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DOPAC- Acido dihidroxifenilacético

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EMCDDA - European Monitoring Centre for Drugs and Drug Adio
HapMap - Haplotype Map

HIV - Human immunodeficiency virus

HTP - Hidroxitriptofano

5-HT - Serotonina

5-HTT - Transportador da serotonina

LSD - Dietelamida do acido lisérgico

MAO - Monoamina oxidase

NAcb - Nacleo Accumbens

NAChR - recetores nicotinicos da acetilcolina

NE - Norepinefrina

NET - Transportador da norepinefrina

pb — pares de bases



Abreviaturas
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RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism
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SDS- Dodecil sulfato de sédio

SNC - Sistema Nervoso Central

SNPs- Single Nucleotide Polymorphisms
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TAE - Tris-Acetato-EDTA

TBE - Tris-Borato-EDTA

TH - Tirosina hidroxilase

TPH - Triptofano hidroxilase
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UV - Ultravioleta

VNTRSs - Variable Number of Tandem Repeats
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Resumo

Resumo

O aumento da prevaléncia da toxicodependéncia &l miundial tem vindo a
revelar-se cada vez mais preocupante para a sdeiedpara o proprio individuo. Esta
representa um grave problema social, quer pelas @rsequéncias ao nivel de saude
publica quer pela criminalidade associada. A taégendéncia traduz-se basicamente
numa dependéncia fisica e psicoldgica resultanteodsumo excessivo e repetido de
substancias licitas ou ilicitas. Estudos de epidlEmia genética demostram que a
componente genética contribui para o desenvolvimelat dependéncia da nicotina,
alcool e drogas, com uma hereditariedade estimada 80% a 60%.

O sistema de recompensa, nomeadamente sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico e noradrenérgiceém sido implicados na etiopatogenia das
toxicodependéncias. Contudo, o papel dos polimod&s/NTR 40 pb no gene SLC6A3, 5-
HTTLPR no gene SLC6A4 e o polimorfismo G1287A nog@&LC6A2, na etiologia
das toxicodependénciaspermanece por esclarecer, particularmente na acjuol
portuguesa. Assim, face a grande heterogeneidatleack genética que caracteriza as
toxicodependéncias pretende-se investigar uma @alegdsociacdo entre os genes mencionados
e as toxicodependéncias na populacéo portuguese, amnostra de doentes alcodlicos do sexo
masculinocom e sem historial de drogas licitas ou ilicitas

Em relacdoao polimorfismo VNTR de 40 pb do ge®:C6A3, os resultados
obtidos revelaram associacdo quer para o alcoolghe 11,308; df= 3; p= 0,013)
quer para a dependéncia de drogas ilick&s {,456; df= 2; p= 0,024). Por outro lado
nao foi detetada associacdo entre o gAIE6A3 e a dependéncia tabagica. No seu
conjunto, os resultados obtidos parecem sugeriroggeneS.C6A3 desempenha um
papel importante na etiologia do alcoolismo e dgseddéncias de drogas ilicitas.

Com o intuito de identificar genes de susceptibdie, investigou-se também o
polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 na etiologiasddependéncias a drogas
ilicitas e licitas, e os resultados obtidos na@leaam associacéo quer para o alcoolismo
quer para a dependéncia a drogas ilicitas. Contushoa associacdo entre o
polimorfismo 5-HTTLPR do gene SLC6A4 e a depend@nabagica foi obtid&Xx*=
7,390; df =2; p= 0,025) sugerindo que o polimorfismo 5-HTTLPR podera
eventualmente ser um fator de risco para a deperaé@abagica na populacéo

portuguesa.



Resumo

Em relacdo ao gene&S.C6A2, a analise estatistica revelou diferencas
estatisticamente significativas entteamostra de doentes alcodlicos versus a amostra de
controlospara a distribuicdo genotipici’e 15,609; df= 2; p= 0,000ntre a amostra de
doentes alcodlicos com e sem historial de tabagigmaoa a distribuicdo genotipic(é(2=
40,094; df= 2; p= 0,000¢ para a distribuicéo aIéIicé(?(= 10,575; df= 1; p= 0,001)
Resultados negativos, quer para o genotipo, quer @aalelo foram obtidos para a analise
referente a dependéncia de drogas ilici@s. resultados obtidos permitem inferir que o
polimorfismo G1287A desempenha um pap®ehor na etiologia quer do alcoolismo
quer da dependéncia tabagica na populacao portugues

A investigacdo desenvolvida permitiu identificatofes de susceptibilidade
genética para a etiologia das toxicodependénciastriobuto este que podera ter
repercussées quer ao nivel da prevencdo e idextific de individuos em risco,

permitindo desta forma a diminuicédo de vitimasakécbdependéncia.

Palavras Chave: Toxicodependéncia; Drogas licitas e ilicitas; Gien¢
Sistema de Recompensa, Genes SLC6A3, SLC6A4, SLC6A2
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1. Introducéo

1.1 Consideracdes gerais das toxicodependéncias

A toxicodependéncia traduz-se basicamente numandépeia fisica e psicoldgica
resultante do consumo excessivo e repetido de&ndias psicoativas, nomeadamente drogas
sintéticas ou naturais, sendo o seu consumo baitiéicito. As drogas psicoativas podem ser
classificadas como drogas psico-estimulantes (oacanfetaminas, nicotina), drogas
analgésicas (heroina, morfina), drogas alucinogén(isSD, cannabis) e drogas
depressivas (alcool, benzodiazepinas) (Gold & Gre#d10). Estas substancias
caracterizam-se pelo efeito toxico no organismetaaido principalmente o sistema nervoso
central (SNC), com repercussdes na libertagdo derstis neurotransmissores (Clapp et al.,
2008). As toxicodependéncias tornaram-se num ggaeblema social, quer pelas suas
consequéncias, ao nivel da saude publica quercpefenalidade a ela associada, elevando
drasticamente os indices de morbidade e mortalid&teg, 2001; Klotz et al., 2007).
Relacionados com estes problemas estdo os enousEs socioecondmicos, envolvidos nos
tratamentos de desintoxicacdo e de patologias iadsscao consumo de substancias (1.D.T.,
2011; Degenhardt & Hall, 2012; Teesson et al., 20E&tima-se que aproximadamente 230
milhdes de pessoas, 5% da populacdo mundial a@ultee os 15-64 anos), facam uso regular
de qualquer tipo de droga ilicita, segundo o relatdundial da Secretaria das Na¢cBes Unidas
para a Prevencdo da Droga e Controlo do Crime (UBICID12). De entre todas as substancias
psicoativas @&annabis € a droga mais consumida em todo o mundo (5% plalggio), seguida
pelas anfetaminas (1,2%),eostasy (0,6%), os opiaceos (0,5%) e a cocaina (0,4%) (DO
2012). Cerca de 100 mil a 250 mil 6bitos registadosmundo resultaram do consumo de
drogas ilicitas.

De entre as substancias licitas, o alcool liderandi@mente as taxas de
consumo, seguido pelo tabaco. Em 2004, a Orgamizsicddial de Saude estimou 2
bilibes de consumidores de alcool em todo o mueda) um registo global de 2,5
milhdes de mortes anuais a nivel global, represdntaerca de 3,8% de todas as mortes
mundiais (WHO, 2004; WHO, 2011). Relativamenteawato, um bilido da populacao
mundial com idade compreendida entre os 15-64 énfusnadora. Anualmente seis
milhdes de pessoas morrem pelo uso ou exposicdabaco (WHO, 2010; Bierut,
2011).

Na Unido Europeia (EU) existem dois milhées dedosependentes dos quais
metade se injetam. O consumo de drogas por injeg#n veiculo crucial de infe¢cdes

transmitidas por via sanguinea, tais como, o VIBASIle a hepatite C e B. A
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toxicodependéncia na Europa é responsavel pelamer6500 a 9000 pessoas por ano,
resultado de overdose. Tal como se verifica a nfughdial, na UE é aannabis que
lidera os indices de prevaléncia com mais de 7Baesd de pessoas adultas europeias,
seguida da cocaina (14,5 milhdes), anfetamina$ (hilhdes),ecstasy (11 milhdes) e
opiaceos (1,3 a 1,4 milhdes) (EMCDDA, 2011). Na Edistam-se os indices mais
elevados do consumo de alcool, com repercussoesssapie se traduzem em atos de
violéncia, vandalismo, crime, problemas familiagesxclusdo social, sendo os jovens e
os individuos do sexo masculino os mais afetadebr(Ret al., 2006; WHO, 2010).

