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CASTRO, MRP. Estudo de Associagado envolvendo o Polimorfismo STin2 VNTR do
Gene Transportador de Serotonina (SLC6A4 ) em pacientes com Transtorno por Uso
de Tabaco e Transtornos do Humor. 2014. 119 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da
Saude). Londrina: Universidade Estadual de Londrina; 2014.

RESUMO

Objetivo: Este estudo avaliou a associagdo entre o polimorfismo genético de
variaveis numeros de repeticdes 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), cessagao do tabaco, historia
tabagistica e transtornos do humor. Método: Neste estudo caso-controle, foram
incluidos 185 individuos com TUT (95 depressivos e 90 nao depressivos),
recrutados do Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento do Tabagismo
(CRATT), da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e 175 nunca fumantes (62
depressivos e 113 néo depressivos), recrutados na mesma instituicdo. A pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
UEL. Os diagnodsticos de TUT e transtornos do humor foram realizados por
entrevista clinica estruturada, na versao clinica (SCID-I), baseada no DSM-IV. Os
participantes foram submetidos a um questionario estruturado para avaliar as
caracteristicas socio-demograficas, clinicas, historia familial e tabagistica. Foram
utilizados: Teste de Fagerstrom para Dependéncia de Nicotina (FTND), Escala de
Avaliagdo para Depressdo de Hamilton (HAM-D) e o Teste de Triagem do
Envolvimento com Alcool, Tabaco e Outras Substancias (ASSIST). Foi avaliado o
indice de massa corpérea (IMC). A cessacgao do tabagismo foi avaliada por meio do
monoxido de carbono exalado. A genotipagem para determinar o polimorfismo
genético STin2 VNTR foi avaliada por meio de PCR alelo-especifica (PCR-AS).
Resultados: Fumantes apresentaram niveis de educagdo mais baixos, mais
desemprego, relacionamentos menos estaveis, mais transtornos do humor e maior
risco do uso de alcool 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 genodtipo STin2.10/10 (OR=0,42, IC 95% 0,25-0,71,
p<0,001) foi associado a redugédo de chance para pacientes com TUT comparados
com nunca fumantes. Nos pacientes com TUT n&do houve associagdes significativas
entre os genadtipos e alelos STin2 com a cessagao do tabagismo, idade de inicio,
anos de consumo, numero de cigarros consumidos por dia e gravidade por uso de
tabaco, no entanto, o gendtipo STin2.10/10 foi associado a menor numero 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 gendtipo homozigoto
STin2.10/10 mostra a diminuicdo de chance (OR=0,34, IC 95% 0,16-0,74). Uma
histéria familiar de TUT foi positivamente associada com TUT em individuos sem
transtornos do humor. Conclusdes: Nossos resultados indicam que o gendétipo
STin2.10/10 esta positivamente associado a protecdo ao TUT, enquanto o alelo
STin2.12 esta positivamente associado ao TUT, mas ndo a resposta ao tratamento
ou a gravidade da dependéncia ou a idade de inicio do uso de tabaco. Da mesma
maneira, o alelo STin2.12 esta positivamente associado e o gendtipo STin2.10/10
estd negativamente associado ao TUT comoérbido 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. Cessacdo 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 fandem repeats (VNTR) in the second intron, the STin2 VNTR
(Serofonin Transporter, Infron 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 Fagerstrom 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% Cl 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 INTRODUCAO

“Que os nossos esforgos desafiem as impossibilidades.
Lembrai-vos de que as grandes proezas da
historia foram conquistas do que parecia impossivel.”

(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 prevaléncia do uso de tabaco, em ambos os sexos, € estimada
em 16,2% da populagéo (). Em uma area metropolitana da Regido Sul do Brasil, na
cidade de Londrina, Parana, a prevaléncia de TUT foi estimada em 32% @. A
mortalidade atribuida ao TUT em paises em desenvolvimento é de cerca de 62% na
faixa etaria entre 30 e 69 anos ).

O TUT apresenta alta comorbidade com transtornos do humor o que agrava o
curso clinico de ambos os transtornos. Além disso, aumenta o risco para 0s
transtornos do humor, bem como estes ampliam o risco para TUT. Ambos os
transtornos tém etiologias subjacentes comuns, genéticas e ambientais 4.

A comorbidade entre transtornos depressivos e TUT em pacientes do Centro
de Tratamento para Cessag¢ao do Tabaco é alta. Em um estudo com 167 fumantes
que buscaram tratamento no Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento do
Tabagismo (CRATT), localizado no Ambulatério de Especialidades do Hospital
Universitario (AEHU), da Universidade Estadual de Londrina (UEL), e com 272,
nunca fumantes, que procuraram, voluntariamente, o Hemocentro Regional de
Londrina (HRL) para doagao de sangue, verificou-se que 50% dos fumantes eram
depressivos e que, estatisticamente, havia mais depressao entre fumantes do que
entre pessoas que nunca fumaram ). Outros estudos em Centro de Referéncia para
Tratamento de Tabagismo também confirmam a comorbidade entre TUT, transtornos
depressivos e histéria de tentativa de suicidio (6-11),

A comorbidade entre transtornos do humor e TUT pode ser explicada por
varias teorias. A primeira € a da automedicacdo, que supde que os transtornos
depressivos levam ao TUT, porque a nicotina e/ou outros ingredientes da fumaga do

tabaco tém efeitos antidepressivos. A segunda sustenta que o TUT e os transtornos
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depressivos tém um risco ambiental ou genético comuns. A terceira teoria descreve
que os transtornos depressivos sao sequela de uma disfungao cerebral decorrente
do TUT (12),

Varios estudos documentaram a relacédo entre os transtornos depressivos € o
consumo de tabaco (1325, Trabalhos semelhantes relataram que o TUT esta
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.
Varios estudos tém 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 agao central na regulacdo da fungao sinaptica
serotoninérgica por recaptagao da serotonina da fenda sinaptica para o neurénio (33),

O gene SLC6A4 tem sido pesquisado também em relagcéo a suscetibilidade
genética para os transtornos depressivos associados ao estresse precoce de vida
(34-36) e também foram encontrados alguns estudos de revisao sitematica e de
associacao 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 inser¢cao/delecéo na sua regido promotora, chamada 5-
HTTLPR (Serofonin Transporter Linked Polymorphic Region) (5%); Variaveis Numeros
de Repeticées /in tandem (VNTR) no segundo intron, o STin2 VNTR (Serofonin
Transporter, Infron 2) (5556) e um polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) de
troca de G/T em uma regido 3'UTR n&o codificadora 7).

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 substancias como o TUT séao o 5-HTTLPR e o STin2 VNTR (8. Embora a
grande maioria dos estudos de TUT e transtornos depressivos estejam relacionados
na regiao polimoérfica do promotor 5-HTTLPR, existem outros trabalhos que indicam
que polimorfismos STin2 VNTR tém um papel importante no transtorno depressivo
(59.60) em TUT (“4252) e em individuos com histéria de comportamento suicida (€7,
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 associagédo 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 0 mesmo
esta associado ao TUT, aos transtornos do humor, ou a ambas comorbidades.
Também foi avaliada a associagdo do gene SLC6A4 com a histéria tabagistica em
pacientes com TUT, como a gravidade da dependéncia de nicotina, numero de
cigarros consumidos por dia, idade de inicio do uso de tabaco, numero de cigarros
consumidos por dia ao longo dos anos, histéria familiar de TUT, tentativa de
cessagao do tabaco e cessagao do tabagismo.

O polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 possivelmente € um alvo para
a compreensao da comorbidade entre TUT e transtornos do humor. H4 um estudo
de associagdo do polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4 em TUT recrutados
em pacientes com cancer bucal na populacao brasileira 52). At¢é o momento atual,
este € primeiro estudo descrito sobre polimorfismos STin2 VNTR em pacientes com
TUT recrutados de um Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento do
Tabagismo com comorbidade com transtornos do humor na populagao brasileira.

Os polimorfismos genéticos, poderao contribuir para o maior entendimento
dos caminhos neurobioldégicos 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 individuos portadores do TUT que buscam tratamento
em Centros de Referéncia de Tratamento do Tabagismo tém alta comorbidade com
transtornos do humor e que alteragbes serotoninérgicas estdo presentes nestes
individuos, as seguintes hipéteses 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 a
cessacao do tabagismo, idade de inicio do uso de tabaco, gravidade da
dependéncia de nicotina, numero de cigarros consumidos por dia, numero
de cigarros consumidos por dia ao longo dos anos e histéria familiar de
TUT.



2 REFERENCIAL TEORICO

"Né&o é no siléncio que os homens se fazem, mas na palavra,
no trabalho, na agdo- reflexao.

A alegria ndo chega apenas no encontro do achado,

mas faz parte do processo da busca.

E ensinar e aprender ndo pode dar-se fora da procura,

fora da boniteza e da alegria.”

(Paulo Freire)

2.1 TRANSTORNOS POR UsSO DE TABACO

O TUT é uma importante causa de mortalidade e morbidade em todo mundo
©®). Fumar cigarros € um dos mais potentes e prevalentes habitos aditivos, que
influenciam o comportamento do ser humano e esta associado a alta prevaléncia de
doencas relacionadas ao tabaco, tais como: doencas cardiovasculares, doenca
pulmonar obstrutiva crénica e cancer, decorrente de um processo inflamatério
cronico (62), Fumantes com graves transtornos mentais tém um risco aumentado para
cancer, doengas pulmonares e cardiovasculares e eles morrem em média 25 anos
mais cedo (63). A mortalidade por doencas relacionadas ao tabaco € de cerca de 53%
em esquizofrenia, de 50% em transtornos depressivos e de 48% em transtornos
bipolares ¢4),

A prevaléncia de fumantes no mundo € de 1,3 bilhdo. No Brasil, ha 27,9
milhdes de fumantes, consumindo 110 bilhdes de cigarros por ano. Estima-se que,
em todo o mundo, por ano, ocorram cinco milhdes de mortes relacionadas ao habito
de fumar, sendo este o responsavel 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 ébitos por ano associados ao habito de fumar ().

O TUT €& um comportamento complexo influenciado tanto por fatores
genéticos e ambientais (6566) quanto por individuais, como o desenvolvimento
neurolégico e concomitancia com eventuais doencas mentais 67, Em relagdo a
interacdo entre a influéncia genética e ambiental sobre a etiologia da dependéncia
de nicotina, os estudos com gémeos revelaram que 50% do risco de dependéncia de

nicotina sao geneticamente transmitidos (68),
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Os estudos que avaliaram as questdes genética, ambiental, fatores individuais
e suas inter-relagbes apontam para o fato de que a contribuicdo genética pode ter
papel significativo no TUT, sendo possivelmente responsavel por 40% a 60% da
variabilidade do risco da idade de inicio do uso. A manutencdo da dependénciade
nicotina parece ter uma contribuicido da hereditariedade de cerca de 70%, enquanto
influéncias ambientais parecem ser menos significantes (69.70), A hereditariedade de
TUT é estimada entre 37% e 56% para inicagado do uso de tabaco e de 59% a 70%
para desenvolver a dependéncia de nicotina (71.72), Fatores ambientais, tais como
familia, pais e cultura certamente contribuem na suscetibilidade para o
comportamento de fumar (73), o qual € dividido em varios estagios: inicio, uso regular,
dependéncia, cessagao e recaidas. Nos transtornos do humor, a hereditariedade
também ¢ 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 & um comportamento complexo que inclui o risco poligénico e varias
regides do genoma tém sido estudadas na suscetibilidade para a iniciagdo do TUT,
no grau de dependéncia, na dificuldade de cessacdo e na manutengdo da
abstinéncia (76).

