.15, p < 0.001) was associated with an increased risk for tobacco
use disorder, while the STin2.10/10 genotype (OR = 0.42; 95% CI 0.25-0.71, p < 0.001) decreased risk. There
were no significant associations between tobacco use disorder and the STin2.10 or STin2.9 alleles or the other
genotypes (STin2.12/12, 12/10, 12/9, 10/9 or 9/9). There were no significant associations between the STin2
genotypes and alleles and successful smoking cessation, smoking characteristics and increased alcohol or
sedative use risk.

Conclusions: Our results suggest that the STin2.10/10 genotype and STin2.12 allele are associated with tobacco
use disorder or nicotine dependence, but not with treatment response or severity of dependence. It is
hypothesized that the ST2in.12 allele by modulating the metabolism of serotonin may participate in the
pathophysiology of tobacco use disorder or nicotine dependence.
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Background
Tobacco use disorder is a leading cause of mortality and
disease burden [1,2]. Tobacco use disorder is a complex
behavior that includes a number of stages of addiction,
such as vulnerability to onset of use, continued use, pro-
pensity to become dependent and tobacco withdrawal
[3-5]. 19% of ever smokers convert to daily smoking by
the age of 15 years and 10% progress to smoking 20 cig-
arettes or more per day by the age of 18 [3]. Quitting
smoking is beneficial to health at any age. Cigarette
smokers who quit before age 35 years have mortality
rates similar to those who never smoked. It is estimated
that about 68.8% of adult smokers want to stop smoking,
52.4% attempted to quit in the past year, 6.2% had quit
recently, 48.3% had been advised by a health professional
to quit, and 31.7% had used counseling and/or medica-
tions when they tried to quit [4]. More than 80% of indi-
viduals who have tobacco use disorder attempt to quit
smoking. 60% of the quitters, however, relapse within
one week and less than 5% remain in sustained remis-
sion during a period of 12 months or longer.
Genetic factors and heritability contribute strongly to

the onset of tobacco use and the development of tobacco
use disorder [5]. Serotonin and the serotonin transporter
(5-HTT) are implicated in the pathophysiology of to-
bacco use disorder [6]. The SLC6A4 gene is located on
chromosome 17 and three polymorphisms have been de-
scribed: an insertion deletion in the promoter region,
called 5-HTTLPR (serotonin transporter linked poly-
morphic region), a SNP G-T polymorphism in a non-
coding 3 ′UTR, and the STin2 polymorphism, which is
a 17 bp variable number of tandem repeat (VNTR) lo-
cated in the second intron in SLC6A4 [7]. The SLC6A4
gene is the most frequently studied polymorphism in de-
pression and tobacco use disorder [8,9]. The same gene
may in part determine vulnerability for depression when
exposed to multiple life stressors [10]. A study in 185
current smokers showed a positive association between
neuroticism, an anxiety–related personality trait, and
smoking behaviors and the S expression of the 5-HTTLPR
region, but not the L genotype [11].
While there are now many reports on the association

between 5-HTTLPR polymorphism of the SLC6A4 gene
and smoking behavior [11-25], there are only few studies
on the SLC6A4 gene STin2 polymorphism in tobacco
use disorder [7,26]. The STin2 allelic variants were iden-
tified as 10-repeat and 12-repeat alleles that have been
identified in all ethnicities, and the less common 9-
repeat allele was only found in individuals of European
or African descent [27]. An altered function of the STin
2 VNTR in the SLC6A4 gene may be involved in tobacco
use disorder since the STin2.12 allele has been reported
to be a transcriptional enhancer associated with suscep-
tibility to substance abuse [28]. It is now well established
that nicotine increases serotonergic neurotransmission
in the brain and symptoms of nicotine withdrawal may be
mediated by a lowered serotonergic neurotransmission
[7,29]. The STin2 polymorphism has also been associated
with cognitive dysfunction in major depression [30].
Interestingly, the serotonin system and the SLC6A4

gene have been implicated in the pathophysiology of
psychiatric disorders which show a strong comorbidity
with tobacco use disorder, including mood disorders and
alcohol abuse [6,31]. Tobacco use and mood disorders
are commonly comorbid conditions in patients of
cigarette smoking cessation treatments [15,32-36]. In de-
pressed smokers, depletion of serotonin in the brain is
associated with a high risk for suicide and attempted sui-
cide [35,37]. The short allele of 5-HTTLPR and the 12
repeat allele of STin2 are associated with a history of
suicide attempts [38]. The serotonergic system has been
associated with several personality traits that are related
to an increased incidence of smoking, increased nicotine
dependence, and difficulty in quitting smoking [39].
The aim of this paper was to delineate whether STin2

polymorphism of the SLC6A4 gene is associated with a)
tobacco use disorder, b) successful smoking cessation, c)
smoking characteristics, including age at onset of tobacco
use, duration of illness, lifetime cigarette consumption,
years of smoking, severity of nicotine dependence, and d)
comorbid substance use disorders, including alcohol and
sedative abuse.

Methods
Cases and controls
In this case–control study, patients with current tobacco
use disorder (n = 185) were recruited from outpatients at
the Center of Approach and Treatment for Smokers, a
smoking cessation program at Londrina State University
(UEL), Paraná, Brazil. The controls were never-smokers
(n = 175), recruited from staff at UEL. Patients with to-
bacco use disorder and never-smokers were men and
women aged 18–65 and all ethnicities were accepted for
this study. The diagnosis of tobacco use disorder was
made by a senior psychiatrist using the semi-structured
(SCID) interview translated into Portuguese [40]. In this
study we only included current smokers who had
smoked at least 100 cigarettes during their lifetime and,
at the time of the interview, reported smoking every day
or some days [41]. The controls, i.e. never-smokers, were
subjects without tobacco use disorder who reported that
they had never smoked a cigarette over their lifetime.
Our never-smokers criteria are thus more stringent than
the CDC criteria (41) for never-smokers, i.e. individuals
who smoked less than 100 cigarettes in their lifetime. Cases
with lifetime axis 1 diagnoses other than tobacco use
disorder and affective disorders were excluded, including
schizophrenia and psycho-organic syndromes. Patients
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with neuro-inflammatory and immune-inflammatory
disorders were also excluded, including Parkinson’s
disorder, stroke, multiple sclerosis, lupus erythemato-
sus, rheumatoid arthritis, COPD, etc. The same exclu-
sion criteria were applied to the never-smokers. The
sample size was based on an a priori power calculation,
which considered that with a power of 0.8, an effect
size of 0.15 and α = 0.05 the total sample size should be
around 350. A self-reported questionnaire was used to
obtain information on socio-demographic characteris-
tics, such as age, gender, marital status, ethnicity, years
of education, and employment status. The study was
conducted from March 2011 to July 2012. All subjects
gave written informed consent to participate in the
study after approval by the Ethics Research Committee
at UEL, number 037/2011.

Smoking characteristics
Smoking behavior was assessed through an interviewer-
administered structured questionnaire. The Fagerström
test for Nicotine Dependence (FTND) [42], translated
and validated for use in Portuguese [43], was adminis-
tered to all patients with tobacco use disorder. The
FTND produces a score ranging from 0 to 10. Nicotine
dependence was defined as a score ≥ 6 [44]. The number
of pack-years was calculated as the number of cigarettes
smoked per day multiplied by number of years smoked
and divided by 20 (1 pack has 20 cigarettes).
Smoking status was also evaluated using exhaled car-

bon monoxide (COEXH). COEXH was measured using a
Micro CO Meter with an electrochemical sensor (Micro
CO- Micro Medical Ltd, Rochester, Kent, UK). All
participants were instructed to breathe deeply and to hold
their breath for 20 seconds and then to exhale slowly and
completely through a mouthpiece. The COEXH levels were
dichotomized using 6 ppm as threshold value [45].
This threshold value was used as an additional inclusion
criterion. Thus, never-smokers all had COEXH < 6 ppm,
whereas those with current tobacco use disorder had a
COEXH ≥ 6 ppm.

Successful smoking cessation
All cases were treated for a period of 52 weeks with cog-
nitive behavioral therapy sessions administered to groups
of 10–15 participants and lasting for about 1½ hours.
After the patient received an individualized assessment
with the physician, he/she attends four weekly group
sessions followed by two biweekly group sessions and
then monthly sessions for a period of 52 weeks. Parallel
to these group sessions, patients also receive pharma-
cological intervention, bupropion or nicotine replace-
ment therapy, in accordance with the guidelines of the
Ministry of Health, Brazil [46,47]. The combined pro-
gram of tobacco use-focused cognitive therapy and
pharmacological treatment is effective for both genders
and depressed and non-depressed smokers [15]. Suc-
cessful smoking cessation was assessed at the end of
the treatment period as exhaled breath COEXH < 6 ppm. 64
of 185 subjects with tobacco use disorder were able to quit
smoking during our 52 week treatment program.

Substance use disorders
We used the Alcohol, Smoking and Substance Involve-
ment Screening Test (ASSIST), which was developed by
the World Health Organization, to screen levels of risk
for alcohol and sedative use. We computed ASSIST
scores for all participants. A risk score for alcohol was
estimated as low risk (score 0–3), moderate risk (score
11–26) or high risk (score ≥ 27) and a risk score for sed-
atives was calculated as low risk (score 0–3), moderate
risk (score 4–26) or high risk (score ≥ 27) [48]. The diag-
noses of mood disorders, that is depressive disorder and
bipolar disorder, was made by a trained psychiatrist
using the semi-structured DSM-IV interview (SCID)
using a validated Portuguese translation [40]. There were
112 individuals diagnosed with depression and 45 with
bipolar disorder.