Em relacédo ao tabaco, um terco da populacédo ear@pkimadora e para além
dos problemas de salude associados aos habitosctahagste vicio mata mais de 650
mil fumadores europeus e 79 mil fumadores-pasgvosno (EMCDDA, 2011; WHO,
2011).

Em Portugal, tal como no resto do mundo, a toxipeddéncia esta a adquirir
contornos inquietantes e a tomar proporgdes aldana@s resultados dos ultimos anos
apontam para um aumento a nivel nacional do consient@abaco, do alcool e de drogas
ilicitas com o predominio daannabis (8,8%), estimulantes (3,4%) e LSD (dietelamida
do acido lisérgico) (2%) (1.D.T., 2010). Os conssnmue varias substancias iniciam-se
cada vez mais cedo, assistindo-se a um aumentcaddade, e apesar das alteragbes
verificadas ao nivel do sexo, continuam a ser dwituos do sexo masculino que mais
consomem. Verifica-se assim um agravamento dacsitu@m termos de risco ou
ameaca para a saude e bem-estar dos jovens. Papugsenta um dos maiores indices
de consumo de alcoger capita do mundo, situando-se no décimo segundo lugar a
nivel mundial (WHO, 2004). Salienta-se que aproxiamente um milh&o e oitocentos
mil portugueses sdo bebedores excessivos ou dogletasicos cronicos, colocando
Portugal como o segundo maior consumidor na Uni@oogeia (WHO, 2004).
Atualmente, mais de 60% dos jovens com idades aengidas entre os 12 e os 16
anos e mais de 70% acima dos 16 anos, consometarragate bebidas alcodlicas

No ambito do tabaco, a parcela superior dos funesdtembém é do sexo
masculino (27,6%). O tabagismo é responsavel pdr @@ cancros pulmonares e é um
fator de risco para acidentes cerebrovascularesgques cardiacos mortais (WHO,
2011).

Os fatores ambientais, tais como a disponibilidadgabaco, alcool e drogas,

participam de uma forma crucial em cada fase derdedvimento da dependéncia, mas
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a acessibilidade a uma substancia é relativameaite significativa na iniciacdo do uso
da mesma (Bierut, 2011).

Estudos familiares, de gémeos e de adocdo denamstréambém que a
componente genética contribui para o desenvolvimelat dependéncia da nicotina,
alcool e drogas, com uma hereditariedade estimatia 80% a 60% (Bierut, 2011;
Enoch, 2012). A dependéncia de drogas licitasc#ai apresentam uma significativa
complexidade e heterogeneidade, nas quais estdoangs interacdes gene-gene e
gene-ambiente (Enoch, 2012Apesar das estratégias de prevencdo e tratamento
atualmente disponiveis, o reforco de medidas devepgdio e combate as
toxicodependéncias e as suas consequéncias derastado fundamentais, pelo que é

imperativo efetuar estudos a nivel genético.
1.2 Efeitos fisioldgicos das toxicodependéncias

As toxicodependéncias traduzem-se em alteracbes m®CeSSOS
comportamentais, cognitivos e fisioldgicos do orgiano, que variam consoante o tipo
de substancia e com o tempo de exposicdo a mesmdrofyas psico-estimulantes
caracterizam-se por provocar alteracfes nos progesgnitivos, induzem a euforia,
aumentam a actividade motora e diminuem a fadigaziedo a necessidade de sono e
apetite. As drogas analgésicas, tal como o seuiprdapme indica, induzem um efeito
analgésico (eliminam a dor) e um efeito hipnétaanijento da sonoléncia) (Salzman &
Micheels, 2010). Por outro lado, as drogas alu@nams distorcem o0s sentidos,
nomeadamente a visao e a audicdo, resultantesideagldes, podendo levar ao estado
de psicoses. Entre as drogas depressivas destacasmaior relevancia o alcool, que
diminuem e inibem as atividades cerebrais.

A primeira fase da etapa do consumo das drogasiomam@s, caracteriza-se
pela auséncia de efeitos negativos, apresentaneltasyefeitos de refor¢co positivo
como efeitos de estados euféricos e estimulant@gn® o uso repetido destas drogas
traduz-se em efeitos de reforco negativo, prinolgalte sintomas depressivos,
descontrolo e falta de coordenacdo motora (LevitO2@reese et al., 2011). Ambos
estes reforcos sdo responsaveis por desencadearerestado de neuroadaptacao
cerebral, que se traduz em alteracdes adaptativ&NE (Yin, 2008), que conduzem a
um estado de dependéncia (Cami & Farré, 2003). perdincia é normalmente

manifestada pela tolerancia a droga, que se tradom necessidade de consumo de
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doses cada vez mais elevadas, até se tornaremtrimiéwris, para obter o efeito
desejavel (Hyman & Malenka, 2001) e pelos sintodgabstinéncia que se manifestam
depois de uma interrupcdo imprevista do consumo d#germinada droga,
desencadeando diversos efeitos fisiolégicos, noameadte alucinacbes e crises
convulsivas (Cami & Farré, 2003). A crise de aléstoia do alcool pode levar a
sintomas de abstinéncia mais intensa e complicagasg traduzem geralmente no
estado dedelirium tremens (Saddichha et al., 2008). Este estado caracteezaima
situacdo extrema de embriagues que leva a condigéesremores, convulsdes,
alucinacdes e crises de ansiedade no individuosAgigum tempo de abstinéncia,
surgem as recaidas acompanhadas de um desejooimtengrocura e um consumo
excessivo e incontrolavel das substancias (Be2ké8).

O abuso do alcool e das drogas esta relacionadoebeitnos de recompensa e
reforco causado pelo uso repetitivo da substamd@ugsa set al., 2009). O consumo
destas substancias conduz ao desenvolvimento deerad patologias, sobretudo
doencas cardiacas, neurolégicas, respiratoriasieaiidgicas (Rehm et al., 2009).

1.3 Sistema de recompensa e neurobiologia das tmdependéncias
1.3.1 Sistema de recompensa

A procura e 0 consumo compulsivo das substanciasgis/as e da alimentacao
sao resultado do comportamento dos sentimentosaderpe recompensa mediados pelo
sistema de recompensa. Este incluiu varios sistem@s neurotransmissores,
nomeadamente o sistema serotoninérgico, noradieaggabaérgico, glutamatérgico e
particularmente o sistema dopaminérgico (Vangeletna., 2008; Tomkins & Sellers,
2001). A area tegmental ventral (VTA), o nuclaecumbens (NAcb), o cértex pre-
frontal (figura 2) (Chen et al., 2010), incluindcsistema mesolimbico dopaminérgico
(Vangeliene et al., 2008), s&o as principais astagtcerebrais envolvidas no circuito de
recompensa. Este sistema esta implicado na reguths@omportamento emocional e
inclui uma area que é responsavel pela procurastemdos causadores de prazer
(Gonzales et al., 2004), denominada de sistemaad®npensa cerebral. Este sistema
também assegura comportamentos fundamentais pasobeevivéncia humana,

nomeadamente a alimentacao.
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Cortex pré-frontal

Figura 2: Areas do SNC envolvidas no sistema de recompargaindo a via mesolimbica

dopaminérgica. Adaptado de Tomkins & Sellers (2001)
1.3.2 Sistema Dopaminérgico

O sistema dopaminérgico nigro-estriatal, originate substancia nigra do
mesenceéfalo, projetando-se para o estriado dostalemvolvido no controlo motor. O
sistema mesolimbico que tem a sua origem na VTéjef@ 0S seus neurdnios para
véarias partes do sistema limbico, incluindo a arideyd hipocampo, o cortex ventral e
o NAch, desempenhando um papel importante nosfesforcados de certos tipos de
estimulos, nomeadamente no comportamento emoci@®l.corpos celulares dos
neurénios do sistema dopaminérgico mesocorticahlitam-se também no VTA,
projetando 0s seus axonios para o cortex frontefado fungbes cognitivas, como a
formacdo de memodrias de curto prazo, motivacdocercad (Soderpalm & Ericson,
2011). A disfuncédo do sistema dopaminérgico esfdidada em multiplos disturbios
tais como a esquizofrenia, a doenca de Parkinsdepandéncia de drogas e o disturbio
do défice de atencéo e hiperactividade (Hahn & &1gk002; Zhu & Reith, 2008).
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Estriado

Cortex pré-frontal ) Via dopaminirrica sigrs-etriatal

. Via dopaminirgica mesocsrtial

Via depasinrgica paberoisSmdibular
Substancia

. @ Vo dpaminirrica mestimbica
nigra

Niicleo
accumbens Area tegmental

ventral

Amigdala

Figura 3- Representacdo das vias dopaminérgicas. Adaptadgrdan et al. (2006).