A cessacdao do tabagismo €& um processo dinamico que envolve uma
sequéncia de varias tentativas ndao bem sucedidas até conseguir uma abstinéncia
prolongada. A maioria dos fumantes realiza de trés a dez tentativas até obter a
abstinéncia definitiva (/7). Individuos com TUT e transtornos depressivos tém maior
risco de ndo cessar o consumo do tabaco que os fumantes nao depressivos (15,
Mais de 80% dos individuos que apresentam TUT tentam parar em algum momento;
60% apresentam recaidas em uma semana e menos do que 5% permanecem
abstinentes por longos periodos (9. Trés classes de medicamentos séao
consideradas de primeira linha para cessagao do TUT: adesivo de nicotina,
bupropiona e vareniclina (78, Outras abordagens de cessagao do tabagismo,
associadas ao tratamento farmacolégico, incluem aconselhamento e psicoterapias.
Estes tratamentos combinados apresentam as taxas de cessagao do tabagismo
entre 20% a 30%, em um ano de tratamento (7). 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 saude

para parar de fumar e 31,7% utilizaram aconselhamento e/ou medicamentos,
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quando tentaram cessar o consumo do tabaco (9. Os individuos com TUT com
transtornos depressivos tratados com antidepressivo e psicoterapias tém taxas de
abstinéncia cerca de 29% em tratamentos prolongados, mas apresentam maiores
chances de recaidas (79,

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

Um estudo avaliou o risco genético em polimorfismos SNPs e o
desenvolvimento da progressdo do comportamento de fumar desde a iniciagao, a
manutengdo, a progressao para dependéncia de nicotina e a cessagado do
tabagismo. Verificou-se alto risco genético na progressdo para dependéncia de
nicotina, mas nao na iniciagdo. Tabagistas com maior risco genético fumam mais
que vinte cigarros diarios e tém menor sucesso na cessacgao do tabagismo (76).

O gene SLC6A4 pode ser associado com o TUT comérbido com transtornos
psiquiatricos e tragcos de personalidade decorrentes do sistema serotoninérgico
modular afeto, cognicdo e processos comportamentais. O gene SLC6A4 pode
modular a suscetibilidade a varios transtornos mentais incluindo: tracos de
personalidade ansiosa, transtornos de ansiedade, transtornos psicossomaticos,
transtornos do humor, suicidio, transtornos relacionados ao uso de substéncias
(transtorno relacionado ao alcool, TUT), transtornos alimentares, transtorno por
déficit de atencao e hiperatividade, autismo, esquizofrenia, doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson (58),

Foram encontrados alguns estudos de revisao sitematica e de associagao
envolvendo o gene do transportador de serotonina com o comportamento de fumar,

relacionados aos polimorfismos na regiao promotora 5-HTTLPR e o STin2 VNTR. (7-

53)
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2.2 CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA O TUT

Os transtornos relacionados a nicotina ou dependéncia de nicotina descrita na
quarta edicdao do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais, DSM-IV
(81), sdo agora chamados, na quinta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, DSM-5 de transtornos relacionados ao tabaco que incluem o
TUT, a abstinéncia de tabaco, outros transtornos induzidos pelo tabaco, como
transtornos do sono e transtornos inespecificos relacionados ao tabaco (75).

Os critérios diagndsticos do DSM-IV e DSM-5 consideram que tanto o tabaco
como a nicotina levam a dependéncia e apresentam sintomas de abstinéncia que
podem desenvolver-se apds o ultimo cigarro, alcangando um pico nas primeiras 24 e
48 horas e podendo durar, por semanas ou meses. Os sintomas incluem intensa
avidez pela substancia, irritabilidade, dificuldades para concentrar-se, sonoléncia e
problemas com o sono, maior apetite e ganho de peso, redugao do desempenho
motor e maior tensdo muscular.

No DSM-5, os critérios diagndsticos para o TUT sdo os seguintes: um
problematico uso de tabaco causando prejuizo ou sofrimento clinicamente
significativo, manifestado por pelo menos dois dos 11 critérios possiveis, presentes
em um periodo de 12 meses:

1.  Uso do tabaco em quantidades crescentes ou em periodos de tempo

mais longos.

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

tabaco.

3. Significativo gasto de tempo em atividades necessarias para obter ou

usar tabaco.

4. Fissura, forte desejo ou urgéncia para fazer uso do tabaco.

Uso recorrente do tabaco resultando em falha no cumprimento de
obriga¢des importantes em trabalho, escola ou ambiente doméstico.

6. Uso continuo 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 reducdo de importantes atividades sociais, ocupacionais
ou recreativas devido ao uso do tabaco.

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

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

10. Tolerancia, definida por um dos seguintes critérios:

A. Necessidade de aumento significativo das quantidades de tabaco
para atingir o efeito desejado.

B. Redugéao significativa do efeito com o uso continuado da mesma
quantidade de tabaco.

11. Abstinéncia, manifestada por qualquer dos seguintes critérios:

A.- A sindrome de abstinéncia tipica do tabaco.
B.- O uso do tabaco (ou de substancia correlata, como nicotina) para
aliviar ou evitar os sintomas de abstinéncia.

A sindrome de abstinéncia de nicotina ou tabaco é caracterizada tipicamente
pelos seguintes critérios: (75.81),

A.- Uso diario de nicotina ou tabaco por, pelo menos, algumas semanas.

B.- Cessacdo abrupta do uso de nicotina ou tabaco, ou redugdo na
quantidade do uso de nicotina ou de tabaco, seguidos, dentro de 24horas (ou mais),
por quatro (ou mais) dos seguintes sintomas:

1- Irritabilidade, frustracio ou raiva;
2- Ansiedade;

3- Dificuldade de concentracao;

4- Aumento do apetite;

5- Inquietacao;

6- Humor deprimido;

7- Insdnia.

C- Os sinais ou sintomas no Critério B causam sofrimento clinicamente
significativo ou comprometimento no funcionamento social, ocupacional ou em

outras areas de funcionamento importantes.
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D- Os sinais ou sintomas nao levam a uma condi¢do médica geral e nem sao
melhor explicados por outro transtorno mental.
Estes sintomas tém um pico nos primeiros dias e tendem a desaparecer

dentro de um més.

2.3 COMORBIDADES DO TUT E TRANSTORNOS DO HUMOR

A Organizagcao Mundial da Saude (OMS), na décima revisao da Classificagdo
Internacional de Doengas (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) s&o classificados nas diretrizes
diagndsticas da Organizacdo Mundial de Saude como F30 (episddio maniaco), F31
(transtorno afetivo bipolar), F32 (episédio depressivo), F33 (transtorno depressivo
recorrente), F34 (transtorno persistente do humor), F38 (outro transtorno do humor),
F39 (transtorno do humor nao especificado) (82, considerada uma doenca
extremamente grave, levando a risco de cronicidade, incapacidade progressiva e
morte prematura ©3). No DSM-IV 81), relata-se que os dois principais transtornos do
humor sido os transtornos depressivos e os transtornos bipolares. Na versao 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 | e Il, que, nos Estados Unidos, apresentam
uma prevaléncia em doze meses estimada de 0,6% e 0,8%, respectivamente, e
transtorno depressivo maior com uma prevaléncia em um ano, estimada em 7% (75).

Associados as altas prevaléncias, os transtornos depressivos sao
caracterizados por altas taxas de recorréncias, evolugao cronica e incapacidade (84),
0 que gera, além de sofrimento, altos custos econdmicos e sociais para os governos,
devido aos gastos com tratamentos para a populagao e as perdas de produtividade
(85).

A comorbidade - também conhecida como diagnostico duplo - € o diagnostico
de dois ou mais transtornos em um unico paciente. As comorbidades clinicas mais
comuns que envolvem o TUT sao as doengas cardiovasculares, doenga pulmonar

obstrutiva croénica e cancer. As comorbidades de transtornos mentais mais comuns
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associadas com TUT s&o uso de alcool, uso de outras substancias psicoativas,
depressao, transtorno bipolar, ansiedade, transtorno de personalidade, transtorno de
déficit de atencao e hiperatividade. Individuos 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 ndo dependentes de nicotina, nunca fumantes ou
ex-fumantes (75,

Em pacientes com transtornos psiquiatricos ou com abuso de substancias, em
comparagao com a populacdo em geral, a probabilidade de se diagnosticar o TUT é
de duas a quatro vezes maiores. No transtorno depressivo maior, a prevaléncia de
TUT pode chegar de 40% a 60% e no transtorno bipolar de 50% a 65% 6. A
comorbidade entre TUT e transtornos depressivos € alta. Cerca de 30% dos
pacientes com depressao sao fumantes diarios, cerca de 60% de fumantes atuais ou
que fumaram no passado apresentam histéria de depressao, comparados com 39%
dos fumantes sem depressdo. Fumantes dependentes da nicotina sdo duas vezes
mais propensos que os nao fumantes para terem um histérico de depressao (4. A
prevaléncia de comorbidade é maior entre depressdo e TUT: cerca de 64% em
Centro de Referéncia de Tratamento para cessacao do tabaco (5.7.18),

Em um estudo em Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento para
cessacao do tabagismo, observou-se que fumantes deprimidos do sexo masculino
utilizaram mais cigarros por dia, apresentaram maior consumo de alcool, niveis mais
baixos de colesterol de alta densidade (HDL), niveis mais elevados de fator de
necrose tumoral (TNF-a) comparados aos fumantes n&o deprimidos. Mulheres
fumantes deprimidas apresentaram maior preocupagao com ganho de peso do que
mulheres fumantes n&o deprimidas. A cessacao do tabagismo em 52 semanas nao
encontrou diferengas entre os sexos ou em terem quadros depressivos, pois, neste
Centro de Tratamento de cessacao do tabagismo, eram utilizados antidepressivo
bupropiona e psicoterapia®. A patofisiologia de ambas as doengcas TUT e
transtornos do humor incluem alteragbes de neurotransmissores, desregulagdo do
eixo hipotalamo-hipdfise-suprarrenal, aumento de citocinas inflamatérias e das
proteinas de fase aguda, ativagcdo da micréglia, disfungdo mitocondrial, aumento do
estresse oxidativo e nitrico e o decréscimo dos niveis de antioxidante, o que gera

danos de lipideos, proteina e no DNA com consequente modificagdo da fungao do
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gene ®). Fumantes deprimidos que nao fazem tratamento em Centro de Referéncia
de cessacgado do tabagismo tém piores taxas de cessagdao de fumar do que os
fumantes nao deprimidos (15).

Muitos estudos tém relatado sobre a comorbidade entre transtornos do humor
e TUT (1325 A comorbidade entre TUT e transtorno do humor pode ser causada por
fatores ambientais ou genéticos comuns, ou pode ser uma consequéncia de
interagbes entre variantes genéticas e ambientais (efeitos tdéxicos da fumaca de
cigarro). Dados apoiam a visdo de que a suscetibilidade genética comum pode
explicar, em parte, a relagao entre depressao 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 2. O TUT esta associado a um risco

aumentado de transtornos depressivos, incluindo conduta suicida (5.6.9.10,26-29),

2.4 CAMINHOS NEUROBIOLOGICOS COMUNS ENVOLVENDO A COMORBIDADE DE
TUT E TRANSTORNOS DO HUMOR

A exposicao crbnica de nicotina resulta em neuroadaptagdo, que € o
desenvolvimento de tolerancia e esta associada a um aumento do numero de
receptores colinérgicos nicotinicos do cérebro. Também resulta em mudangas na
expressao génica e sintese protéica, com geracao de novas conexdes sinapticas,
analoga a outras formas de aprendizado. A ativagdo de receptores colinérgicos
nicotinicos promove a liberagdo de uma variedade de neurotransmissores,
modulando varias comportamentos em fumantes, como a dopamina relacionada ao
prazer, a supressao do apetite, a noradrenalina relacionada ao alerta e a supressao
do apetite, a acetilcolina relacionada a excitagao e melhora cognitiva, o glutamato
relacionado ao aprendizado e melhora na memoria, a serotonina relacionada com a
modulagcdo do humor e supressdo do apetite, a B-endorfina e a GABA (acido y-
aminobutirico) relacionados a reducao de ansiedade e tensdo. Quando uma pessoa
para de fumar, a auséncia de nicotina resulta na alteragao de neurotransmissores e
comportamentos relacionados (90).,

A comorbidade entre TUT e transtornos depressivos estaria relacionada a

agdes dos neurotransmissores dopamina, a serotonina, o glutamato e a GABA 0. A
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coocorréncia de transtornos depressivos e TUT pode estar associado com a
deficiéncia da funcao da serotonina em pacientes deprimidos fumantes (26),

A estimulagdo crénica pela nicotina resulta em neuroadaptacéo, decorrente
da ativacao, pela nicotina, dos receptores nicotinicos pds-sinapticos a4p2 e provoca
a liberacédo de dopamina no nucleus accumbens. Além disso, a nicotina liga-se aos
receptores nicotinicos pré-sinapticos a7 nos neurénios glutamatérgicos o que leva a
liberacdo de glutamato e de dopamina no nucleus accumbens. A nicotina, por meio
dos receptores pos-sinapticos 0432, também dessensibiliza os interneurénios
GABAérgicos inibitérios na area tegumentar ventral. A reducdo da neurotransmissao
GABAérgica desinibe os neurbnios dopaminérgicos mesolimbicos, que também
estimula a liberagao de dopamina no nucleus accumbens ©1).