Genotyping
Peripheral blood samples were obtained with EDTA as
anticoagulant from all participants. Genomic DNA was
extracted from 200 μL of peripheral blood cells using
the Biopur Kit (Biometrix Diagnostic, Curitiba, Brazil)
according to the manufacturer's instructions. The DNA
pellet was re-suspended in 50 μL of Biopur Kit specific buf-
fer, quantified by spectrophotometry, and stored in a -20°C
freezer until use in genotyping analyses. Allelic Specific
polymerase chain reaction (AS-PCR) for STin2 VNTR
polymorphism detection were realized with genomic DNA
(100 ng) with specific primers described by [48]. Forward
primer — 5′TGGATTTCCTTCTCTCAGTGAATTGG3′
and Reverse primer —5′TCATGTTCCTAGTCTTACGC-
CAGTG3′. Samples were amplified using the kit buffer
plus 1.25 units Taq polymerase (Invitrogen TM, Carlsbad,
California). PCR conditions were: 5 min denaturation at
94°C, 40 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 60°C and 1 min
at 72°C, and 20 min elongation at 72°C in a Master Cycler (
Eppendorf, Hamburg, Germany). Amplicons were analyzed
by electrophoresis in 10% polyacrylamide gel and detected
by a non radioisotopic technique using a commercially
available silver staining method.

Statistical analyses
The gene frequencies observed in patients with tobacco
use disorder and never- smokers were compared using
analyses of contingency tables (χ2 tests) with calculation
of the Odds Ratios (OR) with a 95% confidence interval
(CI). We used bivariate logistic regression analyses to

Ilza
Texto digitado
43



Pizzo de Castro et al. BMC Genetics 2014, 15:78 Page 4 of 9
http://www.biomedcentral.com/1471-2156/15/78
assess the association between tobacco use disorder
(with the controls as reference group) as dependent vari-
able and the STin2 alleles and genotypes as explanatory
variables, while controlling for the effects of other ex-
planatory variables, including mood disorders, BMI,
ethnicity, age, gender, years of education, etc. We used
the logistic regression coefficients of the independent
variables as estimators of the OR with 95% CIs. Relation-
ships between the STin2 alleles and genotypes and
continuous variables (e.g. age, years of education) were
examined using analyses of variance (ANOVAs). Associ-
ations between diagnostic groups (cases versus controls)
or gene frequencies and socio-demographic and clinical
data were examined using contingency tables or Fisher
exact probability test. Data have been expressed as mean ±
standard deviation (SD). All the analyses were performed
using SPSS (Version 20). A significance level of p-values ≤
0.05 was used for statistical significance.

Results
Socio-demographic and clinical characteristics
Table 1 shows the socio-demographic and clinical char-
acteristics of patients with current tobacco use (cases)
and never-smokers (controls). No p-correction was
employed to assess the results of multiple statistical uni-
variate analyses carried out on the clinical and socio-
Table 1 Socio-demographic and clinical characteristics of pati
smokers

Variables Smokers (n

Age (mean ± SD) 48.7 (±10.5)

Gender Female/male 119/66

Self-reported ethnicity

Caucasian 129

African 19

Asian 5

Others 32

Years of education 9.64 (±5.38)

Employment status

Employed or student versus unemployed or disability support 155/30

Stable relationship versus other

Marital status 113/72

BMI (kg/m2) 26.6 (±5.9)

Mood disorders Yes/no 95/90

ASSIST sedative use risk Yes/no 14/171

ASSIST alcohol use risk Yes/no 33/152

ASSIST ALL Yes/no 44/141

Results of analyses of variance (ANOVAS: age, BMI), χ2 test (ethnicity, gender, marita
all ASSIST ratings).
Results are shown as mean ± SD.
BMI: Body Mass Index.
ASSIST: Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test.
ASSIST ALL: sedative or alcohol use risk.
demographic data because we used these results to de-
lineate the relevant explanatory variables that were used
as determinants of independent association with the
diagnostic groups in multivariate analyses. Without
p-correction, we found that there were significant differ-
ences in age between patients with tobacco use disorder
and never-smokers. There were no significant differences
in gender ratio or ethnicity between the two groups.
Subjects with tobacco use disorder had a lower level of
education than controls. In patients with tobacco use
disorders there were more subjects who were un-
employed or received disability support payments than
in the control group. There were no differences in mari-
tal status and BMI between both groups. Patients with
tobacco use disorder showed more mood disorders, and
alcohol use and sedative use risk (and use of alcohol or
sedatives) than never-smokers.

Association between tobacco use disorder and STin2
alleles and genotypes
Table 2 shows the association between the Stin2 VNTR
polymorphism and tobacco use disorder. The associa-
tions between tobacco use disorder and the 6 STin2
genotypes were tested at p = 0.0083 and those with the
three STin2 alleles at p = 0.0166 (after p-correction was
made for multiple comparisons). We found a significantly
ents with current tobacco use disorder (TUD) and never-

= 185) Never-smokers (n = 175) χ2/F/ Ψ df p value

45.7 (±7.7) 9.78 1/358 p < 0.002

120/55 0.73 1 0.394

119 3.55 1 0.315

17

12

27

15.98 (±4.94) 135.78 1/358 p < 0. <0.001

175/0 0.293 - <0.001

Pp0 0.109

121/54 2.57 1

26.5 (±4.2) 0.20 1/358 0.887

62/113 9.27 1 0.002

0/175 0.196 - <0.001

0/175 0.309 - <0.001

0/175 0.363 - <0.001

l status, mood disorders) or Fisher exact probability test (employment status,
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Table 2 STin2 VNTR polymorphism in patients with tobacco use disorder (TUD) versus never-smokers

STin2 VNTR Never-smokers n = 175 TUD n = 185 OR 95% CI χ2 p

Yes No Yes No

Genotypes STin2 - 12/12 72 103 82 103 0.88 0.58-1.33 0.54 0.372

STin2 - 12/10 50 125 71 114 1.56 1.00-2.42 3.88 0.049

STin2 - 12/9 3 172 6 179 0.63 0.15-2.67 0.72 0.353

STin2 - 10/10 49 126 26 159 0.42 0.25-0.71 10.60 < 0.001

STin2 - 10/9 0 175 0 185 - - - -

STin2 - 9/9 1 174 0 185 - - - -

Allelic Variants STin2.12 125 50 159 26 2.45 1.44-4.15 11.38 < 0.001

STin2.10 99 76 97 88 0.85 0.56-1.28 0.621 0.431

STin2.9* 4 171 6 179 1.43 0.40-5.17 - 0.751

OR: odds ratio with 95% CI: confidence interval). All results of χ2 tests (df = 1), except * result of Fisher exact probability test.
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lower frequency of the STin2.10/10 genotype and a signifi-
cantly higher frequency of the STin2.12 allele in patients
with tobacco use disorder versus never-smokers. There
were no significant differences in any of the other geno-
types or for STin2.9 and STin2.10 alleles between cases and
controls.
Table 3 shows the results of logistic regression analyses

with tobacco use disorder as dependent variable (and
controls as reference group) and the STin2.12 allele and
STin2.10/10 genotype, age, gender, education, mood dis-
orders, as explanatory variables. We found that the
STin2.12 allele, the diagnosis of mood disorders and
years of education predicted the incidence of tobacco
use disorder versus never-smokers (χ2 = 141.61, df = 3,
p < 0.001; Nagelkerke = 0.43). Forced entry of additional
explanatory variables showed no significant effect of age
(Wald = 1.91, df = 1, p = 0.167), gender (Wald = 1.24,
df = 1, p = 0.266), self-reported ethnicity (Wald = 5.00,
df = 1, p = 0.288), marital status (Wald = 2.21, df = 3, p =
0.529) and BMI (Wald = 1.58, df = 1, p = 0.209). There
was a marginal, but significant effect of employment sta-
tus (Wald = 4.01, df = 1, p = 0.045). We found that the
STin2.10/10 genotype, mood disorders and years of edu-
cation were associated with the incidence of tobacco use
disorder versus never-smokers (χ2 = 141.64, df = 3, p <
Table 3 Results of automatic (step-up) binary logistic regressi
dependent variable (never-smokers as reference group) and
(regression 2) and the other listed variables as explanatory v

Variables Wald

Regression 1 STin2.12 allele 8.68

Mood disorders 6.51

Years of education 72.98

Regression 2 STin2.10/10 genotype 8.14

Mood disorders 6.64

Years of education 72.99

OR: odds ratio with 95% CI: 95% confidence interval.
0.001; Nagelkerke = 0.43). Forced entry of additional ex-
planatory variables showed no significant effect of age,
gender, self-reported ethnicity, marital status and BMI.
There was a marginal but significant association between
tobacco use disorder and employment status (Wald =
5.41, df = 1, p = 0.020). Thus, adjusting for additional
relevant explanatory variables, including mood disorders,
did not change the associations between tobacco use dis-
order and STin2 alleles and genotypes, and revealed that
mood disorders and years of educations were significant
predictors.