O neurotransmissor dopamina (DA) pertence a fardédgmcatecolaminas. Além
da DA, essa familia inclui a norepinefrina e a dogaalina. Como o proprio nome
indica, a estrutura basica das catecolaminas imoiugrupo catecol e um grupo amina
(Nagatsu, 2006). A sintese da DA ocorre particudgntien nos neurdnios dopaminérgicos
da substancia nigra do mesencéfalo, a partir dairtié, que € o aminoacido precursor
de todas as catecolaminas. A primeira etapa dessimta DA consiste na conversao da
tirosina a dihidroxifenilalanina (dopa) por acdoetezima tirosina hidroxilase (TH). A
proxima e Ultima etapa traduz-se na conversao @e @ DA pela enzima dopa
descarboxilase (DDC). Posteriormente a sua sintes#oplasma do neurénio, a DA é
transportada para o interior das vesiculas sireggtipermanecendo armazenada até a
sua libertacdo. Este transporte € mediado pelsgatador vesicular que permita a
troca de protbes para o exterior da vesicula, emiquefetua o transporte simultaneo da
DA para o interior da vesicula, contra o seu gradiele concentracdo (Elsworth &
Roth, 1997). Com o impulso nervoso, os canais dtdocéCa™), abrem e o influxo
deste catido promove a fusdo das vesiculas queanara a DA com a membrana pré-
sinaptica do neurénio dopaminérgico, libertand@w sontetdo para a fenda sinaptica.
Uma vez livre, a DA pode ligar-se aos seus recgttyealizados na membrana do
neurénio pos-sinaptico, e aos seus auto-recetaressq localizam no terminal do
neurénio pré-sinaptico, diminuindo a sintese deri@feurdnio e consequentemente a
libertacdo de dopamina.

As diversas acoes fisiolégicas da dopamina sdo adasi pelos seus cinco

recetores que estéo ligados a proteinas G e qdiwidem em dois grandes grupos, 0s
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recetores do grupo D1 que inclui os recetores DRIMIRDS5 e os recetores do grupo
D2 que inclui os recetores DRD2, DRD3 e DRB4tes dois grupos séo conhecidos por
interagirem com a adenilato ciclase (AC), enzimspoesavel pela conversao de
trifosfato de adenosina (ATP) em adenosina 3',5tefasfato ciclico (CAMP). Este,
ativa proteinas cinases que fosforilam os recetdmsndo a internalizacdo dos
mesmos. Os recetores do tipo D1 estimulam a ACimermédio da proteina G,
enquanto os recetores D2 inibem a acdo da mesnsagMiet al., 1998).

A acéo da DA na fenda sinaptica € terminada pav dadsua recaptacao atraves
do seu transportador (DAT) e por acdo do seu miaim mediado pela enzima
monoamina oxidase (MAO) (Elsworth & Roth, 1997).D® captada no interior do
neurénio pode ser reciclada nas vesiculas sin&ptjgara uso subsequente na
neurotransmissdo, ou pode ser degradada pela MAQido dihidroxifenilacético
(DOPAC) (figura 4).

NEURONIO PRE-SINAPTICO

/ Receptorasda DA

NEURONIO POS-SINAPTICO

Figura 4: Representacdo esquematica do terminal sinaptigandioérgico, evidenciando as entidades
moleculares associadas com a sintese, libertagmaptacao da dopamina. Adaptado de Torres et al.
(2003).

O DAT é uma proteina integral de membrana do teaminervoso
dopaminérgico que tem a funcdo critica de finaliaaatividade da DA através da

recaptacdo pré-sinaptica deste neurotransmissite. tEesisportador € constituido por
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doze dominios transmembranares conectadoko@gs intra e extracelulares, e pertence
a familia dos transportadores de neurotransmisstepsndentes de sodio e cloreto
(N&*/Cl) (Figura 5) (Masson et al., 1999). Estes transpores Sd0 assim

denominados porque efetuam a recaptacado do nensuotissor simultaneamente com o
co-transporte de N& Tanto o N& como o Cl sdo co-transportados com o

neurotransmissor para o interior da célula (Toetes., 2003).

Figura 5: Representacao estrutural do DAT, onde estéo ideadids os doze dominios
transmembranares (cor azul) e as variantes do®anidos. Os nimeros indicam as posi¢des dos

aminodcidos na proteina. Adaptado de Hahn & Bla{@dQ2).
1.3.3 Sistema Serotoninérgico

A serotonina (5-HT), também designada de 5-hidrgt#mina, tem sido decrita
como um neurotransmissor modulatorio largamenttrilgisdo no SNC. Trata-se de
uma amina biogénica que é produzida nos nucledafs que se concentram em dois
grandes grupos: dorsal e caudal, por neuréniogos@n@rgicos que se projectam por
aproximadamente todas as areas cerebrais (figu@esper et al., 2009). Por esta
razdo, a 5-HT é responsavel pela regulacédo desvi@ngdes vitais do organismo, como
por exemplo, o sono, o0 ritmo cardiaco, o sistema&cemal, a alimentacdo, os
comportamentos cognitivos e reprodutivos, e as desc cardiovasculares e
respiratorias. A desregulacdo do sistema serotagigeéconduz a estados patoldgicos
tais como a depressao, obsessao, ansiedade, gerdanadria e alucinagoes visuais e
auditoras (Silber & Schmitt, 2010).

12



Capitulo I-Introducao

TALAMO

STRIATUM DORSAL — -
B Iy

- CINCULUM

NEOCORTEX
\"""\.

STRIATUM VENTRAL
CCLIO ACCUMELNE) ——

HIPOTALAMO ~— -

CORTIX OLFACTIVO

/
HIPOCAMPO |
f

V I X
stelre  NCoipg  MIDULA DSPINHAL
DORSAL  CAUDAL

DERALFE DERALFL

Figura 6: Representacéo das vias serotoninérgicas. Adap®dtalgorzata et al. (2005).

Devido as suas propriedades hidrofilicas a 5-HT oéwsegue atravessar a
barreira hematoencefalica, portanto a sintese kzada dentro do proprio sistema
nervoso central apartir do aminoacido triptofanapfT O processo envolve duas
enzimas, a triptofano hidroxilase (TPH) que corevextTrp em 5-hidroxitriptofano (5-
HTP) e a decarboxilase dos aminoacidos aromat®aBC) que converte rapidamente
0 5-HTP em 5-HT (figura 7) (Silber & Schmitt, 20MYatanabe et al., 2011).

Uma vez sintetizada, a 5-HT é armazenada em vasisihapticas localizadas
nos terminais dos axonios por acdo de um gradedateoquimico de protdes. Apos a
chegada de um impulso nervoso, a entrada denBaneurénio pré-sinaptico estimula a
fusdo das vesiculas sinapticas com a membrana gtiaando neurénio resultando na
libertacdo da 5-HT para a fenda sinptica. Padtadga-se aos recetores da membrana
do neurdnio pdés-sinaptico propagando o impulso osry e outra parte pode ser
recaptada pelo transportador da serotonina (5-HEFa o interior do neurdnio pré-
sinaptico, onde podera posteriormente ser degrapgaldaenzima monoaminoxidase
(MAO), a &cido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAApu internalizada nas vesiculas
sinapticas (Daubert & Barry, 2010).