A serotonina esta envolvida no comportamento de fumar, porque a nicotina
aumenta a serotonina no cérebro e, na abstinéncia, reduz os niveis de serotonina.
Isto esta relacionado a manutencao de comportamentos de recompensa (3846). A
atividade da monoaminoxidase (MAQ) no sistema nervoso central (SNC) pode estar
diminuida em fumantes de cigarros, e esta atividade modifica a regulacdo de
neurotransmissores no sistema serotoninérgico e noradrenérgico relacionados com
afetos (depressdo e ansiedade), o comportamento, o movimento, a memoria, o
apetite, o sono e a personalidade (2). Diferencas genéticas podem ser parcialmente
responsaveis por diferengas bioldgicas que reforgam o comportamento de fumar. A
serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), € uma indolamina,
cujo aminoacido precursor € o L-triptofano e a enzima chave envolvida no
metabolismo da serotonina é a MAO 1),

Alteragdes na neurotransmissao da serotonina sao evidentes em pacientes com
transtornos do humor, tanto em depressao unipolar como em depressao bipolar (58,93).
O gene do 5-HTT pode modular a suscetibilidade para os transtornos do humor
(depressao unipolar como depressao bipolar), bem como transtornos relacionados ao
uso de substancias psicoativas, incluindo TUT (58). Varios caminhos comuns genéticos e
ambientais estao envolvidos em TUT e transtornos do humor. Variantes do gene que
codifica o 5-HTT estdo associados com a suscetibilidade de desenvolver transtorno
afetivo quando expostos a varios fatores de estresse da vida ©".

A comorbidade entre transtornos por uso de substancias com transtornos

depressivos tem sido relacionada a fatores de suscetibilidade genética e ambientais,
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tais como influéncia familiar e social, histéria de fatores genéticos familiares,
diferencas individuais de resposta para o inicio do uso de substancias, tracos
especificos de personalidade, trauma de vida precoce e fungdes executivas frontais.
As alteracbes comuns entre transtornos depressivos e transtorno por uso de
substancias estdo relacionadas com o fator de liberagao corticotrofico (CRF),
alteragdes do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), alteragées 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 estao
relacionados com trés candidatos de genes: 1) catecol-o metiltransferase (COMT), 2)
transportador da dopamina (SLC6A3) e o transportador da serotonina (SLC6A4)
495, O gene SLC6A4 esta relacionado ao TUT, transtornos depressivos e transtorno

de ansiedade (7).

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 regido
17911.1- q12 (55.56),

Um polimorfismo € uma variagdo genética em um segmento de DNA que
ocorre em uma populagdo com uma frequéncia maior que 1%, resultando na
existéncia de pelo menos dois alelos. Os alelos podem alterar a expressao ou a
atividade de um dado gene. Polimorfismos na regido codificadora e reguladora do
gene SLC6A4 podem alterar a neurotransmissao.

Foi identificado, ha quase vinte anos, um polimorfismo na regido promotora do
gene SLC6A4, denominado de 5-HTTLPR (serotonin-transporter-gene-linked
polymorphic region). uma delecédo de 44 pares de bases que gera dois alelos — um
alelo curto (S, do inglés shorf), com menor expressdo do transportador e,
consequentemente menor receptacao da serotonina na fenda sinaptica que o alelo
longo (L, do inglés /ong) 4.

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 inglés exi#ra-long) e um de comprimento
intermediario entre os alelos L e XL, denominado de muito longo (VL, do inglés very
long) (99.100),

A maioria dos estudos demonstra associagao entre o polimorfismo 5-HTTLPR
e a dependéncia do alcool, mas a associacdo com alelos especificos ainda é
inconsistente, dependendo do tipo de alcool consumido, do tipo de comportamento
do consumidor do alcool e também da idade de inicio do consumo (101). Sabe-se
ainda que esse polimorfismo foi associado a suscetibilidade aumentada ao uso de
drogas psicotrdpicas ilegais por adolescentes (192), e ao habito tabagista.

Outro polimorfismo bastante estudado no gene SLC6A4 € denominado de
5-HTTVNTR2 ou STin2 VNTR. Localizado no segundo intron, consiste na presenca
de variaveis numeros de repetigdes em fandem (9, 10 ou 12 repeti¢cdes) de 17 pares
de bases. Da mesma maneira que o 5-HTTLPR, o STin2 VNTR possui uma
atividade transcricional dependente de alelo (103),

Existem evidéncias crescentes de que a informagdo genética sera uma
ferramenta util na escolha do tratamento de pacientes com transtornos por uso de
substancias, assim que testes se tornarem mais comuns na pratica da medicina (104),
A figura 1 mostra a representacao dos principais polimorfismos descritos na literatura
para o gene SLC6A4.
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Figura 1: Visdo esquemética dos polimorfismos do gene SLC6A4. O painel superior mostra uma
representacado simplificada do ideograma do cromossomo 17 humano. O segundo painel € uma
representacdo do gene do transportador de serotonina (SLC6A4), incluindo a regido promotora,
éxons e introns. Logo abaixo estdo representados os polimorfismos genéticos, dois da regido
promotora: 5-HTTLPR, gerando os alelos L (long) e S (short), e 0 rs25531, e um polimorfismo na
regido do intron 2 (STin2 VNTR). O painel inferior do lado esquerdo representa a influéncia do
polimorfismo 5-HTTLPR na transcrigdo génica 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 influéncias
ambientais, culturais e familiares, O'Loughlin et al. (105 observaram que a serotonina
aumentava devido a nicotina e sugeriram que as variagdbes no sistema
serotoninérgico podem influenciar algumas caracteristicas do TUT, tais como
sintomas de abstinéncia de nicotina relacionada a disforia, a depressdo e a
ansiedade. Além disso, ha evidéncias que suportam o efeito benéfico dos inibidores
de recaptacgao de serotonina para cessagao do tabagismo, sugerindo que o gene do
5-HTT séo possiveis alvos para a compreensao e elucidagcdo do comportamento
tabagista.

Os polimorfismos presentes no gene do 5-HTT tém sido cada vez mais

associados ao TUT e, na ultima década, tem sido verificada a associacdo com o
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polimorfismo 5-HTTLPR (70), No entanto, alguns estudos nao relataram associagao
entre o comportamento de fumar com o polimorfismo 5-HTTLPR 649, 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 depressao maior tendem a apresentar
menor disponibilidade do transportador de serotonina 0. Sarosi et al. (59
investigaram a associagao do polimorfismo STin2 VNTR e disfungdo cognitiva na
depressao maior, € encontraram uma frequéncia significantemente maior do
genotipo em homozigose STin2 10/10 no grupo de depressivos em relagédo ao
controle. Por outro lado, foi observado aumento significante do alelo STin2.12 do
VNTR em fumantes comparado com individuos que nunca fizeram uso do cigarro
(42).

Os resultados para os estudos de polimorfismos do gene 5-HTT e habito
tabagista sao conflitantes na literatura. Por isso se destaca a importancia de novos
estudos. Sabe-se que existe uma diferenca na frequéncia de alelos do STin2 VNTR
entre grupos étnicos diferentes. E 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 regides podem apresentar uma
grande influéncia sobre a discordancia entre os resultados.

Kremer et al. 42) analisaram associagao 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. Ja Sieminska et al. 49 e Nilsson et al. (70)
selecionaram fumantes diarios e esporadicos, caracterizando os fumantes que
realmente tém um alto grau de dependéncia e sao, provavelmente, aqueles que,
sem duvida, sofrem de grande suscetibilidade genética. A forma de selegao e
caracterizagdo ndo sé do grupo de fumantes, mas também dos controles nunca

fumantes foram extremamente importante na analise dos resultados.
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Uma hipotese neuroquimica foi sugerida, na qual a nicotina aumenta a
liberacdo de 5-HT no cérebro, e a remocado de nicotina poderia ter um efeito
contrario (107.108)  com consequente diminuigdo serotoninérgica. Lovejoy et al. (103)
observaram /n vitro, aumento de expressao do 5-HTT associada ao alelo 12 em
relacdo ao alelo 10 do STin2 VNTR. Neste contexto, pode-se sugerir que 0s
individuos com alelo 12 tém 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 /n vitro e resultados prévios indicando que o alelo STin2.12 tem
funcdo de potencializar a transcricdao, quando o STin2.12 esta em homozigose
(12/12) e esta relacionado com baixa quantidade de 5-HTT no cérebro ¢1). Uma
funcao 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 transcricao associado com a suscetibilidade ao abuso de

substancias (111,



3 OBJETIVOS

"As pessoas ndo se precisam, elas se completam...
Né&o por serem metades, mas por serem inteiras,
dispostas a dividir objetivos comuns, alegrias e vida...”

(Mario Quintana)

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo de associagdo 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 ESPECIFICOS

1. Analisar as caracteristicas socio-demograficas, clinicas, situagao
trabalhista, transtornos do humor, risco para o uso do alcool e risco para
0 uso de sedativos em pacientes com TUT e controles nunca fumantes;

2. Analisar as caracteristicas socio-demograficas, clinicas, situagéo
trabalhista, gravidade dos transtornos depressivos, historia familiar de
TUT e histéria 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 associagao 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 associagao do polimorfismo STin2 VNTR do gene SLC6A4
com a historia tabagistica, a gravidade da dependéncia de nicotina,
numero de cigarros consumidos por dia, idade de inicio do uso de
tabaco, numero de cigarros consumidos por dia ao longo dos anos,
tentativas de cessacgado do tabaco e cessagao do tabaco em pacientes
com TUT.



4 METODOLOGIA

‘Suba o primeifro degrau com fe.
Nao é necessario que vocé veja toda a escada.
Apenas dé 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 associagao do tipo caso-controle.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado em dois servigos distintos do Hospital Universitario de
Londrina (HUL), da Universidade Estadual de Londrina (UEL), localizada na cidade
de Londrina, regido norte do estado do Parana, Brasil. Um dos servigos utilizados foi
o Centro de Referéncia de Abordagem e Tratamento do Tabagismo (CRATT),
instalado no Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario (AEHU), e o
outro foi na Divisdo de Assisténcia a Saude da Comunidade da UEL (DASC) do
HUL. O CRATT foi implantado atendendo ao Programa Nacional de Controle do
Tabagismo (PNCT) do Ministério da Saude (MS), por meio do Instituto Nacional de
Cancer (INCA), sendo credenciado para abordagem e tratamento do fumante, no
Cadastro Nacional de Estabelecimentos de Saude (CNES), pelo MS, de acordo com
a Portaria SAS/MS 442 de 13 de agosto de 2004, que elaborou o Plano para
Implantacdo da Abordagem e Tratamento do Tabagismo na Rede do Sistema Unico
de Saude (SUS) (112,113),

4.3 POPULACAO E AMOSTRA
A populacgao do estudo foi constituida por fumantes que buscaram tratamento

no CRATT, dispostos a serem acompanhados por um ano na tentativa da cessagao

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
sessdes, de uma hora e meia, em grupo de apoio, que contava com 10 a 15
participantes. Primeiramente, foi realizada a consulta inicial de avaliagao clinica do
fumante, seguida de quatro sessdes iniciais semanais, duas quinzenais com 0s
mesmos participantes e uma sessao mensal para prevencao de recaida, até
completar um ano. Tais sessdes foram coordenadas por dois profissionais de saude
capacitados pelo INCA. O CRATT realizava sessbes grupais com base na terapia
cognitivo-comportamental e individual na qual se utilizavam terapias combinadas de
farmacos (antidepressivos e terapias de reposi¢ao de nicotina) (113),

Os critérios de inclusdo para ambos os grupos foram: idade entre 18 e 65
anos, ambos 0s sexos, qualquer etnia e consentimento de participagéo voluntaria no
estudo. Os critérios de exclusdo para ambos os grupos foram: presenga de delirium,
deméncia, amnésia e outros transtornos cognitivos.

A amostra foi de conveniéncia de tempo e lugar e atendeu aos critérios de
inclusdo e exclusdo, sendo composta por 185 fumantes (95 depressivos e 90 nao
depressivos) do CRATT, e por 175 individuos nunca fumantes (62 depressivos e 113
nao depressivos) que trabalham na UEL. Os individuos nunca fumantes foram
controlados por idade, sexo e etnia em relagcdo 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 a=0,05 resultando em um tamanho amostral de aproximadamente
350.