Association between smoking characteristics and STin2
alleles and genotypes
We have also computed whether, in patients with to-
bacco use disorder, there were associations between
STin2 VNTR genotypes and alleles and successful smok-
ing cessation 52 weeks after starting treatment and
smoking characteristics, i.e. age at onset of tobacco use
disorder, duration of illness, cigarettes/day and pack/
years, the FNDS score and attempts to quit smoking.
Table 4 shows the associations between the STin2 poly-
morphism and smoking cessation and smoking charac-
teristics. Even at very liberal p-values (p-correction for
multiple comparisons) of p = 0.0083 (for the genotypes)
on analyses with tobacco use disorder (TUD) as
the STin2.12 allele (regression 1) or STin.10/10 genotype
ariables

df p value OR 95% CI

1 0.003 2.68 1.39 – 5.18

1 0.011 1.97 1.17 – 3.32

1 <0.001 0.76 0.71 – 0.81

1 0.004 0.38 0.20 – 0.74

1 0.010 1.98 1.18 – 3.34

1 <0.001 0.76 0.71 – 0.81
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Table 4 Associations between tobacco use disorder (TUD) characteristics and STin2 VNTR genotypes and allelic
variants

Smoking parameters Genotypes Allelic variants

STin2 10/10 STin2 12/10 STin2 12/12 STin2.12 STin2.10

n P* P* P* P* P*

Onset of TUD (years) 14.81 (±3.91) 185 0.868 0.170 0.156 0.868 0.146

Duration of TUD (years) 33.59 (±11.28) 185 0.061 0.262 0.478 0.061 0.837

Cigarettes/day 22.28 (±13.45) 185 0.120 0.987 0.377 0.120 0.274

Pack-years 37.02 (±28.11) 185 0.017 0.617 0.239 0.017 0.247

Fagerström score 5.71 (±2.21) 185 0.361 0.670 0.591 0.361 0826

Attempts at smoking cessation 1, 2 or 3 attempts 86/67/32 0.948 0.852 0.728 0.948 0.739

Successful smoking cessation Yes/no 64/185 0.658 0.858 0.612 0.658 0.630

Results are shown as mean ± SD.
*p values obtained in analyses of variance (all df = 1/183) or χ2 tests (all df = 1).
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and p = 0.0166 (for the alleles) we were unable to find
any significant associations between the STin2 VNTR
genotypes and alleles and successful smoking cessation
and clinical smoking characteristics.

Comorbidities with substance use risk
Table 1 shows that participants with tobacco use dis-
order had significantly higher scores on the sedative and
alcohol ASSIST scales than participants without tobacco
use disorder. Nevertheless, we could not find any rela-
tionships between the STin2.12 allele or the STin2.10/10
genotype and the ASSIST scale measures. There was no
significant association between the STin2.12 allele and alco-
hol use risk (29/255 versus 4/72, χ2 = 1.76, df = 1, p =
0.184), risk for sedative use (11/273 versus 3/73, χ2 = 0.00,
df = 1, p = 0.976) or either sedative or alcohol use risk (37/
247 versus 7/69, χ2 = 0.81, df = 1, p = 0.367). There was no
significant association between the STin2.10/10 genotype
and sedative use risk (4/71 versus 29/256, χ2 = 1.67, df = 1,
p = 0.196), risk for sedative use (3/72 versus 11/274, χ2 =
0.00, df = 1, p = 0.955) or either sedative or alcohol use risk
(7/68 versus 37/248, χ2 = 0.81, df = 1, p = 0.391).

Discussion
The major finding of this study is that the Stin2.10/10
genotype decreased risk whereas the STin2.12 allele in-
creased risk to tobacco use disorder. Our results are in
agreement with a previous report showing that carrying
the STin2.10 allele was more common in non-smokers
compared with smokers, showing a protective effect of
this allele [7]. Our results also extend previous findings
on a “significant excess of the 5-HTTLPR long allele
with the 12-repeat VNTR in smokers” [26]. In another
study, it was found that allele 10 carriers were less
prevalent in smokers than in non-smokers, indicating a
protective effect of the STin2.10 allele [7]. Our results
are not in agreement with those of Alves de Lima et al.
[7] who found that subjects carrying STin2. 9 allele
carriers were more prevalent in smokers than in non-
smokers. These contradictory results may be explained
by differences in study populations. Thus while our
study and that of Alves de Lima et al. [7] were both per-
formed in a Brazilian population, the latter authors ex-
amined smokers with and without cancer, whereas in
our study no cancer patients were included but instead
more subjects with affective disorders.
In our study we found that patients with current to-

bacco use disorder showed a significantly increased
prevalence of mood disorders, more work related dis-
ability and a lower education level than never-smokers.
These results are consistent with previous reports which
showed that current smoking is associated with subse-
quent depressive disorders, increased work disability and
lower education levels [32,34,35,41]. Lower educational
levels are additionally associated with the initiation of
tobacco use disorder and with an increased risk to be
unable to quit smoking [5]. Nevertheless, even after con-
sidering the effects of mood disorders and years of edu-
cation the association between tobacco use disorder and
the ST2in polymorphism remained significant.
The second major finding of this study is that there

were no significant associations between the STin2 al-
leles or genotypes and either successful smoking cessa-
tion at week 52 or smoking characteristics, such as age
at onset, duration of tobacco smoking, severity of to-
bacco smoking, number of cigarettes/day or packs/year
etc. These negative findings extend those of a previous
study showing that the SLC6A4 gene is not a major de-
terminant associated with attempts to quit smoking [19].
As Kremer et al. [26] we detected a highly significant as-
sociation between the 5-HTT and the case-definitions of
tobacco use disorder (in our study) or smoking (in Kre-
mer’s study), but not with dependency levels or smoking
characteristics. Therefore, we may conclude as Kremer
et al. [26] that this polymorphism influences the patho-
genesis of tobacco use disorder or nicotine dependence.
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Other studies showed that other genes related to to-
bacco use disorder may also modulate cessation at-
tempts. Thus, one study tested the effects of genetic risk
in a cohort that initiated smoking during adolescence
progressed to daily smoking and progressed to heavy
smokers and developed nicotine dependence. The authors
examined the effects of the SNP of the q 25.1 region of
chromosome 15 containing the nicotinic cholinergic recep-
tor CHRNA5, CHRNA3, CHRNB4 gene cluster. Genetic
risk score was related to individuals who were more likely
to develop nicotine dependence and were more likely to fail
in their cessation attempts [3]. In addition, serum cotinine
levels were associated with a CHRNA genetic polymorph-
ism [49]. Genome wide association studies of tobacco ad-
diction have also identified genes that affect smoking
initiation, these genes being associated with a brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) polymorphism on chromo-
some 11 [50]. These findings are consistent with the idea
that different genes are associated with the development
and progression of smoking behavior from initiation, nico-
tine dependence, daily smoking to smoking cessation.
The results of this study add to the knowledge that to-

bacco use disorder is a complex behavior that includes
polygenic risk. Several regions across the genome have
been implicated in containing genes that confer liability
to tobacco use disorder or nicotine dependence and
variation in individual genes has been associated with
nicotine dependence. Regarding the interplay between
genetic and environmental influence on the etiology of
nicotine dependence, studies of twins found that 50% of
the risk of nicotine dependencies was genetically trans-
mitted [51]. More specifically, the STin2.12 allele may be
a transcriptional enhancer associated with an increased
susceptibility to substance abuse [28]. There is evidence
that the STin2.12 allele may have a higher transcrip-
tional activity than the 10-repeat allele [38] and that
STin2.12 allele homozygotes show lowered serotonin
availability [30]. Nicotine is known to increase the re-
lease and signaling of serotonin [52,53]. This may sug-
gest that disorders in 5-HTT functioning and 5-HT
signaling may play a role in nicotine dependence or
withdrawal [52]. Antidepressants, such as selective sero-
tonin reuptake inhibitors, have, however no efficacy in
quitting smoking [54]. In a brain imaging study, there
were no associations between STin.2 genetic polymorph-
ism and the availability of the 5-HTT in different brain
regions [55].
Nevertheless, smoking causes activated immune-

inflammatory and oxidative and nitrosative stress
(IO&NS) pathways [15,34-36]. Activated IO&NS path-
ways, in turn, may induce indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO) leading to increased levels of tryptophan catabo-
lites (TRYCATs), including kynurenine [56], and low-
ered levels of tryptophan and thus serotonin [37].
Therefore the lowered availability of serotonin associ-
ated with the STin2.12 allele may be aggravated by
smoking-induced IDO activation. Such IO&NS and
IDO responses are strongly related to depression and
depressive symptoms in patients with tobacco use dis-
orders [56,57]. Nicotine abuse may then be regarded as
an operationally conditioned response that counteracts
depleted serotonin levels thus preventing the adverse
effects of lowered serotonin. Smoking-induced activa-
tion of IO&NS pathways may further endanger sero-
tonin metabolism thereby maintaining nicotine abuse
and thus tobacco use disorder. Therefore, it is likely
that the 5-HTT genes may contribute to the develop-
ment of tobacco use disorder or nicotine dependence
among individuals who are prone to mood disorders or
have a lower educational level. In addition, the effects
of nicotine use on serotonin, and smoking- and STin2-
related changes in the IO&NS-serotonin nexus may
activate (neuro)degenerative pathways related to dys-
functions in the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
axis, microglial activation, mitochondrial dysfunctions,
decreased levels of antioxidants, damage to lipids, proteins,
and DNA leading to autoimmune responses against mul-
tiple neoantigens [56,57]. Future research should examine
the relationships between IO&NS pathways and serotonin
signaling in tobacco use disorder and nicotine-dependence.
A third major finding is that no significant association

could be established between STin2 polymorphism and
alcohol use and sedative use risk. Nevertheless, STin2
polymorphism was associated with tobacco use disorder
and tobacco use disorder with increased alcohol and
sedative use risk. This may indicate that the STin 2
VNTR polymorphism in the SLC6A4 gene could influence
an individual’s vulnerability to develop tobacco use disorder
rather than a substance use disorder. Phrased differently,
the STin2.12 allele and STin2.10/10 genotype may be spe-
cifically associated with tobacco use disorder. However, we
used the ASSIST scale to measure increased risk to alcohol
and sedative use rather than DSM IV diagnostic criteria
and therefore the results should be checked using DSMV
criteria of substance abuse disorder.
The results of this study should be interpreted with re-