Tendo em conta as diferencas estruturais, farmgical® e bioquimicas, os
recetores da 5-HT séo classificados em sete fadisintas (5-H7, 5-HT,, 5-HT;, 5-
HT,4, 5-HTs, 5-HTs e 5-HT;), possuindo vinte e oito subtipos (5-44T5-HT1g, 5-HTip,
5-HT1g, 5-HTifr, 5-HT2p, 5-HT2g, 5-HToc, 5-HT3a, 5-HT3g, 5-HT3c, 5-HT3p, 5-HTsg, 5-
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HT4a, 5-HT4g, 5-HTyc, 5-HTap, 5-HT4g, 5-HTur, 5-HTus, 5-HTan, 5-HTaps, 5-HTsa, 5-
HTsg, 5-HT7a, 5-HT7s, 5-HT;c e 5-HTp). Todos o0s recetores serotoninérgicos
pertencem a familia dos recetores acoplados aipaote, exceto os recetores 54T
gue sao canais ionicos. Os recetores 5-HT1 e 5#ib&m a adenilciclase, ao contrario
dos recetores 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 que estimulamesma. Os recetores 5-HT2
acoplam positivamente a fosfolipase C, que condun aumento do calcio intracelular
(Yun & Rhim, 2011).
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]
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L] L L ® L ]

,/ Eecjeptoresda:'-tﬂ? \
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| 1

NEURONIO POS-SINAPTICO

Figura 7: Representacdo esquematica do terminal sinaptiotosénérgico, evidenciando as entidades
moleculares associadas com a sintese, libertagaptacéo da serotonina. Adaptado de Torres et al.
(2003).

O 5-HTT localiza-se na membrana plasmatica dos it@imn axonais dos
neurénios pré-sinapticos e é responsavel pela@mptda serotonina da fenda sinaptica,
regulando deste modo os niveis deste neurotrar@n@ssonsequentemente a acao do
mesmo na sinapse, mantendo assim a homeostasiatelnas Este transportador, faz
parte da grande familia dos transportadores detransmissores dependente$ ¥,
possui doze dominios transmembranares e um gtapdesituado entre os dominios

transmembranares 3 e 4 (figura 8) (Masson et @09)1 Os terminais amino (-NHe
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carboxilico (-COOH) séo intracelulares e sédo resgoeis pela regulacdo da magnitude

e da durabilidade da neurotransmisséo serotong@ergi

Figura 8: Representacao estrutural do 5-HTT, onde estadifidados os doze dominios
transmembranares (cor lilas) e as variantes dosa@midos. Os nimeros indicam as posicdes dos

aminodcidos na proteina. Adaptado de Hahn & Bla{@0Q2).
1.3.4 Sistema Noradrenérgico

A noradrenalina, também designada de norepineftiia), assim como a
dopamina, faz parte da familia das catecolaminas.n@urdnios noradrenérgicos
projetam-se a partir do tronco cerebral irrigandasg todas as areas cerebrais (figura
9), tornando o sistema noradrenérgico respons&retiipersas funcbes patoldgicas e
fisiologicas, nomeadamente a respostastess, memoria, aprendizagem, atencao,
comportamento, estados de alerta e excitagdo (2084, Sofuoglu & Sewell, 2009).

Neocortex

Amigdala — -

Medula
espinhal

Locus coeruleus

Figura 9: Representacéo das vias noradrenérgicas no cérelmano.
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Os neurdnios produtores de NE encontram-se maianiante no locus
coeruleus, responsavel pela resposta simss. Nestes neurdnios a NE € sintetizada a
partir do aminoacido tirosina incluindo trés etapAs primeira etapa consiste na
conversao da tirosina em dihidroxifenilalanina @popor acdo da enzima tirosina
hidroxilase, seguindo-se a segunda etapa com i@/ da dopa em DA por acédo da
enzima dopa descarboxilase. Por fim, a Gltima etapaiste numa hidrolisacédo da DA
por acdo da dopamina hidroxilase originando a N@ui@& 10) (Sofuoglu & Sewell,
2009). Esta, fica automaticamente armazenada edandas vesiculas sinapticas uma
vez que a conversao de dopamina a NE ocorre ndointgas mesmas. Quando a
membrana do neurénio pré-sinaptico recebe um pialede acéo, os canais de’Ca
abrem e este catido difunde-se para o interioeduihal pré-sinaptico. O aumento de
Ccd" intracelular provoca a fuséo das vesiculas sic&pttcom a membrana neuronal
estimulando a exocitose da NE para a fenda sirgaptiesta liga-se aos recetores do
neuronio pos-sinptico. Os recetores noradrené&gidddem-se em duas categorias,
alfa (@) e beta [f), ou mais corretamente em trés sub-categouasy, e f. Todos 0s
subtipos destas trés sub-categoriglA( alB, alD, a2A, a2B, a2C, B1, B2 € B3) estdo
acoplados a proteinas G, que por sua vez, estinmanmibem a adenilcilase. (Zhong &
Minneman, 1999). A MAO e o transportador da norefrsina (NET) estdo envolvidos
na degradacdo e recatacdo da NE. A MAO localizassesuperficie externa das
mitocondrias e degrada a NE em compostos inatdia@xifenilglicol), que entram na

corrente sanguineaou, 2004).
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Figura 10: Representacao esquematica do terminal sinaptiadrenérgico, evidenciando as entidades
moleculares associadas com a sintese, libertagdmaptacao da norepinefrina. Adaptado de Torrek et
(2003).

Porém, o Unico mecanismo de remover a NE da feindptga € a recaptacao
mediada pelo transportador da norepinefrina (NEFarte da NE recaptada é
armazenada no interior das vesiculas sinapticagqgo do transportador vesicular e
outra parte € degrada pela MAO, como referido aaci@ NET localiza-se nos
neurénios noradrenérgicos e trata-se de uma peotedimsmembranar pertencente a
familia dos transportadores de neurotransmissapsmilentes de RACI (Masson et

al., 1999) Possui doze dominios transmembranares com os tsriit, e COOH

intracelulares (figura 11).
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Figura 11: Representacdo estrutural do NET, onde estéo fidanibs os doze dominios
transmembranares (cor rosa) e as variantes dosaaomios. Os nimeros indicam as posicfes dos

aminodcidos na proteina. Adaptado de Hahn & Bla{@0Q2).
1.3.5 Neurobiologia das toxicodependéncias e gemasdidatos

Todas as substancias psicoactivas que levam, asoabua dependéncia,
independentemente dos efeitos fisioldgicos queqmaw, tém em comum a capacidade
de ativar o sistema de recompensa, homeadamenéenegolimbica dopaminérgica,
quer por influenciar diretamente a acdo da dopaminsistema, quer por alteracdo da
atividade de outros neurotransmissores (Wise 10Bfip et al., 2008).

As drogas, o tabaco e o alcool aumentam os nieemsahoaminas (DA, 5-HT e
NE) extracelulares por acdo de diferentes mecasisdo cocaina liga-se aos
transportadores das monoaminas, que se localizasn terninais pré-sinapticos,
bloqueando-os e inibindo a sua agéo. As anfetanaituen como inibidores da MAO e
estimulam as vesiculas sinapticas a libertarem eagotransmissores para a fenda
sinaptica, inibindo assim, o processo de recaptdaddA, NE e 5-HT pelos respetivos
transportadores (Cami & Farré, 2003) (figura 12%sim sendo, verifica-se uma
diminuicdo da acumulacdo dos neurotransmissore® €gmseguinte um aumento da
guantidade de neurotransmissores livres na fendgptita disponiveis aos recetores
pés-sinapticos. Este fenOmeno desencadeia sensigéesificantes que reforcam o
desejo por um novo consumo da substancia psicoara o intuito de satisfazer a

necessidade de recompensa desencadeada.
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Figura 12: Agdo dos psicoestimulantes no sistema dopamirg@rgicocaina e as anfetaminas aumentam
os niveis de DA extracelular. A cocaina bloquei2Ad, localizado na membrana pré-sinaptica, inibindo
a recaptacdo da DA e aumentando a DA livre na feimdsptica. As anfetaminas, ao contrario da coc¢aina
penetram nos neurdnios dopaminérgicos, atravésealsstransportadores de recaptacéo (DAT) e
interagem intracelularmente com o transportaddicuks monoamina (VMAT), estimulando a libertacédo
de DA no terminal pré-sinaptico. Por inversao dms$portador, a DA € libertada para fora do neurdaio

sinapse. Adaptado de Hyman et al., 2006.