4.4 PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS

Os dados foram coletados entre margo/2011 e julho/2012, apds a aprovagéo
do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL,
com parecer CEP-UEL 037/2011, conforme a Resolugao N° 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude (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 o0s dois médicos foram capacitados em
Abordagem Intensiva para Tratamento do Fumante, preconizada pelo INCA, para

atuagcdo em centros especializados na abordagem e tratamento do fumante. Os
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demais instrumentos utilizados no estudo, nio incluidos na capacitagao do INCA, ja
eram utilizados pelos coletadores em outras pesquisas do servico. Assim, todos
estavam familiarizados com os mesmos e habilitados para utiliza-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 avaliagao clinica inicial para participagao nos grupos terapéuticos.
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 informacgdes pertinentes a pesquisa, 0 compromisso da manutengao do sigilo dos
dados, a possibilidade de retirar o consentimento na participagcdo a qualquer
momento, sem sofrer nenhuma censura. Nessa ocasido, também tiveram sanadas
todas suas duvidas e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), em duas vias (Apéndice A).

Semanalmente, os pesquisadores fizeram a andlise critica dos dados
coletados e procederam a busca dos dados incompletos. Em seguida, os

instrumentos completos foram encaminhados para digitacédo do banco de dados.

4 4.2 Instrumentos Para a Coleta de Dados

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

4.4.2.1 Caracterizagdo Soclo-demografica, Situagdo de Trabalho, Clinica e

Habito Tabagistico dos Participantes

Este instrumento foi composto por questdes elaboradas pelos pesquisadores
do CRATT, a partir do referencial tedrico sobre o tema, e por outras extraidas da
proposta de instrumento utilizado pelo INCA, usado nos Ambulatérios de Abordagem

e Tratamento do Tabagismo.
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As caracteristicas sociodemograficas usadas foram: idade, sexo, etnia,
situagao conjugal e escolaridade.

Para a situagao de trabalho, foram incluidos: situacao trabalhista (empregado,
estudante, desempregado, auxilio-doenca).

As caracteristicas clinicas contempladas foram: gravidade de depresséo,
indice de massa corporea (IMC), histéria familiar de transtornos mentais.

Para o habito tabagistico, buscou-se conhecer: idade de inicio do uso de
tabaco, numero de cigarros consumidos por dia ao longo dos anos (anos/mago),
numero de cigarros consumidos por dia, gravidade de dependéncia de nicotina,

tentativas de cessacéao do tabaco, cessacao do tabaco e histéria familiar de TUT.

4.4.22 Teste de Triagem do Envolvimento com Alcool, Tabaco e Outras
Substéancias (ASSIST versdo 3.0)

O ASSIST (Alcohol Smoking and Substance Involvement Screening Test) é
um questionario para rastreamento, desenvolvido pela Organizacdo Mundial da
Saude para pessoas que fazem uso de substancias psicoativas, que abrangem:
tabaco, alcool, canabindides, cocaina, estimulantes do tipo anfetamina, sedativos,
alucindégenos, inalantes, opidides e outras drogas (1'4). A adaptacao transcultural
para a lingua portuguesa foi realizada por Henrique et al. (115). Os escores para o
alcool foram: 0-10 para baixo risco; 11- 26 para risco moderado; e = 27 para alto
risco. A pontuacdo para todas as outras substancias foi: 0-3 para baixo risco; 4-26

para risco moderado; e = 27 para alto risco.
4.4.2.3 Avaliagdo do Diagnostico dos Transtornos do Humor

Os critérios diagndsticos para transtornos do humor, bem como de
dependéncia de nicotina foram avaliados por médicos psiquiatras treinados, com
experiéncia clinica e familiarizados com o instrumento, de acordo com a Entrevista
Clinica Estruturada para o DSM-IV, versao clinica (SCID-l), baseada nos critérios
diagndsticos, do eixo |, da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA), do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, quarta edicado, DSM-1V, traduzida

e adaptada para o portugués por Del-Ben et al. (116),
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4.4.2.4 Avaliagdo da Gravidade da Depressdo

A avaliagao da gravidade da depressao foi realizada pela Escala de Avaliagéao
para Depressao de Hamilton (HAM-D), desenvolvida por Hamilton (117), traduzida e
adaptada para a populagéo brasileira por Moreno e Moreno (118). A escala HAM-D
possui de 17 a 21 itens, dependendo da versado, ou ainda 24 itens (os trés topicos
adicionais sdo desamparo, desesperanca e desvalia) e os escores da HAM-D variam
de acordo com a versdao. Os itens sdao avaliados segundo a intensidade e a
frequéncia dentro de um periodo 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 instrugdo de n&o ser utilizada como instrumento diagnéstico. O autor
nao propds um ponto-padrao de corte, mas, na pratica, 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 versao com 21 itens, (faixa de variagao de 0 a 62), sendo
atribuidos escores a cada item individualmente, podendo este variar de zero até dois

ou quatro, dependendo do item em questao.

4.4.2.5 Teste de Fagerstrom para Dependéncia de Nicotina (FTND)

E o teste mais amplamente usado na deteccdo de dependéncia de nicotina
entre fumantes. As mais conhecidas destas medidas sdo: o Fagerstrom Tolerance
Questionnaire (FTQ), publicado ha 30 anos (119.120); sua revisdo, o Teste de
Fagerstrom para dependéncia de nicotina (FTND), desenvolvido por Heatherton et
al. (121); e sua confiabilidade, testada por Pomerleau et al. (122, Foi traduzido e
adaptado para o portugués por Carmo e Pueyo (123). O FTND possui uma escala de
seis itens e a pontuacao de 0 a 10. Os escores para dependéncia de nicotina
permitem a classificagdo da dependéncia em cinco niveis: 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 tera desconforto significativo (sindrome de abstinéncia) ao deixar de fumar

(125), O ponto de corte de FTND para a dependéncia de nicotina foi = 5 (126),
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4.4.2.6 Indice de Massa Corpdrea (IMC)
O IMC foi calculado dividindo-se peso por altura e expresso em Kg/m?2.

4.4.2.7 Numero de Cigarros Consumidos por dia ao Longo dos Anos
(Anos/Mago)

Anos/Macgo foi computado por anos fumados multiplicados por numero de

cigarros/dia dividido por 20.
4.4.2.8 Historia Familiar

A historia familiar do TUT e transtornos mentais constou de relato da

presenca e tratamento dos transtornos em familiares em primeiro grau dos sujeitos.
4.4.2.9 Anélise do Monoxido de Carbono Exalado

A cessacgao do tabagismo foi mensurada por meio do Monoéxido de Carbono
no ar Exalado (COex). O COex é o padrao ouro para verificar se o paciente cessou
ou ndo o consumo de tabaco e foi utilizado em todos os participantes durante todo
estudo. A medida do COex tem sido a mais utilizada na pratica clinica e em
pesquisas para cessacgao do tabagismo por ser um método nao 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
concentragao de Coex, que é expressa em partes por milhdo (ppm), através de um
sensor eletroquimico. O COex € 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 Analise Molecular

Os fumantes realizaram a coleta no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
Universitario 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 vacuo,
com agulhas e tubos estéreis e descartaveis, contendo o anticoagulante EDTA. As
amostras de sangue para analise do gene 5-HTT foram enviadas para o Laboratorio
de Estudos e Andlises de Polimorfismos de DNA (LEAP DNA) da UEL, Parana,

Brasil, para extragdo do DNA e genotipagem, conforme metodologia descrita.

4.4.2.17 Obtencdo do DNA Gendmico

O DNA genbmico foi obtido a partir de 200 yL de sangue periférico dos
participantes do estudo. A técnica do presente trabalho consistiu basicamente no
rompimento enzimatico de membranas celulares, eliminagao de proteinas e acidos
graxos por acgao de solventes organicos e precipitagdo do DNA com etanol por meio
da utilizagdo do Kit Biopur de extragdo de DNA (Biometrix Diagnostic, Curitiba-PR,
Brasil). Ao DNA obtido foi adicionado 50 ul de tampao especifico do Kit Biopur, e
posteriormente o DNA foi quantificado em espectrofotébmetro a 260/280 nm, e
armazenado em freezera -20°C até a sua utilizagao em analises de genotipagem.

A integridade do DNA foi analisada por eletroforese a 100 v, em gel de

agarose 1%.

4.4.2.12 Reagdo em Cadeia da Polimerase

A analise do polimorfismo (STin2 VNTR) do gene SLC6A4 foi realizada pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica (PCR- AS) com DNA
gendmico (100ng), utilizando-se primers descritos por Klauck et al. (128), como a seguir:
Primer Foward - STGGATTTCCTTCTCTCAGTGAATTGG3' e Primer Reverse -
5TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG3. As condi¢cbes da reacdo de amplificacao
foram 1,25mM de DNTP, 2,5uM de cada iniciador, 50mM de MgCl2, 10% de Buffer,
tampao 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: desnaturagao 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 extensao das copias,
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com uma extensao 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 trés distintos fragmentos: 389 pb (alelo de 12
repeticdes); 355 pb (alelo de 10 repeticbes); 338 pb (alelo de 9 repeticdes),

conforme demonstrado na figura 2.

L: Ladder

389bp  STin2.12

355bp  STin2.10
338bp STin2.9

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 especificos dos alelos
9, 10 e 12. L: Ladder — Tamanho de fragmento de 100 pb.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

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 frequéncias génicas e alélicas
observadas em pacientes com TUT e nunca fumantes foram comparadas, utilizando
o teste de qui-quadrado e a razado de chances (OR) com intervalo de confianga de
95%. Foi utilizada a regressao logistica bivariada para avaliar a associagdo entre
TUT (com os controles como grupo de referéncia) como variavel dependente e os
alelos e gendtipos STin2 como variaveis explicativas, controlando para os efeitos de
outras variaveis explicativas, incluindo transtornos do humor, IMC, etnia, idade,

sexo, anos de educagao etc. Foram utilizados os coeficientes de regressao logistica
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das variaveis independentes como estimadores do OR e respectivos intervalos de
confianga de 95%. As relagdes entre os alelos e gendtipos STin2 e as variaveis
continuas (por exemplo, idade, anos de estudo) foram avaliadas, utilizando a analise
de variancia (ANOVA). Associagdes entre grupos de diagnostico (casos versus
controles) ou frequéncias génicas e dados soécio-demograficos e clinicos foram
examinados, usando o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Os dados
foram expressos em média * desvio padréo. Os testes estatisticos foram bilaterais e
adotou-se o nivel de significancia de 5%. As analises foram realizadas utilizando o
programa SPSS (versao 20).

No segundo artigo, intitulado S7in2 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 diferengas variaveis categodricas socio-
demograficas e clinicas entre os quatro grupos de estudo. A analise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para avaliar as diferencas de variaveis socio-demograficas e
clinicas continuas entre as quatro categorias. As analises a posteriori foram
realizadas utilizando o teste de Tukey. As diferengas na distribuicdo de gendétipos ou
alelos entre os grupos de estudo foram examinados com o teste de qui-quadrado e
analise de regressao logistica. A analise de regressdao multinomial foi empregada
para examinar as associagcdoes entre os diferentes grupos de estudo e as
distribuicdes genotipicas ou alélicas e dados clinicos e socio-demograficos. O grupo
de controle, que nunca fumou (sem TUT e sem alteragbes do humor), foi o grupo de
referéncia e comparado com cada um dos outros trés grupos de diagndstico. A
analise fatorial exploratoria foi utilizada para interpretar as associacdes entre os
grupos diagnésticos (transtornos do humor e TUT), polimorfismo genético e dados
sécio-demograficos e clinicos relevantes. A rotacdo Varimax dos componentes
principais foi utilizada para interpretar os dados. O numero de fatores foi baseado
nos auto-valores > 1. Todos os testes foram bilaterais e nivel de significancia de 5%.

As analises foram realizadas nos programas SPSS (versao 20) e Statistica.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

“O que vale na vida ndo é o ponto de partida e sim a caminhada.
Caminhando e semeando, no fim teras o que colher.

A verdadeira coragem é ir afrds de seus sonhos

Mesmo quando fodos dizem que ele é impossivel.”

(Cora Coralina)

Os resultados e discussdao estdao apresentados na forma de dois artigos
cientificos, sendo um publicado e outro submetido, respectivamente, a periddicos
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 Fagerstrom Test for Nicotine
Dependence (FTND) and the ASSIST scale.