gard to its strengths and limitations. Firstly, the present
study design was a case–control study and therefore our
results can only delineate associations and not causality.
Secondly, our sample included smokers who had sought
smoking cessation treatment, while women are more
likely to seek assistance for smoking cessation than men.
Therefore, our sample may not be representative of
the general population. Thirdly, the age of our sample
ranged from 18 to 65 years old and therefore our find-
ings cannot be generalized to older or younger popula-
tion. Fourthly, in this study we did not examine other
polymorphisms in the SLC6A4 gene.
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Conclusions
Our findings provide some evidence that a lower fre-
quency of the STin2.10/10 genotype and a higher fre-
quency of the STin2.12 allele are more frequent among
individuals with current tobacco use disorder than in
never-smokers, suggesting that this 5-HTT polymorph-
ism is related to the serotonergic pathophysiology of to-
bacco use disorder and nicotine dependence and the
consequences of smoking activating IO&NS pathways.
The 5-HTT polymorphism does not appear to be a
major determinant of smoking cessation or smoking
characteristics, suggesting that this polymorphism is re-
lated to the pathogenesis of tobacco use disorder or
nicotine dependence. This 5-HTT polymorphism may
be more specific to tobacco use disorder rather than to
substance abuse disorder. The translational implications
of these findings include the identification of subgroups
of patients with current tobacco use disorder, for ex-
ample, those with a serotonergic pathophysiology and
those who are more at risk to develop mood disorders.
Elucidating the influence of the 5-HTT gene polymorph-
ism is important among patients with current tobacco
use disorder because smoking may reinforce the dys-
functions in serotonergic signaling through induction of
IO&NS pathways.
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Abstract. 

Background: There is a significant comorbidity between mood disorders and tobacco use 

disorder (TUD), which may be related to both genetic and environmental factors. Gene variants 

of the 5-HT transporter, such as STin2 VNTR (a variable number of tandem repeats in the 

functional serotonin transporter intron 2) may be associated with mood disorders and TUD. 

Aims: This study aimed to delineate the association between the STin2 genetic polymorphism 

and comorbid TUD and mood disorders, including depression or bipolar disorder. 

Methods: We examined the STin2 VNTR polymorphism in never-smokers (n=113); patients 

with mood disorders without TUD (n=62); patients with TUD without mood disorders (n=90); 

and patients with both disorders (n=95). 

Results: We found a significant association between the STin2 genetic polymorphism and the 

above diagnostic groups whereby the STin2.12 allele shows a positive association with comorbid 

TUD and mood disorders (Odds ratio=3.07, 95% CI=1.41-6.68), while the STin2.10/10 

homozygous genotype shows a negative association (Odds ratio=0.34, 95% CI=0.16-0.74). 

Adjusting for years of education, age, gender, marital status and ethnicity did not change these 

results, but showed that TUD was associated with lower education levels and less stable 

relationships, whereas mood disorders were related to female gender. A family history of TUD 

was significantly associated with TUD in subjects without mood disorders only. 

Conclusions: The STin2.12 allele is positively and the STin2.10/10 genotype is negatively 

associated with comorbid TUD and mood disorders, depression or bipolar depression, 

suggesting that biological endophenotypes, e.g. disorders in serotonin metabolism, may in 

part underpin this comorbidity. 

 

Key words: mood disorders, tobacco use disorder, genetic polymorphism, serotonin 

transporter, oxidative stress, inflammation  
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Background  

Many studies have reported on the comorbidity between mood disorders and tobacco 

use disorder (TUD) (Patton et al., 1998; Lasser et al., 2000; Glassman et al., 2001; Murphy et 

al., 2003; Klungsøyr et al., 2006;  Ziedonis et al., 2008; Pasco et al., 2008;  Berlin et al., 2009; 

Pedersen and von Soest, 2009;  Boden et al., 2010; Flensborg–Madson et al., 2011; Jamal et 

al., 2012; Goodwin et al., 2013). Estimates of the prevalence rate of current TUD among 

individuals with major depressive disorder and bipolar disorder range from 40% to 60% and 

50% and 65%, respectively (Anthenelli, 2014). TUD is associated with an increased risk of 

depressive disorders, including suicide (Malone et al., 2003; Breslau et al., 2005; McGee et 

al., 2005; Hughes et al., 2008; Goodwin et al., 2012). Increased depression or current TUD 

rates may elevate the vulnerability for the other disease (Audrain-McGovern et al., 2009). 

Potential mechanisms underlying the relationship between TUD and mood disorders, 

either bipolar disorder or depression, may be explained by common risk factors, including 

environmental and genetic factors or gene by environmental interactions (Heffener et al., 

2011; Kendler et al., 1993; Lyons et al., 2008; McCaffery et al., 2008; Tsuang et al., 2012). 

Likewise, the comorbidity between both disorders is thought to be determined at least in part 

by neurobiological endophenotypes (Tsuang et al., 2012). Shared candidate genes for mood 

disorders and TUD have been identified, including genes that encode catechol-O-

methyltransferase (COMT) and the dopamine and serotonin (5-HT) transporter (McEachin et 

al., 2010). Recently, we reported that significant interactions between antioxidant genes 

(PON1 Q192R functional genotypes) and current TUD predict mood disorder subtypes 

(Bortolasci et al., 2014). 

Disorders in serotonin (5-HT) metabolism are evident in patients with depression and 

mood disorders (Maes and Meltzer, 1995; Seretti et al., 2006), while polymorphisms in genes 

encoding the serotonin transporter (5-HTT) may modulate the susceptibility to mood 
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disorders and TUD (Serretti et al., 2006). The SLC6A4 gene, mapped on chromosome 17, 

encodes the 5-HTT (Lesch et al., 1994) and a polymorphism in the promoter region of the 

SLC6A4 gene was used to characterize genetic vulnerability to mood disorders (Caspi et al., 

2003, Kaufman et al., 2004, Risch et al., 2009) and TUD (Lerman et al., 1998; 2000; Ishikawa 

et al., 1999; Hu et al., 2000; Eddahibi et al., 2003; Brody et al., 2005; Kremer et al., 2005; 

Munafò et al., 2005; 2006; Skowronek et al., 2006; Trummer et al., 2006; David et al., 2007; 

Han et al., 2008; Sieminska et al., 2008; Watanabe et al., 2011; Ishii et al., 2011; Tsuang et 

al., 2012; Yang et al., 2013). 

A genetic polymorphism of STin2 VNTR (a variable number of tandem repeats in the 

5-HTT intron) shows two major alleles, i.e. STin2.10 and STin2.12, corresponding to 10 and 

12 repeat units of the 17-bp (Ali et al., 2010; Sarosi et al., 2008). The STin2.12 allele may 

show a higher transcriptional activity than the 10-repeat allele, while STin2.12 allele 

homozygotes might have a tendency to a lowered serotonin availability (Bah et al., 2008; 

Sarosi et al., 2008). There are some reports that the STin2 VNTR genetic polymorphism is 

associated with bipolar disorder (Kunugi et al., 1997) or cognitive dysfunction in depression 

(Sarosi et al., 2008). There is also a possible association between the VNTR polymorphism 

and TUD (Alves de Lima et al., 2012). However, the association between the STin2 VNTR 

polymorphism and comorbid mood disorders and TUD has remained elusive. 

The purpose of this study was to delineate whether the STin2 VNTR polymorphism is 

associated with comorbid mood and TUD. Therefore, we examined the STin2 VNTR 

polymorphism in four mutually exclusive study groups, i.e. 1) subjects without mood 

disorders and without tobacco use disorder; 2) patients with mood disorders but without 

tobacco use disorder; 3) patients with tobacco use disorder but without mood disorders; and 4) 

patients with comorbid mood disorders and tobacco use disorder. We hypothesized that this 
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genetic variant would be associated with groups 2 and 3 and especially with group 4 based on 

prior literature. 

 

2. Subjects and methods  

2.1. Study population  

In this cross-sectional, case-control study, we included participants recruited from the 

outpatient Centre of Approach and Treatment for Smokers and from staff at Londrina State 

University (UEL), Paraná, Brazil. All participants were women and men aged 18-65 years. 

We included all ethnicities and individuals with and without mood disorders, i.e. major 

depression and bipolar disorder, and with and without TUD. Participants were divided into 

four mutually-exclusive groups: 1) never-smokers (that is without current or lifetime TUD) 

and without mood disorders (n=113); 2) never-smokers who suffered from mood disorders 

(n=62); 3) individuals with the diagnosis of TUD but without mood disorders (n=90); and 4) 

individuals with comorbid TUD and mood disorders (n=95). We excluded subjects with a 

life-time diagnosis of axis-I disorders other than major depression and bipolar disorder, such 

as psychosomatic disorders, psycho-organic syndromes, schizophrenia, etc. The axis I 

diagnoses were made by a trained clinician using the semi-structured DSM-IV interview 

(SCID) using a validated Portuguese translation (Del Ben et al., 2001). Patients diagnosed 

with major depression (n=112) and bipolar disorder (n=45) were allocated to the group ¨mood 

disorders”. Never-smokers according to US Centers for Disease Control and Prevention 

criteria (CDC, 2010) who had never smoked any cigarette were allocated to the study sample 

“no TUD”. In our study we included only participants with active TUD who were also current 

smokers.  