Contrariamente as anfetaminas e a cocaina, o akaolnicotina, atuam no
sistema de recompensa de uma forma indireta. Blarticente, o alcool atua ao nivel
dos sistemas glutamatérgico, gabaérgico e ser@@idm, e a nicotina nos sistemas
serotoninérgico (Mihailescu et al., 2002) e colgiéws, nomeadamente pelos recetores
nicotinicos da acetilcolina (NAChR), que se enamtrlargamente distribuidos no
sistema nervoso (Weiss et al.,, 2007). Resultadosdidersos estudos animais,
farmacoldgicos e de neuroimagem, tém sugeridoagiies na neurotransmissao dos
sistemas dopaminérgico, serotoninérgico e noradyemme O sistema dopaminérgico
tem sido relatado como o principal elemento na aggai da recompensa e efeitos
estimulantes. Porém, este sistema por si s6 nd@a&xpvasta gama de processos de
viciacdo. Por exemplo, estudos farmacoldgicosjzatido inibidores da dopamina,
revelam que ndo ha uma extingdo completa da amdinedracédo de alcool e drogas
por parte dos modelos animais treinados para &@in(@ Farré, 2003, Chastain 2006;
Gilpin & Koob, 2008; Sofuoglu & Sewell 2009). Assireste efeito sugere que a
dopamina € um importante, mas nao essencial, canpopara o reforco das drogas e
que outros sistemas de neurotransmissores, nomeatam sistema serotoninérgico e
noradrenérgico, também contribuem para manter apripdades de recompensa e

reforco das drogas de abuso.
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O sistema noradrenérgico contribui para efeitasnegtntes independentemente
da DA. Apesar de, poder ndo ser um estimulantaatrpara a auto-administracdo dos
psicostimulantes, a NE medeia os efeitos gratifesae estimulantes da droga, bem
como a recaida. Para além disso, diversos estadelam que uma lesdo nos neurénios
noradrenérgicos diminui a libertacdo de DA no NAokciprocamente, a ativacao
desses neurdGnios aumenta a atividade dos neurd@uopaminérgicos na VTA,
demonstrando assim este estudo, que existe umadmhecional entre a NE e a DA
(Sofuoglu & Sewell, 2009). Estudos com modelos amsmém demonstrado que
administracdo de alcool estimula a libertacdo deeNEmacacos e estudos efetuados
em doentes alcodlicos revelaram elevadas concéesagle NE, no liquido
cefalorraquidiano, plasma e urina durante a abstin§Huang et al., 2008, Sofuoglu &
Sewell, 2009).

O sistema serotoninérgico também desempenha uml papertante nas
propriedades de recompensa e abuso de substiporasfivacdo direta no sistema
dopaminérgico (Budde et al., 2010). Experiénaiagivo em animais revelaram niveis
elevados de 5-HT no NAcb apos a administracdo daica, assim como mutuamente
se verificou uma diminuicdo dos niveis de 5-HT nAchbl, durante a abstinéncia da
droga de abuso (Malgorzata et al., 2005; Kirbylet2911). E importante referir que
durante o periodo de abstinéncia de qualquer ddegabuso, os niveis de 5-HT no
NAcb sdo reduzidos (Kirby et al., 2011) e esta ¢@ddue parcialmente revertida por
auto-administracdo da substancia durante a absiimé@reducao dos niveis do acido 5-
hidroxi-indol-acético (metabolito da 5-HT), tém aidverificados no liquido
cefalorraquidiano de doentes alcodlicos associadmsnportamentos agressivos (Ho et
al., 2010; Heinz et al., 2011). Aléem disso, diverestudogos-mortem tém revelado
uma disfuncao funcional do sistema serotoninérgicaérebro de doentes alcoodlicos
(Enoch et al., 2011).

Estudos com modelos animais também demonstrarara gisetina, tal como o
alcool e outras drogas de abuso, estimula a lif@stde 5-HT no cérebro e nos periodos
de abstinéncia verifica-se um efeito oposto. Radok de distintos estudos de
neuroimagem demonstraram que todas as drogas de abtimulam a libertacdo de
dopamina em diversas areas cerebrais, mas o pé#oe estar mais evidente no NAcb,
causando euforia e reforco do comportamento (Satterg Ericson, 2011; Volkow et

al., 2011). O alcool, por exemplo, aumenta a DAelimo NAcb apos activacdo directa
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ou indirecta dos corpos celulares dopaminérgidaadns no VTA (Tomkins & Sellers,
2001) (figura 13). Por outro lado, a nicotina Ig@-aos receptores nicotinicos da
acetilcolina estimulando a libertacdo de DA ess#dmente no VTA (Singer et al.,
2004) e no NAchb.

GABA
Inibe 3 libertagdo de dopamina no NAch

L4
Alcool T S 7
pode bloquear o controlo inibitério T——1
exarcida pelos neurdnios gabaérgicos

sobre os corposcelulalres
dopaminérgices na VTA, resultando
num aumento da atividade da
dopaminana VTA.

NAckb Corpo celular dopaminérgico
Activac3o resulta na libertagic daDA
no NAch
Alcool

Dopamina pode estimular directamente o corpo

celular dopaminérgico atravésda
interacg 30 com receptores especiicos na
sua superficie e/ ou indirectamente
atravésda alterag3o da actividadede outro
neurotransmissor.

’ 7* - Cocaina e anfetaminas

Figura 13: Esquematizacdo da projecdo da dopamina da VTA@bIrach, indicando o modo como as

substancias de abuso podem alterar a atividada dagpara produzir seus efeitos de recompensa.
Adapatado de Tomkins & Sellers (2001).

Nos seres humanos, os niveis de DA s&o substarcis@raumentadas no NAcb,
em dependentes de cocaina, e estes aumentos Esta@mdos aoraving (desejo) pela
droga (Kohnke et al., 2005; Volkow et al., 2007 Blcodlicos abstinentes também se
tém verificado alteragcbes no sistema dopaminérgmoneadamente a reducdo da
sintese de DA. Este efeito parece estar relacionadoocraving e subsequentemente
com a recaida. Ja em alcodlicos, os niveis de Draelular sédo elevados no NAcb
(Soderpalm & Ericsson).

Atualmente, o mecanismo bioldgico exato pelo q@atigas licitas e ilicitas
alteram a atividade da via mesolimbica dopaminargice € importante na mediacéo
da procura, da dependéncia e da recaida das stibstdsicoativas, assim como 0s

fatores de susceptibilidade genética que contribugana estas dependéncias
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permanecem por esclarecer (Miller et al., 2007;9étiene et al., 2008; Kirby et al.,
2011).

1.4 Consideracdes gerais sobre genética
1.4.1 Genoma humano

O genoma humano encontra-se distribuido em 23 mEesromossomas, 22
pares sdo cromossomas autossomicos e 1 par € smmas sexuais (Burton et al.,
2005). O DNA, cuja estrutura da dupla hélice fa@atdberta por Watson e Crick (1953),
é formada por quatro bases, duas purinas (adenigaarina) e duas pirimidinas
(citosina e timina) (figura 14). As diferentes candgdes destas bases sdo responséaveis
pela variabilidade genética, tendo em conta qu@%82o genoma é comum a todos 0s
humanos e somente 0,1% difere de pessoa para pesssaante a funcdo da
combinacdo dos genomas dos pais. Estes 0,1% detennpara além das caracteristicas
individuais de cada ser humano, a predisposicéeterrdinadas patologias (Burton et
al, 2005; Montpetit & Chagnon, 2006).

O gene é a unidade fundamental da herediteriedadstittiido por uma
sequéncia especifica de DNA responsavel pela sirtesuma determinada proteina.
Cada gene pode ter indmeras formas alternativelo$l que ocupam uma determinada
posicdo Kocus) num cromossoma (Burmeister, 1999). Genericamestgenes S&o
constituidos por regides codificantes (exdes) @uerasponsaveis pela determinacdo da
sequéncia de aminoacidos da proteina, por regiéescadificantes (intrdes) que sdo
removidas apds o processo dplicing e por sequéncias reguladoras 5'UTR
(untrandlated region) e 3'UTR que flanqueiam o genéliéworth & Manolio 1999)
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Figura 14: Modelo da estrutura do DNA segundo Watson e Crick
1.4.2 Variantes genéticas no DNA

Os polimorfismos genéticos podem ser classificadndRestriction Fragment Length
Polymorphisms (RFLPs), Variable Number of Tandem Repeats (VNTRS) ou minissatélites,

Short Tandem Repeats (STRs) ou microssatélite§ingle Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e
Copy Number Variations (CNVs).