Results: The STin2.12 allele (OR=245; 95% Cl = 144-4.15, p < 0.001) was associated with an increased risk for tobacco
use disorder, while the STin2.10/10 genotype (OR=0.42; 95% Cl 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

42

Page 2 of 9

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), Parand, 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 a = 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 Fagerstrom
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 (COgxy). COpxy 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 COgxyy 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 COgxy;<6 ppm,
whereas those with current tobacco use disorder had a
COgxy 2 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 1% 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
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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 COgx;; < 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 pL 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 pL 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 (y* tests) with calculation
of the Odds Ratios (OR) with a 95% confidence interval
(CI). We used bivariate logistic regression analyses to
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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% ClIs. 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-
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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

Table 1 Socio-demographic and clinical characteristics of patients with current tobacco use disorder (TUD) and never-

smokers

Variables Smokers (n=185) Never-smokers (n=175) XZ/F/ Y df p value
Age (mean =SD) 487 (£10.5) 457 (x£7.7) 9.78 1/358  p<0.002
Gender Female/male 119/66 120/55 0.73 1 0.39%4
Self-reported ethnicity

Caucasian 129 119 3.55 1 0.315
African 19 17

Asian 5 12

Others 32 27

Years of education 9.64 (+5.38) 15.98 (+4.94) 135.78 1/358  p<0.<0.001
Employment status

Employed or student versus unemployed or disability support ~ 155/30 175/0 0.293 - <0.001
Stable relationship versus other Pp0 0.109
Marital status 113/72 121/54 257 1

BMI (kg/mz) 26.6 (£5.9) 26.5 (+4.2) 0.20 1/358 0887
Mood disorders Yes/no 95/90 62/113 927 1 0.002
ASSIST sedative use risk Yes/no 14171 0/175 0.196 - <0.001
ASSIST alcohol use risk Yes/no 33/152 0/175 0.309 - <0.001
ASSIST ALL Yes/no 44/141 0/175 0363 - <0.001

Results of analyses of variance (ANOVAS: age, BMI), X2 test (ethnicity, gender, marital status, mood disorders) or Fisher exact probability test (employment status,

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.
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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% ClI I'e p

Yes No Yes No

Genotypes STin2 - 12/12 72 103 82 103 0.88 0.58-1.33 0.54 0372
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 26 159 042 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 26 245 144-4.15 11.38 < 0.001
STin2.10 99 76 97 88 0.85 0.56-1.28 0.621 0431
STin2.9* 4 171 6 179 143 040-5.17 - 0.751

OR: odds ratio with 95% Cl: confidence interval). All results of)(2 tests (df = 1), except * result of Fisher exact probability test.

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 (y2=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 (/\/2 =141.64, df=3, p<

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 BML
There was a marginal but significant association between
tobacco use disorder and employment status (Wald =
541, 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)

Table 3 Results of automatic (step-up) binary logistic regression analyses with tobacco use disorder (TUD) as
dependent variable (never-smokers as reference group) and the STin2.12 allele (regression 1) or STin.10/10 genotype
(regression 2) and the other listed variables as explanatory variables

Variables Wald df p value OR 95% ClI
Regression 1 STin2.12 allele 8.68 1 0.003 2.68 1.39-518
Mood disorders 6.51 1 0011 197 117 =332
Years of education 7298 1 <0.001 0.76 0.71 - 081
Regression 2 STin2.10/10 genotype 8.14 1 0.004 0.38 0.20 - 0.74
Mood disorders 6.64 1 0.010 1.98 118 - 334
Years of education 7299 1 <0.001 0.76 0.71 - 081

OR: odds ratio with 95% Cl: 95% confidence interval.
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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 0478 0.061 0.837
Cigarettes/day 22.28 (+1345) 185 0.120 0.987 0377 0.120 0.274
Pack-years 37.02 (£28.11) 185 0.017 0617 0.239 0017 0.247
Fagerstrom score 571 (£2.21) 185 0361 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 0612 0.658 0.630

Results are shown as mean + SD.
*p values obtained in analyses of variance (all df = 1/183) or x* tests (all df =1).

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, )f =176, df=1, p=
0.184), risk for sedative use (11/273 versus 3/73, x* = 0.00,
df=1, p=0.976) or either sedative or alcohol use risk (37/
247 versus 7/69, x> = 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, x> = 1.67, df =1,
p =0.196), risk for sedative use (3/72 versus 11/274, )(2 =
0.00, df = 1, p = 0.955) or either sedative or alcohol use risk
(7/68 versus 37/248,/\2 =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 CHRNAS5, 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].
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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; Klungseyr 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 QI192R 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 S.C6A4 gene, mapped on chromosome 17,
encodes the 5-HTT (Lesch et al., 1994) and a polymorphism in the promoter region of the
SL.C6A4 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;
Munafo 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), Parana, 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 (m?). 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 pL 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 pL of Biopur Kit specific buffer,
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 was realized with genomic DNA (100 ng) with specific primers
described by Klauck et al. (1997) as follows: forward primer —
S’TGGATTTCCTTCTCTCAGTGAATTGGS’ and reverse primer —
S’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 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. Figure 1

shows the eletroforetic profile of STin2 VNTR.

2.3. Statistical analyses

We used analyses of contingence tables (y*-test) or the exact Fisher test (with the P
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

V=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 0=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 (y*=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 (y*=24.8,

p<0.001; y* 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 TT* 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 (x*=7.26, df=1, p=0.007)
and bipolar (x’=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 (x*=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



63
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 Parana, 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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L: Ladder

389bp  STin2.12
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338bp STin2.9

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.
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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.



Table 1. Socio-demographic and clinical characteristics of patients with tobacco use disorder (TUD) and mood disorders (MOOD)

76

1. No TUD and 2. No TUD and 3. TUD and No 4. TUD and For df p-value
Characteristics No Mood (n=113) Mood(n=62) Mood(n=90) Mood(n=95) xz or ¥
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 44 (39%) 11 (18%) 43 (48%) 23 (24%) 20.29 3 <0.001
Female 69 (61%) 51 (82%) 47 (52%) 72 (76%)
Ethnicity
Caucasian 76 (68%) 43 (70%) 63 (70%) 66 (70%) 2.53%* 6 0.866
African 12 (11%) 5 (8%) 10 (11%) 9 (9%)
Asian 9 (7%) 3 (4%) 4 (5%) 10 (1%)
Mixed 16 (14%) 11 (18%) 13 (14%) 19 (20%)
Marital status
Single 16 (14%) 10 (16%) 8 (9%) 19 (20%) 6.53%* 3 0.088
Stable relationship 79 (70%) 42 (68%) 61 (68%) 52 (55%)
Divorced/separated 18 (16%) 10 (16%) 15 (17%) 20 (21%)
Widowed 0 0 6 (6%) 4 (4%)
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 113 (100%) 62 (100%) 78 (87%) 77 (81%) -0.29& - <0.001
Unemployed 0 0 8 (9%) 12 (13%)
Disability support payments 0 0 4 (4%) 6 (6%)
BMI (kg /m?) 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 (x10.1) 78.58 3/356 <0.001
TUD family history
Yes 78 (69%) 50 (80%) 78 (87%) 86 (91%) 18.07 3 <0.001
No 35 (31%) 12 (20%) 12 (13%) 9 (9%)
Family psychiatric history
Yes 36 (31%) 27 (43%) 22 (24%) 37 (39%) 7.46 3 0.059
No 77 (69%) 35 (57%) 68 (76%) 58 (61%)




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

All results of analyses of contingency tables (x> chi-square test), analyses of variance (F values) or Fisher’s exact probability test (with y 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)

78

SLC6A4 (STin2 VNTR) 1. No TUD 2.No TUD 3.TUD and 4. TUD and x df p-value
No Mood and Mood No Mood Mood
n=113 n= 62 n=90 n=95
Allelic
Variants STin2.12 83 (73%) 12 (19%) 74 (82%) 85 (89%) 14.17 3 0.003*
STin2.10 60 (53%) 39 (62%) 46 (51%) 51 (53%) 232 3 0.508
STin2.9 2 (1%) 0 3 (3%) 3 (3%) 0.89 3 0.827
Genotypes STin2.12/12 50 (44%) 22 (35%) 41 (45%) 41 (43%) 1.76 3 0.624
STin2.12/10 31 (27%) 19 (30%) 30 (33%) 41 (43%) 5.99 3 0.112
STin2.12/9 2 (1%) 1 (1%) 3 (3%) 3 (3%) 0.89 3 0.827
STin2.10/10 29 (25%) 20 (32%) 16 (17%) 10 (10%) 13.59 3 0.004*
STin2.10/9 0 0 0 0
STin2.9/9 1 0 0 0

%” indicates results of analysis of contingency tables; Allelic variants and genotypes are expressed as n and % of the different allelic variants or genotypes.



Table 3. Results of multinomial logistic regression analyses with diagnostic groups as dependent variable and STin2 alleles and genotypes as predictor

Variables.
X? df p-value Parameter estimates p-value OR 95%Cl
Alleles / genes Wald values for contrasts
STin2.12 14.17 3 0.003 1 vs2:0.64 0.425 0.76 0.39-1.49
1vs3:2.18 0.140 1.67 0.84 —3.31
1 vs 4:8.02 0.005 3.07 1.41 —-6.68
STin2.10 2.32 3 0.508 1vs2:1.56 0.212 0.67 0.35-1.26
1vs 3:0.08 0.778 1.08 0.62 —1.88
1 vs 4:0.00 0.933 0.98 0.57-1.69
STin2.12/12 1.76 3 0.624 1vs2:1.27 0.261 1.44 0.76 —2.73
1vs 3:0.04 0.852 0.95 054 -1.66
1vs4:0.03 0.875 1.05 0.60 — 1.81
STin2.12/10 5.99 3 0.112 1vs2:2.02 0.653 0.86 0.43-1.69
1vs3:0.83 0.363 0.76 0.41-1.38
1 vs 4:5.57 0.018 0.49 0.50-0.89
STin2.10/10 13.60 3 0.004 1vs2:0.86 0.354 1.38 0.70-2.72
1vs3:1.79 0.181 0.63 0.32-1.24
1vs4:7.33 0.007 0.34 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); %*: chi-square test.



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 x df p-value Wald for contrasts p-value OR 95%ClI

1. Three predictors:  161.85 9 <0.001

ST2in2.12 12.59 3 0.006

Gender 20.18 3 <0.001

Education 127.26 3 <0.001
Contrasts:
1 vs 2: 7.89 (gender) 0.005 0.34 0.16 -0.72
1 vs 3: 46.50 (education) <0.001 0.78 0.73-0.84
1 vs 4:7.32 (STin2.10/10) <0.001 0.29 0.12-0.71
1 vs 4: 4.09 (gender) 0.043 0.50 0.25-0.98
1 vs 4: 54.38 (education) <0.001 0.76 0.71 -0.82

2. Three predictors: 161.85 9 <0.001

ST2in2.10/10 13.03 3 0.005

Gender 127.18 3 <0.001

Education 20.11 3 <0.001
Contrasts:
1 vs 2: 7.80 (gender) 0.005 0.34 0.16—0.72
1 vs 3: 46.50 (education) <0.001 0.78 0.73-0.84
1 vs4:8.01 (ST2in2.12) <0.001 3.60 1.48 -8.72
1 vs 4: 4.15 (gender) 0.042 0.49 0,25-0.97

1 vs 4: 54.34 (education) <0.001 0.76 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)

v 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 x df p-value
No TUD TUD No TUD TUD
n=113 n=90 n=62 n=95
STin2.12 Allele No 30 16 20 10 2.20%* 1 0.138
Yes 83 74 42 85 11.46** 1 0.001
STin2.10/10 genotype No 84 74 42 85 1.81% 1 0.179
Yes 29 16 20 10 11.46** 1 0.001
*
TUD family history No 35 12 12 9 8.76 1 0.003
Yes 78 78 50 86 3.32%* 1 0.069

y*: chi-square test
*y’test performed in individuals without mood disorders (No MOOD)

*#*y test performed in individuals with mood disorders (MOOD)



6 CONCLUSOES

‘Sefa a mudanga que vocé quer ver no mundo.”

(Dalai Lama)

Pacientes com TUT que buscaram a cessacado do tabagismo foram,
predominantemente, do sexo feminino, com a idade média de 48,7 anos. Os
pacientes com TUT néo tiveram diferengas significativas em relagdo ao género, etnia
e IMC, no entanto, apresentaram niveis de educagado mais baixos, mais desemprego
e auxilio-doencga, relacionamentos menos estaveis, mais transtornos do humor e
maior risco do uso de alcool e sedativos, comparados com os controles nunca
fumantes. E muito dificil a obtengdo de uma amostra homogénea em um pais to
cultural e etnicamente diverso como o Brasil, mas os individuos analisados neste
estudo foram, em sua maioria, de etnia caucasoide e geograficamente da mesma
regiao (Norte do Parana).