A translated and validated version of the 21-item Hamilton Depression Rating Scale 

(HDRS) (Hamilton, 1960), adapted to the Brazilian cultural context and translated into 
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Portuguese language (Moreno and  Moreno, 1998), was used to measure severity of 

depression. A structured questionnaire was used to gather information on socio-demographic 

characteristics, including age, gender, self-reported ethnicity (Caucasian, African, Asian, 

mixed), marital status (single; stable relationship or married; and separated, divorced or 

widowed); years of education; employment status (employed or student; unemployed; and 

disabled to work); family history of tobacco use disorder and family history of treatment for 

psychiatric disorders (both in first-degree relatives, that is sibling, parents, sons, and 

daughters). The body mass index (BMI) was calculated as body weight (kg) divided by 

squared body height in meters (m2). The study was conducted between March 2011 and July 

2012. All subjects had given written informed consent to participate in the study after the 

approval of this research by the Ethics Research Committee at Londrina State University 

(UEL), number 037 /2011. 

 

2.2. Genetic assessments: DNA extraction and polymorphism detection  

Peripheral blood samples were obtained with EDTA as anticoagulant from all 

participants. Genomic DNA was extracted from 200 µL of peripheral blood cells using the 

Biopur Kit (Biometrix Diagnostic, Curitiba, Brazil) according to the manufacturer's 

instructions. The DNA pellet was re-suspended in 50 μL of Biopur Kit specific buffer, 

quantified by spectrophotometry, and stored in a -20ºC freezer until use in genotyping 

analyses. Allelic specific polymerase chain reaction (AS-PCR) for STin2 VNTR 

polymorphism detection was realized with genomic DNA (100 ng) with specific primers 

described by Klauck et al. (1997) as follows: forward primer — 

5’TGGATTTCCTTCTCTCAGTGAATTGG3’ and reverse primer —

5’TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG3’. Samples were amplified using the kit buffer 

plus 1.25 units Taq polymerase (Invitrogen TM, Carlsbad, California). PCR conditions were: 
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5 min denaturation at 94ºC, 40 cycles of 1 min at 94ºC, 1 min at 60ºC and 1 min at 72ºC, and 

20 min elongation at 72ºC in a  Master Cycler ( Eppendorf, Hamburg, Germany). Amplicons 

were analyzed by electrophoresis in 10% polyacrylamide gel and detected by a non 

radioisotopic technique using a commercially available silver staining method. Figure 1 

shows the eletroforetic profile of STin2 VNTR.  

 

2.3. Statistical analyses  

 We used analyses of contingence tables (χ2-test) or the exact Fisher test (with the  

coefficient of association) to ascertain differences in socio-demographic and clinical data 

between study groups. We employed analysis of variance (ANOVA) to assess the differences 

in continuous socio-demographic and clinical variables between groups. Post-hoc analyses 

were performed using the Tukey test. We did not use a p-correction to examine the results of 

multiple univariate analyses because we used the results of these analyses to define the 

relevant explanatory variables that were subsequently used as determinants of independent 

association with the diagnostic groups in the ultimate multivariate analyses. Multinomial 

regression analyses were employed to examine the associations between the diagnostic groups 

(dependent variables) and the genotypic or allelic distributions and clinical / socio-

demographic data (explanatory variables). The control group, that is never-smokers (no TUD 

and no mood disorders) was the reference group and was compared with each of the three 

other diagnostic groups. Exploratory (structure detection) factor analysis was used to interpret 

the associations between diagnostic groups (mood disorders and TUD), genetic 

polymorphism and relevant socio-demographic and clinical data. Varimax rotation of the 

subtracted principal components was used to interpret the data. The number of factors is based 

on eigenvalues > 1. Power analysis showed that at a lower effect size of 0.17 and given 

=0.05, power=0.8 and df=3, we should include around 378 subjects (GPower.3.1). We 
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analyzed the data using SPSS and Statistica. All tests were 2-tailed and statistical significance 

was set at α=0.05. 

 

3. Results  

3.1. Socio-demographic and clinical characteristics 

 Table 1 shows the socio-demographic and clinical characteristics of the 4 study groups, 

i.e. 1) never-smokers without mood disorders (the controls); 2) never-smokers with mood 

disorders; 3) TUD subjects without mood disorder; 4) patients with comorbid mood disorders 

and TUD. Without p-correction, there were marginal but significant differences in age between 

the groups: group 3 patients were older than controls (Tukey test: p=0.003). There were 

significantly more females in the mood disorder groups (χ2=17.8, df=1, p<0.001). There were 

no significant associations between the diagnostic groups and ethnicity, marital status, BMI, and 

family history of psychiatric disorders between the 4 study groups. Patients with TUD had 

significantly less years of education but more unemployment and disability support than those 

without TUD. There were significant differences in the HDRS score between the 4 study groups 

and the score increased from group 1  group 3  group 2  group 4 (all pairwise 

comparisons were significant). There were significant differences in TUD family history 

between the groups with significant differences (at p<0.05) between the controls and patients 

with TUD with or without mood disorders. In the controls there was a significant departure 

from the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) for the STin2 VNTR polymorphism (χ2=24.8, 

p<0.001; χ2 test for 3 alleles with Yates correction for a small sample size). 

 

3.2. STin2 VNTR polymorphisms and the diagnostic groups.  

 Table 2 shows the association between the STin2 allelic and genotypic distributions 

and the 4 groups, while Table 3 shows the outcome of multinomial regression analyses 
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(results of 2 tests, contrasts between all three patient groups and controls, and Odds ratio 

with 95% CI intervals). There was a significant association between the STin2.12 allele and 

the diagnostic groups. Analyses of the parameter estimates shows that the frequency of the 

STin2.12 allele was significantly higher in group 4 compared with controls, while there were 

no significant differences between groups 1 and 2 and controls. Moreover, the STin2.12 allele 

frequency was significantly higher in groups 3 (p=0.041) and 4 (p=0.001) than group 2, while 

there were no significant differences between groups 4 and 3 (p=0.160). The frequency of the 

STin2.10/10 genotype was significantly lower in group 4 compared with controls, while no 

such significant differences were found between groups 1 and 2 and controls. Moreover, 

STin2.10/10 genotype frequency was significantly lower in groups 3 (p=0.041) and 4 

(p=0.001) than in group 2, while there were no significant differences between groups 4 and 3 

(p=0.160). 

 Table 4 shows the results of multinomial logistic regression analyses with the 

diagnostic groups as dependent variables and the STin2.12 alleles or genotypes and the socio-

demographic or clinical data as additional explanatory variables. Considering the STin2 

alleles, we found that there were three significant explanatory variables, i.e. the STin2.12 

allele, years of education and gender. Female gender is significantly associated with group 2, 

years of education with groups 3 and 4 and the STin2.12 allele with group 4. Considering the 

STin2 genotypes, we found three significant explanatory variables, i.e. STin2.10/10 genotype 

9associated with group 4 only), years of education and gender. We also controlled for 

possible effects of ethnicity, marital status, family history of psychiatric disorders and family 

history of TUD. Forced entry of these additional explanatory variables in the analysis did not 

change the association between the diagnostic groups and STin2.12 allele or STin2.10/10 

genotype as reported in Tables 3 and 4. 
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 In order to further delineate the interaction between mood disorders and TUD we 

examined the cross-tabulation with the crosstabs procedure. Table 5 shows that when using 

mood disorder as the layer factor, TUD in the rows and the genetic variables in the columns, 

significant associations were detected that could not be found when TUD was used as a layer 

factor. There are significant associations (computed as phi coefficients for nominal by 

nominal associations) between STin2.12 allele and comorbid TUD in subjects with 

(phi=0.270, p=0.001), but not without (phi=0.14, p=0.138) mood disorders. Using TUD as a 

layer variable showed that there was no significant association between mood disorders and 

STin2.12 allele in subjects with (phi=0.104, p=0.156) or without (phi=0.060, p=0.424) TUD. 

There was also a significant association between STin2.10/10 genotype and TUD in patients 

with (phi=0.270, p=0.001), but not without (phi=0.094, p=0.179) mood disorders. Using TUD 

as a layer variable showed that there was no significant association between mood disorders 

and STin2.10/10 genotype in subjects with (phi=0.104, p=0.156) or without (phi=0.070, 

p=0.353) TUD. Table 5 also shows that in patients without mood disorders there was a 

significant association between TUD and a family history of TUD (phi=0.208, p=0.003). This 

association was not significant in subjects with mood disorders (phi=0.142, p=0.075 

 We also performed two different factor analyses performed on the STin2.12 allele or 

the STin2.10/10 genotype and TUD, mood disorders, age and years of education. When 

including the STin2.12 allele as a variable we found two principal components, i.e. the first 

explaining 32.1% of the variance and loading on TUD (0.769), age (0.585) and years of 

education (-0.815), and the second explaining 22.5% of the variance and loading on STin2.12 

allele (0.651), TUD (0.363), mood disorders (0.647) and age (-0.375) (shown are the loadings 

on the varimax rotated component matrix). When including the STin2.10/10 genotype as 

variable we found two principal components, i.e. the first explaining 32.1% of the variance 

and loading on TUD (0.771), age (0.583) and years of education (-0.816), and the second 
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explaining 22.4% of the variance and loading on STin2.10/10 genotype (0.643), TUD (-

0.318), mood disorders (-0.648) and age (-0.382). 

  

3.3. Associations with depression and bipolar disorder. 

 We have also examined possible differences between depression versus bipolar 

disorder. There were no significant differences in STin2.12 allele (31/4 versus 53/6) and 

STin2.10/10 genoytype (4/31 versus 6/53) frequencies between patients with TUD + bipolar 

disorder versus TUD + depression (both p=1.00 by Fisher test). For example, the observed 

STin2.10/10 genotype frequencies are 46.8% lower in patients with TUD + bipolar disorder 

(p=0.048, by Fisher test) and 51.3% in TUD + depression (p=0.009) compared to all other 

subjects. We used cross-tabs analysis to assess relationships between subjects divided into 

those with depression versus bipolar disorder versus all other subjects (the layer factor), the 

STin2 alleles/genotypes (in column) and TUD (in row). In depressed (χ2=7.26, df=1, p=0.007) 

and bipolar (χ2=4.64, df=1, p=0.039) patients there were significant interactions between 

TUD and the STin2.12 allele with an increased prevalence of the allele in patients with TUD 

+ depression (53/90 versus 6/22) and those with TUD + bipolar depression (32/37 versus 4/8). 