Os RFLP’s (Botstein et al., 1980), foram os primgimarcadores genéticos a
serem descobertos e utilizados em estudos genéleoacterizam-se pela alteragdo de
um par de bases que cria ou destroi um local deg&s reconhecido por uma enzima
de restricdo, originando diferentes fragmentos Né [Que diferem no tamanho devido
a presenca ou auséncia de uma sequéncia espdlofieh de restricdo) (figura 15)
(Ellsworth & Manolio 1999; Nakamura, 2009).
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Figura 15: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). Se uma substituicdo de um nucleétido
ocorre dentro de um local de restricdo, o polinsonb pode ser detectado por sujeicdo do DNA a uma
enzima de restricdo. Esta, corta a cadeia de DNAamais especificos, originando fragmentos de
diferentes tamanhos. Adaptado de Madder, (1998).

Mais tarde surgiram os VNTR’s ou minissatélitesKiaura et al., 1987), que
sdo altamente polimdrficos e resultam da ocorrédeibbngas sequencias de DNA que
variam de dez a varias centenas de pares de kages,se repetem um numero variavel

de vezes ao longo da cadeia de DNA (figura 16).

..ACAGGGTGTGGGG...
O 123456789101112‘
O 1 23 456 7 8 9 10 1 12‘13 14 15 16‘17‘

Figura 16: Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) ou minissatélites, gerados por longas

unidades repetidas etendem, que contém sequéncias de 10 a varias centeqaseede bases.

Os microssatélites ou STR’s (Weber & May, 1989 sadnstituidos por curtas
sequéncias repetitivas de nucledtidos, de dois arajpares de bases (figura 17)
(Nakamura, 2009).

AATG

\ /
O 223845678
O a2saser

Figura 17: Short Tandem Repeats (STR) ou microssatélites, gerados por pequenasigéps em

tandem, que contém sequéncias de 2 a 4 pares de bases.
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Os SNPs sao marcadores genéticos de eleicdo impmstpara a identificacao
de genes de suscetibilidade de doengas complexdign§Cet al., 1998). Consistem na
substituicdo de um anico nucleétido, originandcsddelos para o mesnhacus (figura
18) (Burmeister, 1999; Nakamura, 2009). Sdo asagdes genéticas mais abundantes
no genoma humano (90%), estando presentes a c&@3da0B80 pb. Estima-se que
existam cerca de 11 milhdes de SNPs com uma fre®Eri%, representando cerca
de 90% de todos os polimorfismos (The InternatitteggMap Consortium, 2007).

Sequéncia

Sequéncia ¢ S i
i — variante

Figura 18: Representacdo d&ngle Nucleotide Polymorphism (SNP). Substituicdo de uma
Unica base, neste exemplo na sequéncia TAGC oaori®@NP por alteracdo da base G para C,

originando a sequéncia variante TACC, que difeenap um nucle6tido da sequéncia comum .

Recentemente foram descobertos os CNV's que s#&uddsf como variagdes
genomicas estruturais, tais como duplicacbes, dete@ multiplicacdes, resultando
num decréscimo ou aumento do nimero de copias deregio gendmica particular
(figura 19). Os CNV’'s englobam um ou varios gengmn possiveis implicacdes
funcionais devido ao varidvel nimero de copiaseterchinados genes, caso uma parte
de um segmento significativo do gene seja excluidacaso uma unidade funcional,
incluindo a regido reguladora, de um gene em peaticseja repetido ou multiplicado
(Nakamura, 2009; Zhang et al., 2009).
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Figura 19: Copy Number Variation (CNV). CNVs correspondem a regides relativamente grandes
do genoma que foram suprimidas (menos do que oneimeemal) ou repetidas (mais do que o nimero
normal) em certos cromossomas. Por exemplo, 0 @someo que normalmente tem segmento em ordem

como ABCD pode em vez disso ter segmentos ABCCiufdicacéo de "C"), ABD (a supressao de "C"),
ABCDDDD (a multiplicagéo de “D”) ou um conjunto d#éerac¢des originando CNV’s complexos (a

multiplicac&o de “D” conjuntamente com multiplicagde “CD”). Adaptado de Estivill & Armengol,
(2007).

A localizagao e o tipo de polimorfismo podem oragirdiferentes efeitos na
funcdo e expressdao da proteina. Os polimorfismodemo ocorrer em regides
codificantes, em regides reguladoras (5’'UTR, 3'UTBgido promotora, regides de
splicing e intrdes) e em regides nédo codifican@s polimorfismos que ocorrem em
regides codificantes podem ser subdivididos emngéinds, ndo alteram a sequéncia de
aminoacidos da proteina, devido a redundéancia nitereo codigo genético e nao-
sindbnimos, que alteram a sequéncia de aminoacidoanth determinada proteina,
podendo resultar em graves alteracfes da funcatrguga da proteina. Relativamente
aos polimorfismos localizados nas regibes prometava reguladoras (5’UTR e
3'UTR), ndo alteram a sequéncia de aminoacidos roteipa mas podem afetar a
atividade do promotor e por conseguinte alterarnibeis de expressdo do gene.
Enqguanto os polimorfismos situados em locaisplieing podem afetar a expressao. No
caso dos polimorfismos localizados em regides wéidicantes, normalmente ndo tém
efeitos na estrutura e funcdo da proteina. No &mtgodem influenciar a expressao
genética ou a estabilidade do mRNA (Ellsworth & Mlam 1999; Tabor et al., 2002).
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As variantes genéticas contribuiram de forma furetdel para o
desenvolvimento de dois grandes marcos da hidéarigenética humana, o Projecto do
Genoma Humano (PGH) e o Projecto HapMap. O Projéetaoma Humano integrou
varios centros de investigacdo nos Estados UnReso Unido, Franca, Alemanha e
Chapao, cujo seu principal objectivo era mapeaogans genes do genoma humano,
bem como, descrever a sequencia completa do DN#&rlational Human Genome
Sequencing Consortium, 2001). Este projeto permaiwbtencdo de informacéo
fundamental a utilizar na identificacdo de fatogeméticos envolvidos em doencas
genéticas humanas. Posteriormente surgiu o projdeigMap, com o objetivo de
determinar padroes de sequéncias variantes de DQNAafpctam uma doengca comum
em populaces geograficamente diferentes com aaisede Africa, Asia e Europa, e
tornar esta informacao livremente disponivel paracomunidade cientifica (The
International HapMap Consortium, 2003). O conheaito@dquirido permitiu construir
mapas destes padrbes (SNPs) ao longo do genoreaticdr haplotipos (combinagdes
de alelos que sdo herdados em conjunto ho mesmaossoma, descendente de um
antecessor comum) (The International HapMap Coinsoy2007). O projecto HapMap
possibilitou a utilizacdo deag SNPs, um conjunto restrito de SNPs dmkage
desiquilibrium (figura 20). Og¢ag SNPs capturam a maior diversidade genética pdssive
numa determinada regido gendmica, fornecendo iEfo@im sobre os restantes SNPs
presentes ao longo dessa regidao (The InternatidayalMap Consortium, 2005). Assim,
a seleccédo criteriosa dimg SNPs permitiu a reducdo significativa de custos de
genotipagem, tornando financeiramente viaveis agles genéticos de associacdo que
abrangem todo o genoma humano, designadoSedeme Wide Association Sudies
(Manolio et al., 2009).
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Cromossoma 2
Cromossoma 3
Cromossoma 4
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Figura 20: Esquema representativo da relacao entre SiNfpdotipos dag SNPs.Representacéo de
guatro vers8es de uma regido especifica de DNAaknm cromossoma em diferentes individuos. Cada
SNPtem dois alelos possiveis. Os haplotipos s&o ¢aitkis por uma combinacdo de alelos de SNPs
préximos. A genotipagem dos triég) SNPsindicados é por si sé suficiente para identificegoatro
haplotipos. Assim, se um determinado cromossomsuos padrad\-T-C para os trétag SNPs, este ira

corresponder ao padréo determinado para o haplbtipdaptado de The International HapMap
Consortium (2003).