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, ndo houve
diferencas significativas relacionadas a idade, etnia, situagdo conjugal, IMC e
histéria familiar de transtornos mentais. O grupo 4 teve predominancia de individuos
do sexo feminino, apresentou niveis de educacao mais baixos, mais desemprego e
auxilio-doencga, maior gravidade da depressao, teve mais histéria familiar de TUT,
quando comparado ao grupo1.

Nossos resultados indicam que pacientes com TUT que buscaram tratamento
em Centro de Referéncia apresentam altas taxas de comorbidade com transtornos
do humor. Nossos dados também indicam que o gendtipo STin2.10/10 esta
positivamente associado a protegdo ao TUT e a fumar menos anos € menos maco,
enquanto o alelo STin2.12 estad positivamente associado ao TUT, mas nado a
resposta ao tratamento ou a gravidade da dependéncia de nicotina ou a idade de
inicio de uso do tabaco. O alelo STin2.12 esta positivamente associado e o gendtipo
STin2.10/10 esta negativamente associado ao TUT comorbido com transtornos do
humor, sugerindo que este polimorfismo pode estar associado a ambos o0s

transtornos.



7 CONSIDERACOES FINAIS

‘Buscar o conhecimento, valorizar o saber e
_construir ideias é viver em plenitude...

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

(Deolinda Cornicelli Buosi)

Assim, a presenga do alelo 12 pode aumentar a suscetibilidade ao TUT. Por
outro lado, pode-se supor que os individuos com o gendtipo 10/10 podem apresentar
menor risco de dependéncia de nicotina, ou até mesmo ter maior sucesso na
cessagao do tabagismo, devido a uma menor eficiéncia de recaptagao de serotonina.

Os individuos com baixa concentragao de serotonina no SNC, provavelmente,
devido a presenca do alelo com a expressao elevada de 5-HTT, como STin2. 12, pode
estar ligada aos baixos niveis de serotonina em fenda sinaptica, contribuindo portanto,
no desenvolvimento da dependéncia de nicotina comodrbida com transtornos do
humor.

As implicagbes na pratica clinica desses achados incluem a oportunidade de
identificar subgrupos de individuos com TUT que pretendem parar de fumar, que
apresentam comorbidade com transtornos do humor e associagao do polimorfismo
do gene transportador da serotonina. Esta linha de pesquisa podera, no futuro,
ajudar os clinicos a individualizarem o tratamento de cessacéao de tabaco.

Pesquisas futuras deverdo estudar a associacdo do STin2 VNTR com
comorbidade entre transtornos do humor e TUT ampliando para estresse precoce de
vida, conduta suicida, transtornos de ansiedade e associagbes com alteragoes de
biomarcadores de estresse oxidativo, sindrome metabdlica e atividade inflamatoria.

Espera-se que novos tratamentos adjuvantes, tal como o tratamento com a N-
acetilcisteina (NAC), um suplemento nutracéutico, que aumementa os niveis
intracelulares de glutationa, um importante antioxidante, possa ter eficacia no
tratamento de TUT por reduzir a fissura, os comportamentos de recompensa, reduzir
sintomas depressivos, aumentar as taxas de cessagao do tabagismo, bem como
reduzir a morbidade e mortalidade, nesta populagdo de TUT comdrbido com

transtornos do humor.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE LONDRINA

I

A — Informacoées sobre a pesquisa:

'l?

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario, da pesquisa sobre “Centro de Referéncia
em abordagem e tratamento do tabagismo na rede SUS: uma analise do gene transportador de
serotonina em cessacio do tabagismo”, que tem por objetivo analisar um determinado tipo de DNA. Este
termo de consentimento ¢é para os participantes do Projeto e vocé sera esclarecido sobre a pesquisa em qualquer
aspecto que desejar. Sua participagdo ndo € obrigatdria e, a qualquer momento, voc€ podera desistir de
participar e retirar seu consentimento, sem que isso acarrete qualquer penalidade. Neste projeto nds
pretendemos investigar se determinadas regides do DNA sdo maiores ou menores entre as pessoas que fumam,
pessoas que tinham o habito de fumar e conseguiram cessar e aqueles que nunca fumaram cigarros na vida.

B — Procedimentos do Estudo:

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

C — Confidencialidade da Pesquisa

As informagdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua
participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacao.

A amostra de sangue obtida sera utilizada para obtencdo de DNA a qual apds a realizagdo deste projeto,
ficard armazenada num banco de amostra bioldgica, o qual ficara a disposi¢do para utilizagdo de outras
pesquisas sob coordenagdo e gerenciamento do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Londrina. Todos os projetos que utilizem este material posteriormente a este projeto deverdo ser submetidos ao
Comité de Etica para analise e consentimento da pesquisa a ser realizada.

A participag@o no estudo ndo acarretard custos para vocé€ e ndo havera nehuma compensacgdo financeira
adicional. Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco do coordenador do projeto
de pesquisa, podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

As pesquisadoras responsaveis Profa.Dra Sandra Odebrecht Vargas Nunes, Enf* Ma Marcia Regina
Pizzo de Castro e a Prof*. Dra. Maria Angélica Ehara Watanabe vao estudar este gene. As referidas docentes e
pesquisadora podem ser encontradas no endereco: Rod Celso Garcia Cid, Campus Universirtario da UEL, no
Departamento de Clinica Médica, Departamento de Ciéncias Patologicas e no Ambulatorio de Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Londrina, CEP: 86060-990, Tel / Fax: (43) 3371-5728.

Comité de Etica em Pesquisa — Tel 3371-2490.

D — Consentimento livre esclarecido e informado:

Eu, ,RG , declaro que estou de acordo
com as informagdes contidas neste documento, fui devidamente esclarecido pelo(s) pesquisador (es) dos
objetivos e procedimentos da pesquisa de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas dividas. Concordo em
participar voluntariamente desse estudo sendo que poderei retirar meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos no meu atendimento neste servigo.

Londrina, de , 20

Assinatura do doador:




103

APENDICE B - Questionario

AMBULATORIO DE TABAGISMO — AVALIACAO CLINICA
Instrumento Namero: | | | | Data da primeira avaliagéo: / )

Etiqueta de Identificacéo

1. Populagédo:

01.Tabagista Depressivo I:I
02. Tabagista Nao Depressivo

03. Depressivo Nao Tabagista

04. Controle Saudavel

| - Caracterizacio Sécio-demografica da clientela

Nome/Apelido:

2. Data de Nascimento: / / . 3. ldade (em anos): ...ccccoieeieiieiiiiie e I:I:I
4. Naturalidade: 5. Género: 1.Masculino 2. Feminino |:|
6. Situagao conjugal: 1. Solteiro 2. Unido estavel 3. Separado/Divorciade 4. Vilvo I:I

7.Cordapele: 1.Branca 2.Negra 3.Amarela 4.Mulata 5.Parda 6. Indigena

8. Anos de estudo: I

9. Nivel de Escolaridade: 01. Analfabeto 02, Alfabetizado 03. Fundamental incompleto
04. Fundamental Completo  05. Médio Incompleto 06. Médio Completo  07. Superior Incompleto I:I]

08. Superior Completo  09. Pds-graduacao lato sensu 10. Pés-graduacao stricto sensu

10. Reside: 1. Sozinha 2. Parceiro 3. Familia 4, Familiares &, Asilo |:|
8. Quiros

Endereco:

Municipio: CEP: Estado:

Telefone Contato: Celular: Ramal:

Il - Situacao de Trabalho 1
13. Local de Trabalho:

Enderego:

Municipio: CEP: Estado:

14. Formacao:

15. Profisséo: 16. Ocupacio:

17. Relacdo com o trabalho: 1. Formal 2. Informal 3. Auténomo 4. Servidor Plblico |:]

18. Situacgdo trabalhista: 1. Desempregado 2. Auxilio-desemprego 3. Atividade ndo Remunerada I:l
4. Atividade Remunerada 5. Auxilio-doenca 6. Estudante 7. Aposentado 8. Outro
19. Possui doenga que o afaste do trabalho: 1. sim 2. ndo D

20. Qual é a doenga?
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21. Esta doenga torna-o incapaz para o trabalho? 1.sim 2. ndo
22. No dltimo més, quantos dias ficou afastado das suas atividades laborais?
23. Qual foi o motivo/doenca?

24. No dltimo ano, quantos dias ficou afastado das suas atividades laborais?

25. Qual foi 0 motivo/doenca?

26. Esta doenca o incapacitou para as atividades domésticas? 1.sim 2. ndo
27. Teve alguma internagio geral recente: 1.sim 2. ndo

28. Por quantas vezes foi internado?

29. Quantos dias duraram cada internagao?
Ill - DADOS DE ENCAMINHAMENTO

32. Aprocuradeu-se: 1. Voluntariamente 2. Por encaminhamento médico ou clinica

O] @ﬂm an

3. Sugestao familiar 4. Sugestdo amigo 5. Sugestéo colega de trabalho
6. Qutro
IV—- ABORDAGEM E TRATAMENTO DO TABAGISTA

Histéria Pregressa da Doenga

33. (01) Vocé tem ou teve frequentemente aftas, lesdes (feridas) e/ou sangramento na boca?
33.1. Esta em tratamento? 1.8IM  2oNa0uswsmmumnnnnasasmsnamin |:|
34. (02) Vocé tem diabetes mellitus?
1.SIM 2 NAO e
34.1. Esta em tratamento? T:8Im 2 NBGuswnmanssimassasmig
35. (03) Vocé tem hipertensao arterial?
ToSIM 2. NAD it s e er e e
35.1. Esta em tratamento? T8N 2 Nabousamnsrmrasraananio
36. (04) Vocé tem ou teve algum problema cardiaco?
T8I NGB o ocaimumsnmmmrsmmsmesmim e s s i a5 i 45 3 A S S

36.1. Qual?

36.2. Esta em tratamento? 18IM 12 Na0.w st

O O OO0 00

37. (05) Vocé tem ou teve frequentemente queimagéao, azia, dor no estémago, Ulcera ou gastrite?
1. Sim 2 NEO e
37.1. Estd em tratamento?  1.8im 2 NAO........cooiviiiiiicceccee

38. (06) Vocé tem ou teve algum problema pulmonar?

TUSIM 20N Lottt ettt et e ae e |:|



39.

40.

41.

38.1. Qual?

38.2. Esta em tratamento? 18I 2 NAO s

(07) Vocé tem alergia respiratéria?

o BIMT 2 B0 ... ieseeenercarsssnsnsnnosss srasasassnnassnsases sesntotsanss nsnsssssesnssntanessnsansnsssssanss

39.1. Esta em tratamento? 1:800 2. N8O .cuvmnmsmniansimm s

(08) Vocé tem alergia cutanea?

B 1 T~ AN = T OO UUOUR TR

40.1. Esta em tratamento? 1.8mM 2 N0 oosnsmmunsansaiemains

(09) Vocé tem ou teve alguma lesao ou tumor maligno?

1 SITY. 20 INBOY i oo s e i s S e S B i

41.1. Onde (local)?

_____________ (]

41.2. Esta em tratamento? T80 2 NEG: s

[

42. (10) Vocé tem ou teve crise convulsiva, convulséo febril na infancia ou epilepsia?

43.

44.

45.

B I3 2 N =T SRRSO

42 1. Est4 em tratamento? 1:8IM 2 NE0. oo

(11) Vocé tem anorexia nervosa ou bulimia?

T.8IM 20 NAO L

43.1. Esta em tratamentio? 1:8Im 2 Nao.coomsessnnnasnsms

(12) Vocé costuma ter crises de depresséo ou ansiedade?

VolBIME 25 VB cccaisessummmm nemsmonsa oonmmssssomse sy oo sty e s S S R A TS

44. 1. Esta em tratamento? 1.8IM 2. NAO....ooe e

(13) Vocé faz ou fez algum tratamento psicolégico ou psiquiatrico?