In the other subjects, however, there was no significant interaction between TUD and the 

alleles/genotypes. The same significant patterns were established for ST2in.10/10 genotype. 

Finally, we performed polynomial logistic regression analyses on 5 groups (i.e. group 1. 

normal controls without mood disorders or TUD; group 2. mood disorders without TUD; 

group 3. TUD but no mood disorders; group 4) BP with TUD; and group 5) depression with 

TUD) as dependent variable and the STin2 variables, gender and education as explanatory 

variables. We found a significant effect of the STin2.12 allele (χ2=13.07, df=4, p=0.011) and 

significant differences in STin2.12 allele frequency between controls and group 4 

(Wald=4.08, df=1, p=0.044) and group 5 (Wald=6.30, df=1, p=0.012), but no significant 
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differences between controls and group 1 (Wald=2.58, df=1, p=0.108) and group 2 

(Wald=0.94, df=1, p=0.333). 

 Based on the results of the multinomial regression, crosstab and principal component 

analyses we conclude that the STin2.12 allele is positively and the Stin2.10/10 negatively 

associated with TUD in subjects with mood disorders (either bipolar disorder or depression) 

but not significantly in those without mood disorders. Figure 2 shows a model that best fits 

these results. 

 

4. Discussion  

The current study demonstrates that patients with TUD and comorbid depression or 

bipolar disorder show a significant increased frequency of the STin.12 allele and a lowered 

frequency of the STin2.10/10 genotype. These findings suggest that the STin2.12 allele 

increases risk to TUD with either depression or bipolar disorder, whereas the STin2.10/10 

genotype shows a protective effect. Contrary to expectation, there were no significant changes 

in the frequencies of the STin2 alleles and genotypes in patients with TUD without mood 

disorders and in those with mood disorders without TUD. Interestingly, a family history of 

TUD was significantly associated with TUD in subjects without mood disorders (see Figure 

2). Based on these results we hypothesize that there may be two distinct types of TUD, i.e. the 

first type is associated with mood disorders and the STin2 polymorphism, and the second type 

occurs independently from mood disorders and STin2 polymorphism but is associated with a 

TUD family history. 

These findings extend those of previous reports showing that the comorbidity between 

depression / bipolar disorder and TUD may reflect shared neurobiological endophenotypes 

(Tsuang et al., 2012). Thus, common genetic familial factors may be related to a life history 

of TUD and depression (Kendler et al., 1993). In women, the correlation between depression 
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and smoking could be explained by common-genetic and non-shared environmental factors 

(McCaffery et al., 2008). In men, genetic effects may contribute to relationships between 

daily smoking and depression (Lyons et al., 2008). A familial vulnerability for depression is 

associated with smoking and TUD (Johnson et al., 2004). Therefore, we may conclude that 

STin2 VNRT may be one of the multiple genes that underpin the comorbidity between mood 

disorders and TUD. Moreover, our findings that a TUD family history is significantly 

associated with TUD in subjects without mood disorders suggest that other genes may 

contribute to TUD. 

To the best of our knowledge no other studies have examined the effects of the STin2 

genetic polymorphism on the co-occurrence of mood disorders and TUD and therefore our 

results are difficult to compare with previous results. Collier et al. (1996) reported that allele 

12 increased the risk to bipolar disorder, i.e. 3.10 (95% CI 1.60-6.07) for homozygotes. 

Another study reported that STin2 VNTR polymorphism was significantly associated with 

bipolar disorder with an odds ratio of 2.2 (95% CI 1.2-4.0) (Kunugi et al., 1997). A significant 

excess of the 12 repeat allele was detected in bipolar probands using a one-tailed test with 

odds ratios for heterozygotes and homozygotes of 1.24 and 1.76, respectively (Rees et al., 

1997). In a Spanish population, Gutiérrez et al. (1998) found an increased prevalence of 

STin2.10 carriers in melancholic depression with an odds ratio of 2.53 (95% CI, 1.21-5.34). 

Nevertheless, a meta-analysis was unable to find a significant association between the STin2 

VNTR polymorphism and mood disorders, i.e. the odds ratios for alleles 9 and 10, compared 

with the common allele 12, were 1.05 (95% CI 0.56-1.95) and 0.90 (95% CI 0.77-1.05), 

respectively (Furlong et al., 1998). An excess of the STin2.9 allele in depression was 

associated with a susceptibility to major depression (Ogilvie et al., 1996), although other 

studies were unable to find any significant association between depression and the nine-repeat 

allele (Hoehe et al., 1998). However, these papers may be difficult to interpret. Thus, 
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depending on the higher number of people with TUD in an overarching mood disorder study 

sample one may find significant associations or no associations between mood disorders and 

the STin2 genotypes or alleles. 

Alves de Lima et al. (2012) found more STin2.10 carriers in non-smokers as compared 

with smokers, showing that the STin2.10 allele may have a protective effect against smoking. 

In Brazilian patients with oral cancer, a significant association between the STin2 VNTR 

polymorphism and smoking behavior was found with STin2.9 carriers being in excess in 

smokers, whereas STin2.10 allele carriers were overrepresented in non-smokers (Alves de 

Lima et al., 2012). In childhood asthma no significant association was established between 

STin.2 VNRT polymorphism and passive smoking (Farjadian et al., 2013). 

We also detected that TUD was significantly inversely related to years of education 

and unemployment status, while mood disorders was associated with female gender. Previous 

reports found that individuals with a graduate degree showed a TUD prevalence rate of 5.7%, 

those with high school education a prevalence of 25%, whereas those with a general education 

level had a highly increased prevalence of 45.3% (Centers of Disease control and Prevention, 

2009). The same study showed that people who were living in poverty had a much higher 

prevalence versus those who lived above the poverty level (Centers of Disease Control and 

Prevention, 2009). Females have a higher prevalence of depression than males, with a 70% 

greater risk for females (Kessler et al., 2003). In most countries the prevalence of smoking is 

higher in men than in women but this effect is in part mediated by differences in income 

(Tsuang et al., 2012). 

Our findings that STin2.12 allele frequencies and STin2.10/10 genotypic distributions 

are associated with comorbid mood disorders and TUD may suggest that biological 

endophenotypes may in part determine this comorbidity. As explained in the Introduction, the 

12 allele may results in a higher transcriptional activity than the 10-repeat allele. Mood 
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disorders are accompanied by alterations in brain serotonin metabolism, including the 5-HTT 

(Maes and Meltzer, 1995). Many effects of nicotine are mediated by an increased release of 

serotonin (O’Loughlin et al., 2003; Hernandez-Lopez et al., 2013). The effects of nicotine 

results in alterations in the activity of neurons in the Dorsal Raphe Nucleus which modulate 5-

HT metabolism and signaling in the projecting brain regions (Hernandez-Lopez et al., 2013). In 

the rodent, reserpine-induced decreases in monoamines in the hippocampus and cortex are 

restored after administration of nicotine, suggesting that the antidepressant activities of nicotine 

are mediated through its effects on monoamines (Khadrawy et al., 2011). Therefore, nicotine-

induced changes in the metabolism of serotonin could play a role in the mood changes related to 

nicotine withdrawal or nicotine dependence (O’Loughlin et al., 2003). On the other hand, 

selective serotonin reuptake inhibitors do not have clinical efficacy in quitting smoking (Hughes 

et al., 2014) and using single-photon emission computed tomography, no significant effects of 

STin.2 genetic polymorphisms were found on the availability of the 5-HTT in brain regions 

such as thalamus, midbrain, striatum and pons (Ho et al., 2013). 

Other processes that may underpin the comorbidity between the functional STin2 

genetic polymorphism and the comorbidity between mood disorders and TUD are activated 

immune-inflammatory and oxidative and nitrosative stress (IO&NS) pathways (Leonard and 

Maes, 2012; Berk et al., 2013; Nunes et al., 2013). Activated IO&NS pathways may further 

endanger serotonin pathways through induction of indoleamine 2,3-dioxygenase (Maes et al., 

1993). A lowered availability of serotonin could further endanger the IO&NS pathways as 

serotonin is an anti-inflammatory and antioxidative compound (Maes et al., 2011). All in all, 

lowered serotonin metabolism could underpin the pathophysiology of mood disorders and 

STin2-related TUD; smoking behavior is maintained through the serotonergic and 

antidepressant effects of nicotine; while smoking-induced activation of IO&NS pathways may 

aggravate depression and further endanger serotonin metabolism thereby maintaining TUD. 
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Our study has a number of strengths and limitations. Firstly, the diagnosis of TUD and 

never-smokers were made using specific DSM and CDC criteria, which were not often used 

in previous research. Secondly, we have included validated clinical assessments of smoking 

characteristics, including severity of nicotine dependence, age at onset and duration of illness. 

On the other hand, positive results obtained in case-control studies may be based on spurious 

associations caused by population stratification or selection bias (Moskvina et al., 2005). The 

use of unscreened and well-screened (our study) controls may cause bias (Moskvina et al., 

2005; Hill and Neiswanger, 1997). In this regard, we removed other psychiatric and medical 

disorders to an equal degree in controls and cases (Hill and Neiswanger, 1997). Moreover, 

since screening controls is indicated when examining a disease with higher prevalence rates 

(Moskvina et al., 2005), we excluded a phenotype (smoking) with a prevalence as high as 

32% (in Paraná, Brazil; Nunes et al., 1999) from our controls. Doing so, we recruited a well-

screened super-control group, which is not a random sample chosen from the population and 

therefore cannot be regarded as a population-control group. This may also explain why there 

is a significant departure from HWE for the STin2 VNTR polymorphism in our controls. 