1.5 Genes Candidatos
1.5.1 Gene do transportador da dopamina

O geneSL.C6A3 (solute carrier 6, member 3) que codifica o transportador da
dopamina (DAT), localiza-se no cromossoma 5pl5ahfénbergh et al., 1992) e é um
alvo importante de acdo das drogas psicoestimglantaneadamente da cocaina e das
anfetaminas. A localizagdo especifica do DAT em rd@os dopaminérgicos
centralmente implicados nos efeitos de recompeingaljca que esses circuitos de
recompensa sejam suscetiveis de funcionar de fdii@@nte consoante os diferentes
niveis de expressdo do gene. O mecanismo biolégnmlvido na regulacdo da
disponibilidade do DAT no cérebro ainda continua esclarecer, apesar dos varios
esforcos realizados por parte de inUmeras equipasifcas para tentar clarificar este
mecanismo. Um estudo aponta para uma forte evig@scgue o bloqueio do DAT por
parte das substancias psicoativas € crucial pdes @sesmas induzirem efeitos de
reforco (Thomsen et al., 2009). Em relacdo ao &ltcambém se verificou uma
diminuicdo da preferéncia do consumo do mesmo potepde modelos animais
knockout (Zhu & Reith 2008). Diversos estudos de imagidogerebral realizadas
vivo, revelaram também que os niveis de expressaomBy€6A3 podem ser afetados
pelo consumo de alcool, nicotina e drogas ilicitasentes alcodlicos, durante os
episédios de consumo, apresentam alteracfes saiifis nos niveis de densidade
cerebrais do DAT no estriado, comparados com osraoa (Kohnke et al., 2005;
Kohnke 2008; Costa et al.,, 2011). No entanto, wadfe que 0s niveis normais sao
repostos ap6s um periodo de abstinéncia (Xu & 201,1). Um estudo realizado em
fumadores do sexo masculino também revelou umandig@o da viabilidade do DAT
comparados com o0s controlos, sugerindo que o talpacte alterar as funcdes

dopaminérgicas, essencialmente em locais pré-gin&gilyang et al., 2008).
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Com base nas evidéncias mencionadas o gene SLCGA3 lBom candidato
para a etiologia das dependéncias de drogas leitastas (Newberg et al., 2007; Zhu
& Reith 2008).

1.5.2 Gene do transportador da serotonina

O geneSLC6A4 (solute carrier family 6, member 4) que leva a expressao do
transportador da serotonina (5-HTT), localiza-se moomossoma 17ql11.2
(Ramamoorthy et al.,, 1993). Tendo em conta que l8T5H-regula a atividade
serotoninérgica ao controlar a concentracéo extidacede 5-HT, o gene que codifica a
proteina 5-HTT tem sido investigado como gene ahtdia vulnerabilidade para a
dependéncia do élcool, da nicotina, de drogastalice para comportamentos de
impulsividade/agressividade que geralmente est@ocesios a estas dependéncias
(Lesch, 2005; Kohnke 2008; Chu et al., 2009; McHegtal., 2010; Merenakk et al.,
2011). Por exemplo, varios estudos de imagiologralraisin vivo, ttm demonstrado
uma diminuicdo da funcdo e da expressédo do 5-HTTineliniduos alcoolicos com
problemas ao nivel do controlo dos impulsos, agiesgle e abuso de drogas (Pivac et
al., 2004; Lesch, 2005; Saiz et al., 2009; Ho et2al11).

O gene SLC6A4 possui um polimorfismo de insercdeféo (5-HTTLPR) na
regido promotora e que segundo resultados de im@nestudos tem sido descrito como
0 possivel responséavel pela regulacédo da expres&eHTT (Thompson et al., 2010;
Ho et al., 2011; Johnson et al.,, 2011). De factoawariante genética na regiao
promotora do gene, acarreta repercussoes a niverdaricdo, uma vez que modula os
niveis de mMRNA e de proteina, resultando numa esgacee funcao diferencial do gene
(Watanabe et al., 2011) (figura 21).

O polimorfismo 5-HTTLPR possui duas variacbes e#dj uma longa (L) e
outra curta (S), estando esta ultima relacionada @® baixos niveis de transcricdo do
gene e por sua vez com o0 aumento da vulnerabilipadeo abuso de substancias e com
um elevado risco de recaidas em individuos absé@ad®aiz et al., 2009; Enoch et al.,
2011; Herman et al., 2011; Ho et al., 2011). Comsmaente, a forma (L) esta
relacionada com o aumento da expressao e da faticdiade do 5-HTT no terminal
pré-sinaptico, traduzindo-se este efeito numa nmefioréncia da recaptacdo da 5-HT e
reducdo dos niveis da mesma na fenda sinaptica €hal., 2009; Thompson et al.,
2010) (figura 21).
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Figura 21: Representagédo do geBeC6A4 com a presenca do polimorfismo 5-HTTLPR e das

respectivas variantes alélicas. Adaptado de Gemretsal. (2009).

O risco para o0 abuso de substancias esta relaciamsw a homozigosidade, isto
€, individuos homozigoticos para o alelo S (S/$¢sgntam maior vulnerabilidade para
o abuso de drogas, licitas e ilicitas, do que iddies heterozigéticos para o mesmo
alelo (S/L) e homozigo6ticos para o alelo L (L/Lai{& et al., 2009; Thompson et al.,
2010; Merenakk et al., 2011). No entanto, os estudalizados até a0 momento sao
controversos e o0 eventual papel do ga@6A4 na etiologia das dependéncias a drogas

licitas e ilicitas permanece por esclarecer.
1.5.3 Gene do transportador da norepinefrina

O transportador da norepinefrina (NET) codificadmopgeneSLC6A2 (solute
carrier family 6, member 2) localiza-se no cromossoma 16g12.2 (Bruss et 893)1
local de acdo de varios antidepressivos e drogasbdso, nomeadamente a cocaina
(Sanders et al., 2005). Algumas evidéncias sugerganeS.C6A2 como um possivel
candidato para a dependéncia alcodlica e nicotassan como, para o abuso de drogas
ilicitas, relacionados com comportamentos de aade@ depressivos (Xu et al., 2009).
Por exemplo, estudos de imagem cerebral tém sugeud baixos niveis de expressao
do NET estdo associados com o alcoolismo e o talbheng et al., 2008; Danielson et

al., 2011). Face ao exposto, é importante a red@zde estudos genéticos com o intuito
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de investigar uma eventual associacao entre 0 §D@A2 e as dependéncias a drogas

licitas e ilicitas

1.6 Objectivos

As toxicodependéncias representam um grave problsawal, quer pelas suas
consequéncias ao nivel de saude publica quer pelinalidade associada @ aumento da
prevaléncia das toxicodependéncias a nivel mundmal vindo a revelar-se cada vez
mais preocupante para a sociedade e para o piadniaduo. O sistema de recompensa,
nomeadamente osistemas dopaminérgico, serotoninérgico e noradg&o tém sido
implicados na etiopatogenia das toxicodependénCiastudo, o papel das variantes genéticas
VNTR, 5-HTTLPR e G1287A dos genes SLC6A3, SLC6A4 SiC6A2,
respectivamente, na etiologia dasxicodependénciaspermanece por esclarecer,
particularmente na populacdo portuguesa. Assine, dagrande heterogeneidade clinica
e genética que caracteriza @xicodependéncias pretende-se investigar uma @alent
associagdo entre os genes mencionados e as taératincias na populagdo portuguesa, numa
amostra de doentes alcodlicos do sexo mascalimn e sem historial de drogas licitas ou

ilicitas
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2. Materiais e Métodos

2.1 Caracterizacgéo e critérios de diagnostico da aatra

Os doentes alcodlicos do sexo masculino com cowmhadles de drogas licitas e
ilicitas foram selecionados no Centro Regional ttmélogia do Centro Maria Lucilia
Mercés de Melo, em Coimbra, e apds o esclareciméotestudo e a obtencdo do
consentimento informado por escrito, procedeu-sellgeita de sangue para os estudos
genéticos. A definicdo do fendtipo € crucial pasaestudos genéticos e o diagndstico
foi efetuado de acordo com os critérios internaamimpara a dependéncia alcodlica da
Diagnostic and Satistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V) e a International
Classification of Diseases (ICD-10), da Organizagdo Mundial de Saude (OMS).um
total de 2050 doentes alcoolicos, Caucasianos falggio portuguesa, selecionou-se
uma amostra de 633 doentes alcodlicos com e searigigle drogas licitas ou ilicitas
(doentes alcodlicos = 285; doentes alcodlicos cistotal de tabagismo= 284; doentes
alcodlicos com historial de drogas ilicitas= 64)ncidades compreendidas entre 26 e77
anos. O estudo incluiu também uma amostra cond@kexo masculino constituida por
275 individuos, selecionada na populacdo geral senecedentes de doencas
psiquiétricas ou drogas licitas e ilicitas, condeacompreendidas entre 22 e 76 anos.
O estudo foi aprovado pela Comissido de Etica ddr@dregional de Alcoologia do

Centro Maria Lucilia Mercés de Melo.