VoMY, 2 INBID s ccmimnvmmms s sssnsnasmes s ot o8 i o3 o 5 i S i 5 58 PR B SRS R

45, 1. Esta em tratamento? 1.5iMm 2. NaO.....ccoooiiveieeeiiieen

45.2. Qual a medicagao?

(1]

45.3. Vocé jatentou suicidio? 1.Sim 2. NAO......coooiiiiiiiiii

5.4 QUANTAS VEOZEST? oot ee e e e et ee e e r e et ae e s e e e e enenan
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45.5 Métodos de tentativa de SUICIdIO..........ccoiiiiciiciiii I:'
1. Ingestao de medicamento 5. Arma de fogo
2. Ingestéo de organofosforado 6.Gas
3. Enforcamento 7. Precipitar-se de alturas
4. Arma branca 8. Precipitar-se de carro em movimento
9. Outros

46. (a) Ja fez uso de alguma medicagdo, mesmo que ndo prescrita por médico, para dormir ou se

acalmar?

1.8IM ZANA0 s s e e e B

57.

58.

46.1. Qual?

[]

50.3. SCID - Transtorno de HUMOT. ... e

0- Sem alteracdo de Humor

1- Transtorno Bipolar, tipo Maniaco

2- Transtorno Bipolar, tipo Hipomaniaco

3- Transtorno Bipolar, tipo Depressivo

4- Transtorno Bipolar, tipo Misto

5- Transtorno Depressivo Maior, Unipolar

6- Transtorno Depressivo Maior, em Remisséo
7- Transtorno Distimico

8- Transtorno de Humor, devido a uma Condicao Médica Geral
9- Transtorno de Humor, Induzido por Substancia
10- Transtormno Bipolar em Remisséo

(15) Vocé tem ou teve algum outro problema sério de salde gue nao foi citado?

1. Sim 2.Nao 57.1. Qual?

57.2. Esta em tratamento? 181N e Na G s e S

57.3. Qual?

[]

[]
]

(16) Algum medicamento em uso atual?
1.Sim 2. Néo

58.1. Qual?

[]

As perguntas 60 e 61 deverdo ser respondidas por todos os pacientes do sexo feminino. Se NAC

ir para a questéo 62.

60.

(18) Esta gravida?
1.8im 2. Nao

60.1. Quantos meses?

60.2. Numero gestacgbes

[]
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61. (19) Esta amamentando?
1.8im 2. Nao

Historia Tabagistica

62. (01) Com quantos anos vocd comegou afumar ? ...
62. (02) QUANTOS AaN0S FUMA ......cceiii e e eae e
62.(03) Quantos cigarros fuma por dia?...........coooroi e
62.(04) Anos/Mago. (nfcigarros x anos fumando/20).....................

65. (04) Quantas vezes vocé tentou parar de fumar?
1. De 1 a3 vezes 2. Mais de 3 vezes

3. Nunca tentou (seguir para a questdo 69)

66. (05) Quantas vezes vocé ficou sem fumar por pelo menos um dia?

1. Uma vez 2. Duas vezes

3. Trés vezes 4. Mais de trés vezes

107

H

[]
[]

5. Nenhuma vez

67. (06) Quais foram os motivos gue levaram vocé a voltar a fumar?(Multipla escolha)

.Bebida..........ccccooevvcveceeee ] . Estressorde Perda.............
o U - - CR— N (R - = = S————————
TENSAO. oo L] Alegria......ccooevveeiieeievee e
. INfIUBNCIA. vovvveo oo ] . Condicionamento.....

. Medo ganhar peso...............[ ] - Ansiedade........c..co.
. Sem motivo aparente............[ | - OUIO..ii

00 0oooo

68. (07) Alguma vez na vida utilizou algum recurso para deixar de fumar?

1. Nenhum 2. Apoio de profissional de saude
3. Leitura em folhetos, revistas, jornais e outros
4, Medicamento

4.1. Qual?

[]

5. Outros

69. (08) Vocé participou de algum grupo de apoio para abordagem e tratamento do tabagismo em

algum lugar?

1. Sim 2. nao

70. Fez uso de tratamento para parar de fumar (pode escolher varias) :

.bupropiona .............ccccccc.. ... ] . reposicéo com adesivo
S s ] - acuptintira,.....om s
. homeopatia ..........ccocee i, 1 . grupo terapéutico

. apoio de profissionais de salde D

. Qual?

. outros medicamentos ............

71. A dltima vez que ficou abstinente foi por quanto tempo (em meses)



72. (09) Por que vocé quer deixar de fumar agora? (Pode assinalar vérias alternativas)

. Por que esta afetando minha salde ..............ccccoeovveiiiiiiciiennnnn, ]
. Outras pessoas estdo me pressionando............c.cccoooeviiieeiiiiiinnn ]
. Pelo bem-estar de minha familia................ccoooiiiiiiiinn ]
. Estou preocupado com minha sadde no futuro..................... []
. Porque meus filhos pedem............oooiiiiiiee e ]
. Porque nado gosto de ser dependente...........c..ccccovveviiieeiinniiennn. []
o UL S anMBO0IAL i R ]
. Porque gasto muito dinheiro com cigarro ..........cocoeeeiiieiiiiiinene, ]
. Fumar € um mal exemplo para as criangas...............cccceeeiiviveennnn, ]
. Por conta das restricbes de fumar em ambientes fechados.........| ]
e OULIOS .. e ene ]

73. (10) Vocé convive com fumantes na sua casa?

1. Sim

73.1. Qual o grau de parentesco?

2. Nao

74. (11) Vocé se preocupa em ganhar peso ao deixar de fumar?

1. Sim

Escala de Tolerancia de Fagerstrom — Gravidade & Dependéncia de Nicotina

2. Nao

75. (01) Quanto tempo depois de acordar fuma o primeiro cigarro?

0. Apds 60 minutos

1. Entre 31 a 60 minutos
2. Entre 06 a 30 minutos

3. Nos primeiros 5 minutos

76. (02) Vocé acha dificil nAo fumar em lugares onde & proibido, como em igrejas, bibliotecas,

local de trabalho, shoppings, etc?

1. Sim

0. nao

77. (03) Qual o cigarro do dia traz mais satisfagao?

1.0 primeiro da manhé 0. Qutros

78. (04) Quantos cigarros vocé fuma por dia?

0. Menos de 10

1. De 11

az0

2.De 21230
3. Mais de 31
79. (05) Vocé fuma mais pela manha?

1. Sim

0. nac

[]

[]
[]

[]

[]

80. (06) Vocé fuma mesmo doente quando precisa ficar na cama a maior parte do tempo?

1.8im

0. nao

[]
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Histéria Familiar de Tabagismo em Primeiro Grau

81. Seu pai fuma ou ja fumou? 1. Sim 2. Nao I:l
82. Sua méae fuma ou ja fumou? 1. Sim 2. ndo |:|
83. Numero de irmaos? 84. Quantos irmaos fumam?
85. Namero de filhos? 86. Quantos filhos fumam®?

87. Histéria familial: 1. Positiva 2. Negativa 3. Desconhece

88. Histdria familiar de transtorne mental:  1.8im 2. Nao H

88.1. Qual familiar?

88.2. Qual transtorno mental?

Exame Fisico — Fase 0
90. Altura do paciente {m): D m |:|:|c:m 91. Peso (k}:l | I | k] | | |g

92. IMC — indice de Massa Corporea (peso/ altura?):

B PAl T T [x[ T ] FC:| | | |95.1 CircunferénciaAbdomina|:|:|:|:|

95.2 Circunferéncia Quadril: I:I:l

100. Glicemia: D:]j
102.1- Colesterol Total: D:]:I 102.2- Colesterol HDL: D:Ij

102.3- Colesterol LDL: D:D 102.4- Triglicerideos: D:Dj

ASSIST 103. (01) Na sua vida qual dessas substancias vocé ja usou (Somente uso ndo médico)

Nao Sim
103.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, cachimbo, fumo de corda ...) 0 3
103.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, destilados —pinga, uisque ...) 0 3
103.3. Maconha (baseado, erva, haxixe ...) 0 3
103.4. Cocaina, crack (pd, pedra, branquinha, nuvem ...) 0 3
103.5. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy ( bolinhas, rebites ...) 0 3
103.6. Inalantes (cola de sapateiro, cheirinho-da-lold, tinta, gasoclina, éter ...} 0 3
103.7. Hipnoticos e sedativos (remedios para dormir, diazepan, lorax ...} 0 3
103.8. Drogas Alucindgenas (como LSD, acido, cha-de-lirio, cogumelos...) 0 3
103.9. Opioides (heroina, morfina, metadona, coldeina ...) 0 3
103.10. Outros, Especificar : 0 3

Se NAO em todos os itens questionar “Nem mesmo quando vocé estava na escola?”.
Se NAO em todos os itens, pare a entrevista e va para a questdo 111.
Se SIM para alguma droga, prossiga para a questdo 104 para cada droga usada.

1]



104. (02) Durante os trés Gltimos meses, com que frequéncia vocé utilizou essa(s) substancia(s)

que mencionou?

Nunca laz Mensalmente | Semanalmente | Diariamente ou
vezes guase todo dia

104.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, 0 2 3 4 £
cachimbo, fumo de corda ...)
104.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, 0 2 3 4 6
destilados — pinga, uisque ...)
104.3. Maconha (baseado, erva, haxixe ...)
104.4. Cocaina, crack (pd, pedra, branquinha,
nuvem ...)
104.5. Estimulantes como anfetaminas ou 0 2 3 4 6
ecstasy ( bolinhas, rebites ...)
104.6. Inalantes (cola de sapateiro, cheirinho-da- 0 2 3 4 6
lold, tinta, gasclina, éter ...)
104.7. Hipnéticos e sedativos (remedios para 0 2 3 4 6
dormir, diazepan, lorax ...)
104.8. Drogas alucinégenas (como LSD, acido, 0 2 3 4 G
cha-de-lirio, cogumelos...)
104.9. Opidides (heroina, morfina, metadona, 0 2 3 4 6
coldeina ...)
104.10. Qutras, Especifica 0 2 3 4 6

Se NUNCA em todos os itens da Questio 104, v para a questio 111.

Se SIM para alguns destes itens prossiga respondendo as questées 105 a 110.
105. (03) Durante os trés Gltimos meses, com que frequéncia vocé teve um forte desejo ou

urgéncia em consumir? (Primeira droga, depois a segunda droga, eic)

Nunca |1a2 Mensalmente | Semanalmente | Diariamente ou
vezes quase todo dia

105.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, 0 3 4 5 6
cachimbo, fumo de corda ...)
105.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, 0 3 4 5 6
destilados — pinga, uvisque ...)
105.3. Maconha (baseado, erva, haxixe ...)
105.4. Cocaina, crack (pd, pedra, branquinha,
nuvem ...)
105.5. Estimulantes como anfetaminas ou 0 3 4 5 6
ecstasy ( bolinhas, rebites ...)
105.6. Inalantes (cola de sapateiro, cheirinho-da- 0 3 4 5 6
lolg, tinta, gasoclina, éter ...)
105.7. Hipnéticos e sedativos (remédios para 0 3 4 5 6
dormir, diazepan, lorax ...}
105.8. Drogas alucinégenas (como LSD, acido, 0 3 4 5 6
cha-de-lirio, cogumelos...)
105.9. Opidides (heroina, morfina, metadona, 0 3 4 5 6
coldeina ...)
105.10. Qutras, Especifica Q0 3 4 5 6
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106. (04) Durante os dltimos trés meses com que frequéncia o seu consumo de (Primeira droga,

depois a segunda droga, etc) resultou em problemas de salde, social, legal ou financeiro?

Nunca [1a2 Mensalmente | Semanalmente | Diariamente ou
vezes quase todo dia
106.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, 0 4 5 6 7

cachimbo, fumo de corda ...)

106.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, 0 4 5 6 7
destilados — pinga, uisque ...)

106.3. Maconha (baseado. erva, haxixe ...) 0

106.4. Cocaina, crack (pd, pedra, branquinha, 0

nuvem ...)

106.5. Estimulantes como anfetaminas ou 0 4 A 6 7

ecstasy ( bolinhas, rebites ...)

106.6. Inalantes (cola de sapateiro, cheirinho-da- 0 4 5 6 7
lold, tinta, gasolina, éter ...)

106.7. Hipndticos e sedativos (remédios para 0 4 5 6 7
dormir, diazepan, lorax ...)

106.8. Drogas alucinégenas (como LSD, acido, 0 4 5 6 7
cha-de-lirio, cogumelos...)

106.9. Opidides (herolina, morfina, metadona, 0 4 5 6 7
coldeina...)

106.10. Cutras, Especifica 0 4 5 6 7

107. (05) (Durante os trés Ultimos meses, com que frequéncia por causa do seu uso vocé deixou
de (Primeira droga, depois a segunda droga,etc) vocé deixou de fazer coisas que eram

normalmente esperadas por vocé?