All in all, in this study we show a possible genetic link between the STin2 genetic 

polymorphism and the comorbidity between mood and TUD. Future studies in mood and 

TUD should always consider this dual diagnosis. Future research involving other genetic 

variants may further elucidate the interaction between genetics, depression, bipolar disorder 

and TUD. 
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Figure 1. Eletroforetic profile of STin2 VNTR. Polyacrylamide gel 10% stained with silver 
nitrate. The arrows indicate specific sizes of alleles 9, 10 and 12. L: Ladder DNA fragment 
marker of 100bp. 
 
 

 
Figure 2. Model of the associations between the STin2.10/10 genotype and STin2.12 allele 
and tobacco use disorder in subjects with mood disorders. 
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Table 1. Socio-demographic and clinical characteristics of patients with tobacco use disorder (TUD) and mood disorders (MOOD) 
 
 
Characteristics 
 

1. No TUD and  
No Mood (n=113) 
 

2. No TUD and 
Mood(n=62) 
 

3. TUD and No 
Mood(n=90) 
 

4. TUD and 
Mood(n=95) 
 

For  
2 or Ψ 

df p-value 

        
Age (Years) 45.2 (±8.1) 46.5 (±6.9) 49.8 (±9.6) 47.7 (±11.2) 4.32 3 / 356 0.005 

Gender 
Male                                                 
Female 
 

 
44 (39%) 
69 (61%) 

 
11 (18%) 
51 (82%) 

 
43 (48%) 
47 (52%) 

 
23 (24%) 
72 (76%) 

 
20.29 

 
3 

 
<0.001 

Ethnicity 
Caucasian 
African 
Asian 
Mixed 

 
76 (68%) 
12 (11%) 
9 (7%) 
16 (14%) 

 
43 (70%) 
5 (8%) 
3 (4%) 
11 (18%) 

 
63 (70%) 
10 (11%) 
4 (5%) 
13 (14%) 

 
66 (70%) 
9 (9%) 
10 (1%) 
19 (20%) 
 

 
2.53* 

 
6 

 
0.866 

Marital status 
Single 
Stable relationship 
Divorced/separated 
Widowed 

 
16 (14%) 
79 (70%) 
18 (16%) 
0 

 
10 (16%) 
42 (68%) 
10 (16%) 
0 

 
8 (9%) 
61 (68%) 
15 (17%) 
6 (6%) 

 
19 (20%) 
52 (55%) 
20 (21%) 
4 (4%) 
 

 
6.53** 

 
3 

 
0.088 

Years of education 
 

15.4 (±4.0) 17.0 (±6.1) 9.9 (±5.0) 9.3 (±5.6) 47.00 3/356 <0.001 

Employment status 
Employed or student 
Unemployed 
Disability support payments 
 

 
113 (100%) 
0 
0 

 
62 (100%) 
0 
0 

 
78 (87%) 
8 (9%) 
4 (4%) 

 
77 (81%) 
12 (13%) 
6 (6%) 

 
-0.29& 

 
- 

 
<0.001 

BMI  (kg / m2) 
 

26.4 (±4.1) 
 

26.7 (±4.5) 
 

26.2 (±5.7) 26.9 (±6.1) 
 

0.34 3/356 0.795 

Hamilton scale 
 

1.6 (±2.1) 7.3 (±8.1) 4.8 (±4.6) 15.5 (±10.1) 78.58 3 / 356 <0.001 

TUD family history 
Yes 
No 
 

 
78 (69%) 
35 (31%) 

 
50 (80%) 
12 (20%) 

 
78 (87%) 
12 (13%) 

 
86 (91%) 
9 (9%) 

 
18.07 

 
3 

 
<0.001 

Family psychiatric history 
Yes 
No 

 
36 (31%) 
77 (69%) 

 
27 (43%) 
35 (57%) 

 
22 (24%) 
68 (76%) 

 
37 (39%) 
58 (61%) 

 
7.46 

 
3 

 
0.059 
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Continuous variables are shown as mean (±SD) and categorical variables are expressed as n and percentage % 

All results of analyses of contingency tables (2 chi-square test), analyses of variance (F values) or Fisher’s exact probability test (with ψ coefficient of 
association) 

BMI: body mass index 

* Caucasians versus African + Asian versus Mixed; 

** Stable relationship versus single + divorced + separated + widowed; 

& No TUD versus TUD (Fisher exact probability test) 
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Table 2. Association of the STin2 VNTR polymorphism with tobacco use disorder (TUD) and mood disorders (MOOD) 

SLC6A4  ( STin2  VNTR) 
 

1. No TUD 
No Mood 
n=113 

2. No TUD 
and Mood 
n= 62 

3. TUD and 
No Mood 
n=90 

4. TUD and         2 
Mood 
n=95 
 

df p-value 
 
 

        
Allelic    
Variants                   STin2.12 
 
                                  STin2.10 
 
                                  STin2.9 
 

 
83 (73%) 
 
60 (53%) 
 
2 (1%) 
 

 
12 (19%) 
 
39 (62%) 
 
0 
 
 

 
74 (82%) 
 
46 (51%) 
 
3 (3%) 

 
85 (89%) 
 
51 (53%) 
 
3 (3%) 

 
14.17 
 
2.32 
 
0.89 

 
3 
 
3 
 
3 
 
 

 
0.003* 
 
0.508 
 
0.827 

Genotypes              STin2.12/12 
 
                                STin2.12/10 
 
                                STin2.12/9 
 
                                STin2.10/10 
 
                                STin2.10/9 
 
                                STin2.9/9 
 

50 (44%) 
 
31 (27%) 
 
2 (1%) 
 
29 (25%) 
 
0 
 
1 

22 (35%) 
 
19 (30%) 
 
1 (1%) 
 
20 (32%) 
 
0 
 
0 

41 (45%) 
 
30 (33%) 
 
3 (3%) 
 
16 (17%) 
 
0 
 
0 

41 (43%) 
 
41 (43%) 
 
3 (3%) 
 
10 (10%) 
 
0 
 
0 

1.76 
 
5.99 
 
0.89 
 
13.59 

3 
 
3 
 
3 
 
3 

0.624 
 
0.112 
 
0.827 
 
0.004* 

  2 indicates results of analysis of contingency tables; Allelic variants and genotypes are expressed as n and % of the different allelic variants or genotypes. 
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Table 3. Results of multinomial logistic regression analyses with diagnostic groups as dependent variable and STin2 alleles and genotypes as predictor 
Variables. 

Alleles / genes 
Χ2 df p-value Parameter estimates 

Wald values for contrasts 

p-value OR 95%CI 

STin2.12 14.17 3 0.003 1 vs 2: 0.64 

1 vs 3: 2.18 

1 vs 4: 8.02 

0.425 

0.140 

0.005 

0.76 

1.67 

3.07 

0.39 – 1.49 

0.84 – 3.31 

1.41 – 6.68 

STin2.10 2.32 3 0.508 1 vs 2: 1.56 

1 vs 3: 0.08 

1 vs 4: 0.00 

0.212 

0.778 

0.933 

0.67 

1.08 

0.98 

0.35 – 1.26 

0.62 – 1.88 

0.57 – 1.69 

STin2.12/12 1.76 3 0.624 1 vs 2: 1.27 

1 vs 3: 0.04 

1 vs 4: 0.03 

0.261 

0.852 

0.875 

1.44 

0.95 

1.05 

0.76 – 2.73 

054 – 1.66 

0.60 – 1.81 

STin2.12/10 5.99 3 0.112 1 vs 2: 2.02 

1 vs 3: 0.83 

1 vs 4: 5.57 

0.653 

0.363 

0.018 

0.86 

0.76 

0.49 

0.43 – 1.69 

0.41 – 1.38 

0.50 – 0.89 

STin2.10/10 

 

13.60 3 0.004 1 vs 2: 0.86 

1 vs 3: 1.79 

1 vs 4: 7.33 

0.354 

0.181 

0.007 

1.38 

0.63 

0.34 

0.70 – 2.72 

0.32 – 1.24 

0.16 – 0.74 

1: No tobacco use disorder and no mood disorders; 2: Mood disorders but no tobacco use disorder; 3: Tobacco use disorder but no mood disorders; 4: 

Tobacco use disorder and mood disorders. OR: Odds ratio with 95% Confidence intervals (CI); 2: chi-square test. 
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Table 4. Results of automatic multinomial logistic regression analyses with four diagnostic groups as dependent variable and STin2.12 allele frequency 
(logistic regression 1) or STin2.10/10 genotype distribution (logistic regression 2) and socio-demographic and clinical data as predictor variables 

Variables 2 df p-value Wald for contrasts  p-value OR 95%CI 

        

1. Three predictors: 

ST2in2.12 

Gender 

Education 

161.85 

12.59 

20.18 

127.26 

9 

3 

3 

3 

<0.001 

0.006 

<0.001 

<0.001 

 

 

 

 

  

    Contrasts: 

1 vs 2: 7.89 (gender) 

1 vs 3: 46.50 (education) 

1 vs 4: 7.32 (STin2.10/10) 

1 vs 4: 4.09 (gender) 

1 vs 4: 54.38 (education) 

 

0.005 

<0.001 

<0.001 

0.043 

<0.001 

 

0.34 

0.78 

0.29 

0.50 

0.76 

 

0.16 – 0.72 

0.73 – 0.84 

0.12 – 0.71 

0.25 – 0.98 

0.71 – 0.82 

2. Three predictors: 

ST2in2.10/10 

Gender 

Education 

161.85 

13.03 

127.18 

20.11 

9 

3 

3 

3 

<0.001 

0.005 

<0.001 

<0.001 

 

 

 

 

   

    Contrasts: 

1 vs 2: 7.80 (gender) 

1 vs 3: 46.50 (education) 

1 vs 4: 8.01 (ST2in2.12) 

1 vs 4: 4.15 (gender) 

1 vs 4: 54.34 (education) 

 

0.005 

<0.001 

<0.001 

0.042 

<0.001 

 

0.34 

0.78 

3.60 

0.49 

0.76 

 

0.16 – 0.72 

0.73 – 0.84 

1.48 – 8.72 

0,25 – 0.97 

0.71 – 0.82 
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This Table shows the results of two different multinomial logistic regression analyses, i.e. 1 and 2 

*Only the significant explanatory variables which separate the three patient groups (groups 2, 3 and 4) from the controls (group 1) are shown 

1: No tobacco use disorder and no mood disorders; 2: Mood disorders but no tobacco use disorder; 3: Tobacco use disorder but no mood disorders; 4: Tobacco 
use disorder and mood disorders. 

OR: Odds ratio with 95% Confidence intervals (CI) 

2: chi-square test 
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Table 5. Associations between the STin2 VNTR polymorphism or a family history of tobacco use disorder (TUD) in individuals stratified according to TUD    
              and mood disorders (MOOD). 
 
Variables         No  MOOD                             MOOD 2 df p-value 

  No TUD 

n=113 

TUD 

n=90 

No TUD 

n=62 

TUD 

n=95 

   

         

STin2.12 Allele 
 
 
 
STin2.10/10 genotype 

 

TUD family history 

No 

Yes 

No 

Yes 

No 

Yes 

30 

83 

84 

29 

35 

78 

16 

74 

74 

16 

12 

78 

20 

42 

42 

20 

12 

50 

10 

85 

85 

10 

9 

86 

2.20* 

11.46** 

1.81* 

11.46** 

8.76* 

3.32** 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

0.138 

0.001 

0.179 

0.001 

0.003 

0.069 

2: chi-square test 

*2test performed in individuals without mood disorders (No MOOD) 

**2test performed in individuals with mood disorders (MOOD) 



6 CONCLUSÕES 
 

“Seja a mudança que você quer ver no mundo.” 
 

(Dalai Lama) 
 
 

Pacientes com TUT que buscaram a cessação do tabagismo foram, 
predominantemente, do sexo feminino, com a idade média de 48,7 anos. Os 
pacientes com TUT não tiveram diferenças significativas em relação ao gênero, etnia 
e IMC, no entanto, apresentaram níveis de educação mais baixos, mais desemprego 
e auxílio-doença, relacionamentos menos estáveis, mais transtornos do humor e 
maior risco do uso de álcool e sedativos, comparados com os controles nunca 
fumantes. É muito difícil a obtenção de uma amostra homogênea em um país tão 
cultural e etnicamente diverso como o Brasil, mas os indivíduos analisados neste 
estudo foram, em sua maioria, de etnia caucasóide e geograficamente da mesma 
região (Norte do Paraná). 

Nos quatro grupos estudados: 1) nunca fumantes sem transtornos do humor, 
2) nunca fumantes com transtornos do humor, 3) pacientes com TUT sem 
transtornos do humor, 4) pacientes com TUT com transtornos do humor, não houve 
diferenças significativas relacionadas à idade, etnia, situação conjugal, IMC e 
história familiar de transtornos mentais. O grupo 4 teve predominância de individuos 
do sexo feminino, apresentou níveis de educação mais baixos, mais desemprego e 
auxílio-doença, maior gravidade da depressão, teve mais história familiar de TUT, 
quando comparado ao grupo1.  

Nossos resultados indicam que pacientes com TUT que buscaram tratamento 
em Centro de Referência apresentam altas taxas de comorbidade com transtornos 
do humor. Nossos dados também indicam que o genótipo STin2.10/10 está 
positivamente associado à proteção ao TUT e a fumar menos anos e menos maço, 
enquanto o alelo STin2.12 está positivamente associado ao TUT, mas não à 
resposta ao tratamento ou à gravidade da dependência de nicotina ou à idade de 
início de uso do tabaco. O alelo STin2.12 está positivamente associado e o genótipo 
STin2.10/10 está negativamente associado ao TUT comórbido com transtornos do 
humor, sugerindo que este polimorfismo pode estar associado a ambos os 
transtornos. 



7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

“Buscar o conhecimento, valorizar o saber e  
construir ideias é viver em plenitude...  

É colher a essência e o néctar das flores,  
para encantar e contagiar no jardim da vida.” 

 
(Deolinda Cornicelli Buosi) 

 
 

Assim, a presença do alelo 12 pode aumentar a suscetibilidade ao TUT. Por 
outro lado, pode-se supor que os indivíduos com o genótipo 10/10 podem apresentar 
menor risco de dependência de nicotina, ou até mesmo ter maior sucesso na 
cessação do tabagismo, devido a uma menor eficiência de recaptação de serotonina. 

Os indivíduos com baixa concentração de serotonina no SNC, provavelmente, 
devido à presença do alelo com a expressão elevada de 5-HTT, como STin2. 12, pode 
estar ligada aos baixos níveis de serotonina em fenda sináptica, contribuindo portanto, 
no desenvolvimento da dependência de nicotina comórbida com transtornos do 
humor. 

As implicações na prática clínica desses achados incluem a oportunidade de 
identificar subgrupos de indivíduos com TUT que pretendem parar de fumar, que 
apresentam comorbidade com transtornos do humor e associação do polimorfismo 
do gene transportador da serotonina. Esta linha de pesquisa poderá, no futuro, 
ajudar os clínicos a individualizarem o tratamento de cessação de tabaco. 

Pesquisas futuras deverão estudar a associação do STin2 VNTR com 
comorbidade entre transtornos do humor e TUT ampliando para estresse precoce de 
vida, conduta suicida, transtornos de ansiedade e associações com alterações de 
biomarcadores de estresse oxidativo, síndrome metabólica e atividade inflamatória.  

Espera-se que novos tratamentos adjuvantes, tal como o tratamento com a N-
acetilcisteína (NAC), um suplemento nutracêutico, que aumementa os níveis 
intracelulares de glutationa, um importante antioxidante, possa ter eficácia no 
tratamento de TUT por reduzir a fissura, os comportamentos de recompensa, reduzir 
sintomas depressivos, aumentar as taxas de cessação do tabagismo, bem como 
reduzir a morbidade e mortalidade, nesta população de TUT comórbido com 
transtornos do humor. 
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APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
        UNIVERSIDADE            
       ESTADUAL DE LONDRINA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

A – Informações sobre a pesquisa: 

 Você está sendo convidado a participar, como voluntário, da pesquisa sobre “Centro de Referência 
em abordagem e tratamento do tabagismo na rede SUS: uma análise do gene transportador de 
serotonina em cessação do tabagismo”, que tem por objetivo analisar um determinado tipo de DNA. Este 
termo de consentimento é para os participantes do Projeto e você será esclarecido sobre a pesquisa em qualquer 
aspecto que desejar. Sua participação não é obrigatória e, a qualquer momento, você poderá desistir de 
participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete qualquer penalidade. Neste projeto nós 
pretendemos investigar se determinadas regiões do DNA são maiores ou menores entre as pessoas que fumam, 
pessoas que tinham o hábito de fumar e conseguiram cessar e aqueles que nunca fumaram cigarros na vida. 

B – Procedimentos do Estudo:  

 Os procedimentos da pesquisa envolvem a obtenção de sangue periférico, colhidos em 01 tubo de ensaio 
totalizando apenas 5 ml de sangue, que serão utilizados para análise do gene transportador de serotonina. 

C – Confidencialidade da Pesquisa 

 As informações obtidas através desta pesquisa serão confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua 
participação. Os dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua identificação. 
 A amostra de sangue obtida será utilizada para obtenção de DNA a qual após a realização deste projeto, 
ficará armazenada num banco de amostra biológica, o qual ficará a disposição para utilização de outras 
pesquisas sob coordenação e gerenciamento do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual de 
Londrina. Todos os projetos que utilizem este material posteriormente a este projeto deverão ser submetidos ao 
Comitê de Ética para análise e consentimento da pesquisa a ser realizada. 
 A participação no estudo não acarretará custos para você e não haverá nehuma compensação financeira 
adicional. Você receberá uma cópia deste termo onde consta o telefone e o endereço do coordenador do projeto 
de pesquisa, podendo tirar suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento. 
 As pesquisadoras responsáveis Profa.Dra Sandra Odebrecht Vargas Nunes, Enfª Ma Márcia Regina 
Pizzo de Castro e a Profª. Dra. Maria Angélica Ehara Watanabe vão estudar este gene. As referidas docentes e 
pesquisadora podem ser encontradas no endereço: Rod Celso Garcia Cid, Campus Universirtário da UEL, no 
Departamento de Clínica Médica, Departamento de Ciências Patológicas e no Ambulatório de Hospital de 
Clínicas da Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86060-990, Tel / Fax: (43) 3371-5728. 
Comitê de Ética em Pesquisa – Tel 3371-2490. 

D – Consentimento livre esclarecido e informado: 

Eu, __________________________________________, RG _________________, declaro que estou de acordo 
com as informações contidas neste documento, fui devidamente esclarecido pelo(s) pesquisador (es) dos 
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APÊNDICE B - Questionário 
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ANEXO A- Parecer CEP - Aprovação do Projeto de Pesquisa 
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