Munca |[1a2 Mensalmente | Semanalmente | Diariamente ou
vezes quase todo dia
107.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, 0 5 [ 7 8

cachimbo, fumo de corda ...)

107.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, 0 5 6 7 8

destilados — pinga, uisque ...)

107.3. Maconha (baseado, erva, haxixe ...) 0 5

107.4. Cocalna, crack (pd, pedra, branquinha, 0 5

nuvem ...)

107.5. Estimulantes como anfetaminas ou 0 A 6 7 8
ecstasy ( bolinhas, rebites ...)

107.6. Inalantes (cola de sapateiro, cheirinho-da- 0 g5 6 7 8
lolé, tinta, gasolina, éter ...)

107.7. Hipnoticos e sedativos (remédios para 0 5 [ 7 8
dormir, diazepan, lorax ...)

107.8. Drogas alucinégenas (como LSD, acido, 0 5 6 7 8
cha-de-lirio, cogumelos...)

107.9. Opidides (heroina, morfina, metadona, 0 5 6 7 8

coldeina..)

107.10. Qutras, Especifica 0 5 6 7 8




108. (06) Ha amigos, parentes ou outras pessoas que tenha demonstrado preocupagédo com seu

uso de (Primeira Droga, depois a segunda droga, etc)?

NAQ, Nunca | SIM, mas n&o nos SIM, nos Gltimos
dltimos 3 meses 3 meses

108.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, cachimbo, fumo de 0 3 6
corda...)
108.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, destilados —pinga, Q0 3 6
uisque ...}
108.3. Maconha (baseado, erva, haxixe ...)
108.4. Cocalna, crack (po, pedra, branquinha, nuvem ...)
108.5. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy
{bolinhas, rebites ...)
108.6. |nalantes (cola de sapateiro, cheirinho-da-lold, tinta, 0 3 6
gasolina, éter ...}
108.7. Hipndticos e sedativos (remédios para dormir, diazepan, 0 3 6
lorax ...)
108.8. Drogas alucinégenas {como LSD, acido, cha-de-lirio, 0 3 6
cogumelos...)
108.9. Opidides (heroina, morfina, metadona, coldeina ...}
108.10. Cutras, Especifica 0 3 6

109. (07) Alguma vez vocé ja tentou controlar, diminuir ou parar o uso de (Primeira droga, depois

a segunda droga, etc)?

NAO, Nunca | SIM, mas nd&o nos SIM, nos (ltimos
(ltimos 3 meses 3 meses

108.1. Derivados do tabaco (cigarro, charuto, cachimbo, fumo 0 3 6
de corda ...)
109.2. Bebidas alcodlicas (cerveja, vinho, destilados — pinga, 0 3 6
uisque ...)
109.3. Maconha (baseado, erva, haxixe ...) 0 3 6
108.4. Cocaina, crack (pé, pedra, branquinha, nuvem ...)
108.5. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy
{bolinhas, rebites ...)
108.6. Inalantes (cola de sapateiro, cheitinho-da-lolé, tinta, 0 3 6
gasolina, éter ...)
109.7. Hipndticos e sedativos (remédios para dormir, 0 3 6
diazepan, lorax ...)
109.8. Drogas alucinbégenas (como LSD, acido, cha-de-lirio, 0 3 6

cogumelos...)

109.9. Opiodides (heroina, morfina, metadona, coldeina ...)

108.10. Cutras, Especifica
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110. (08) Alguma vez vocé ja usou drogas por injecéo? (Apenas uso ndo médico)
0. NAO, Nunca I:I
3. SIM, mas néao nos Gltimos 3 meses
2. SIM, nos dltimos 3 meses

1101 PONUAGAD — HAMMON. s civi0 svasiasisriseanssssnass sasnnnsasisias annssssassss sobnssoosarnnesssasras iass

110.2 Pontuagéo - Tabaco
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

110.3 Pontuacéao — Bebidas alcodlicas
1.0-10 2.11-26 3. 27 ou mais

110.4 Pontuacéo - Maconha
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

110.5 Pontuagéao — Gocaina, crack
1.0-3 2 4-26 3. 27 ou mais

110.6 Pontuagao - Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

110.7 Pontuagao - Inalantes
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

110.8 Pontuagao — Hipndticos e sedativos
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

110.9 Pontuagao — Drogas alucinégenas
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais
110.10 Pontuagao — Opidides
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

110.11 Pontuacao — Outras
1.0-3 2.4-26 3. 27 ou mais

O 0O 0O o O DDDDH

137. Sessoes Terapéuticas

Situacao Paciente (Sit Pac.)
1. Fumante 2. Nao fumante 3. Nao compareceu
4. Lapso recaida 5. Lapso abstinéncia 6. Abandono

Tratamento (Tratam.)

01. Grupo 02. Grupo+adesivo 03. Grupo+goma

04. Grupo+adesivo+goma 05. Grupo+bupropriona  06. Grupo+bupropriona+adesivo
07. Grupo+bupropriona+adesivo+goma 08. Grupo+bupropriona+goma
09. Grupo+ISRS 10. Grupo+ISRS+adesivo  11. Grupo+ISRS+goma

12. Grupo+ISRS+goma+adesive 13. Grupo+nortriptilina 14. Grupo+nortriptilina+goma

15. Grupo+nortriptilina+adesivo  16. Grupo+nortriptilina+adesivo+goma
17. Nenhum 18. Grupo + outro 19. Outro
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Monéxido de Carbono exalado (CO exal) - PPM e %

114

Sit.Pa |Tratam. |  CO exal Sit.Pa |Tratam. CO exal

c. % ppm & % ppm
avatiagao [T | [T (] 1] [T Jesess2e | (I | LT[ LI
1sessio || (|1 CT]ese= | O | O OO
2sessio [T [T |1 CTmsee= | (OO T
ssessio T [T |1 L™ | O | (OO T
asessio [T 1 [T |1 [T | O |10 1]
ssessio | T || [T ]| [T [T Jmse= | O | O[] 1
esessie OO C™ > | O | OO 1
pemds IO OO e | OO | OO L1 1
8Sessao [T [[[ T | 17 Sess. D

LHLI0T]

139.1 Dosagem IL-6 — Fase 0; | | |I | |

139.2DoségemdaPCR-Fase0:| T 1T 1

L]

139.3. 5 HTT — Polimorfismo — Fase O:

12-12
12-10
10-10
9-12
9-10
9

1:
2.
3.
4.
5.
6. 99

139.4 TNF a - Fase 0:

([ T]

139.5 IL- 1 - Fase 0O: |

[ JL] ]

139.6 IL- 4 - Fase 0: |

139.7 IL- 10 - Fase D:l

N

139.8 Potencial Antioxidante Total Plasmatico — (TRAP) - Fase 0: | | | I
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139.9 Dialdeido Malénico (MDA) - Faseo: | | |.[ [ |

139.100xid0Ni1riC0(NO)—FaseO:| I | | I |

139.11 Hidroperéxidos Lipidicos (FOX) - Fase 0: D:] |:|:|

139.12 Produtos Avangados de Proteinas Oxidadas (AOPP) - Fase 0:| | | | | | |

139.13 Hb A1c - Fase O: | | I | I |

139.14 al glicoproteina acida - Fase 0: I | I | | I

139.15]nsu|ina—FaseO:| I | | | |

139.16 Gama GT - Fase 0: I:l:l:l:'

139.17 Acido trrico - Fase 0: | | | I | |

139.18 Fibrinogénio - Fase 0: | [ | | | |

139.19 Homocisteina — Fase 0: | | I | | |

139.20 Eletroforese Proteina — Fase 0: D |:|:' g/dl

MmO

139.21 Hemograma Anemia — Fase 0: 1- Normal 2- Alterado I:l

139.22 Hemograma Infecgao — Fase 0: 1- Normal  2- Alterado |:|
139.23 VHS - Fase 0: [TT11

139.24 Hepaiite B — Fase 0: 1- Reagente  2- Nao Reagente [:I
139.25 Hepatite C — Fase 0: 1- Reagente 2- Nao Reagente |:|

139.26 HIV — Fase 0:  1- Reagente 2- Nao Reagente |:|

139.27 TGO — Fase 0: E[jjj
139.28 TGP — Fase 0: [Djj
139.29 Creatinina — Fase 0: |:E|I|
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139.30 Funcac Pulmonar - fase 0:

CVF:Djm\fF%:l:[lj VEF: DD VEF]%:D:DVEFJCVF: |:|:|:|

ov: [ [ Jovee T T ] wmf [T Jmm wwme] T T Jer[ [ T]
s

268.1 Dosagem IL-6-Fase1: | | |.[ | |

268.2 Doség;em PCR-Fase t: [T | | [ [ | |

268.4 TNF a — Fase 1: D:D:]

26851-1-Faset: [ [ |, [ | |

268.61L-4-Faset: | | |, | | |

268.71L-10-Faset: || |, | | |

268.8 Potencial Antioxidante Total Plasmatico — (TRAP) -Fase 1:[ [ [ |.[ | |
268.9 Dialdeido Malénico (MDA) - Fase1: [ [ || [ |

268.10 Oxido Nitrico (NO) - Fase 1: | | | . [ | |

268.11 Hidroperéxidos Lipidicos (FOX) - Fase1: | | | [ | |

268.12 Produtos Avangados de Proteinas Oxidadas (AOPP) -Fase1:| | | || | |

268.13HbAlc-Fase1: | | | | | |

268.14 a1 glicoproteina acida - Fase 1: | | | | | |

268.15[nsulina—Fase1:| | | | | |

268.16 Gama GT - Fase 1: |:|:|:|:]

268.17 Acido trico- Fase 1:[ | | | | |
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268.18 Fibrinogénio - Fase 1: I | | | | |

268.19 Homocisteina — Fase 11 | | | | |

268.20 Eletroforese Proteina — Fase 1:|:| I:D g/dl
(1.0

268.21 Hemograma Anemia — Fase 1: 1- Normal  2- Alterado |:|

268.22 Hemograma Infecgéo — Fase 1: 1- Normal ~ 2- Alterado D
268.23 VHS - Fase 1: [T 11

268.24 Hepatite B — Fase 1: 1- Reagente  2- N&o Reagente I:'
268.25 Hepatite C — Fase 1.  1- Reagente 2- Nao Reagente I:I

268.26 HIV — Fase 1:  1- Reagente 2- Nao Reagente |:|

268.27 TGO — Fase 1: D:Dj
268.28 TGP — Fase 1: Djjj
268.29 Creatinina — Fase 1: D:I:'

268.30 Fungéo Pulmonar - Fase 1:

0l ot LT [LT]

cv | CVF%: VEF: VEF%: VEF/CVF:

[T wel[ [T Jwm vwwel T T ]er[ TT]

ov: [ | | cves:

I's
269. Exame Fisico — Fase 1:

1.Alturad0paciente:|:| m|:|:| cm 2. PeSO'l | | |K| | | I g

3. IMC - indice de Massa Corpérea (peso/ altura?): ED:D
ara [T T 0« (T sre: (1T
9. Gircunferéncia Abdominal: |:|:I:| 10. Triglicerideos: ED:D

11. Colesterol Total: |:|:|:| 12. Colesterol HDL: D:I:'

13. Colesterol LDL: EEI:' 14. Glicemia; |:|:|:|
15. Circunferéncia Quadril: D:l:]




ANEXOS
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ANEXO A- Parecer CEP - Aprovacao do Projeto de Pesquisa

J“ Linive reidade
i e

Fasacliual de Londrina

Cem Tl D E TSRS CaPERT A

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

[Parecer CEP/UEL: 037/20711

CAAE: : 0014.0.268.268-11 i ’ "
Prosagsa: 287312011 Londrina, 05 de maio de 2011.

Folha de Rosto: 402088

Pesquisador(a): Marcia Regiﬁ_é_Pizi_o de Castro
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O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as crientagdes da Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“CENTRO DE REFERENCIA EM ABORDAGEM E TRATAMENTO DO TABAGISMO
NA REDE SUS: uma anilise do gene transportado de serotonina em cessaciio do
tabagismo”

Situacdo do Projeto; APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocorra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar aoc CEPAUEL relatério final da
pesquisa. ) ;

-Atenciosamente,

N

Profa. Dra. Alexandrina Aparegida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina
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