2.2 Extracgdo do DNA gendmico.

O DNA gendmico pode ser extraido de qualquer tgptedido e fluido bioldgico
a partir de células nucleadas. No entanto, o DN#dolde sangue periférico € mais
rentavel (Dickinson et al., 2001; Richardson et 2006). Na literatura estdo descritos
diversos protocolos de extracdo de DNA genOmicomeamlamente o método
enzimatico, o ndo enzimatico e o método do fermetbrmio, entre outros. O método
enzimatico proposto por Miller em 1988, proporci@aabtencdo de DNA gendmico
com elevado grau de pureza e com alto peso motectteno o proprio nome indica,
este método faz uso de uma enzima, designada masteK que efectua a digestao
proteica e inibe a acdo das enzimas hidrolitic$A&2s) que degradam o DNA. O uso
de um detergente, o dodecil sulfato de sodio (SP®nove a accdo da proteinase K

solubilizando os lipidos e desnaturando as pradeinesultando na disrupcdo das
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membranas celulares. O método referido apresegtemak vantagens em detrimento
dos outros métodos mencionados, pois este naocstazaisolventes organicos toxicos
que podem interferir com a amplificacdo do DNA moparelhamento dogrimers e
inibir a actividade d&aq polimerase na técnica deliamerase chain reaction (PCR),
sendo esta uma técnica altamente sensivel a comtai®s.

Neste estudo, o DNA gendmico foi extraido de sangta através do método
enzimatico descrito por Miller et al. (1988), machido. As amostras de DNA foram
obtidas de sangue periférico da populacdo em esuitlizando tubos contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acéti&TA). A 10 ml de sangue
adicionaram-se trés volumes de solucdo tampaseeldé globulos vermelhos (155 mM
NH4CIl, 10 mM KHCGQ e 1 mM NaeEDTA.2H,0, pH 7.4) (Sigma®), homogeneizou-se
e incubou-se em gelo durante 20 minutos, seguidonu centrifugacdo a 2500 rpm
(Rotanta 460R, Hettich®), durante 15 minutos a #as a centrifugacéo, desprezou-
se 0 sobrenadante cuidadosamente, ressuspendegesin@ento resultante em dois
volumes de solucao de lise de globulos vermelhosngrifugou-se novamente a 2800
rom (Rotanta 460R, Hettich®), durante 15 minuto#°@. Ao sedimento obtido desta
segunda centrifugacdo e apds a rejeicdo do solameteadadicionaram-se 4 ml de
solucdo tampéo de lise de globulos brancos (10 mBMHCI, 400 mM NaCl e 2 mM
Na&EDTA.2H,O, pH 8) (Sigma®), 350 ul de SDS a 10% (BioRad®), |8 de
proteinase K (20 mg/ml) (Roche®) e incubou-seshaker (Forma Orbital Shaker,
Thermo®) com agitacdo constante a 3@%& night. Depois da digestdo enzimatica, por
accdo da proteinase K, precipitaram-se as proteguisionando-se 3 ml de uma
solugéo saturada de NaCl 6 M (Sigma®) e centrifug@@a 3750 rpm (Rotanta 460R,
Hettich®), durante 30 minutos a 25°C. Ao sobrentelegsultante, adicionaram-se duas
vezes 0 volume de etanol absoluto frio para pregjad do DNA. A temperatura
interfere com a solubilidade do DNA, assim, quam&nor a temperatura, menor é a
solubilidade do DNA, facilitando a sua separacam. fim, o DNA foi lavado em
etanol a 70% e adicionou-se Tris-EDTA (10 mM Tri€iHe 2 mM NaEDTA.2H,0,
pH 7.4) (Sigma®). As amostras de DNA foram postemgnte incubadas na estufa
Incubator S160D (Stuart Scientific®) em agitacdo constante a 37AP0s total
solubilizagdo, as amostras foram armazenadas ecr@dss a 4°C para posterior

utilizagéo.
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2.3 Quantificacdo e determinacao do grau de purezi DNA.

O método mais utilizado para determinar a conceéitrado DNA obtido e
estimar a sua pureza € o método espectrofotomé#ie@roteinas apresentam uma
absorcdo maxima num comprimento de onda de 280 nas @ucledtidos num
comprimento de onda de 260 nm, tendo em conta gueg wnidade de D.£bhm
corresponde a 50 pg/mL de DNA de cadeia dupla (8sokbet al., 1989). Apos a
extraccdo do DNA, a sua concentragdo, assim comealases das absorvancias a
260nm e 280nm e as respectivas raz6es foram olptatdeitura no espectrofotbmetro
(SmartSpec™ Plus Spectrophotometer, BioRad®). Assim, a concentracdo de DNA é

determinada segundo a seguinte formula:

[DNA] ygimL = D.O260 nm* Factor de Dilui¢do x Constante da dupla hélice

A pureza do DNA isolado, é obtida através da relatg@iabsorvancia a 260nm e
280nm (razéo D.@yD.0O.g9 (Wilfinger et al., 1997), cujos valores da raz&odevem
situar no intervalo 1,8 e 2,0 (Miller et al., 1988 a razdo nao estiver compreendida
entre estes valores, podera indicar a presenceotiEnas abaixo de 1.8 e a presenca de
RNA acima de 2.

2.4 Genotipagem

2.4.1 Consideracdes gerais das técnicas

2.4.1.1 Amplificacdo do DNA

A amplificacdo do DNA é realizada pela técnica P@&envolvida por Karry
Mullis na décadade 1980. Esta, revolucionou a genética molecularmjindo a
amplificacdo de pequenos fragmentos de DNA, serdalraente, uma das técnicas
mais utilizadas na realizacdo dequenciacdo de genes, no diagnodstico de doencas
genéticas, etc (Sambrook et al., 1989). E um méiteloelevada sensibilidade e
especificidade devido ao uso plemers especificos para o gene mgido do DNA de

interesse, originando milhdes de copias do fragmaivb.
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O processo da PCR traduz-se em trés etapas distil@snaturacao, hibridizacao
ou annealing e extensao (figura 22), que se repetem em 30 &3 oo termociclador,
sem intervengao manual.

Para efetuar uma reacdo de PCR s&o necessariaguistes componentes:
DNA molde, um par derimers, que sdo pequenas sequéncias oligonucleotidiGas (1
24pb) complementares a cada uma das cadeias motidsrindo especificidade,
desoxinucleétidos trifosfatados (dGTP. dCTP, dATBTEP), Tag DNA polimerase,
gue possui a capacidade de resistir a altas tempesae efetua a ligacdo dos dNTPs ao
DNA molde, catibes divalentes (magnésio ou idesndgnésio) que funcionam como
co-fatores dalaq polimerase e uma solugéo tampé&o para manter oagHandicoes
ideais.

Os parametros de optimizacao da reacdo de PCRgamamente cruciais para
0 sucesso da amplificacdo do DNA e incluem, aagtey da concentracdo de magnésio
(Mg?"), dos tempos de desnaturacamealing e extenséo, da alteracdo da temperatura
de annealing dos primers e da alteracdo da quantidade de DNA eTdg DNA
polimerase (Innis et al., 1990). Por vezes, a eadgdPCR néo € bem-sucedida devido
ao baixo rendimento da sequéncia de DNA alvo eti@ngho de amplificacdo de bandas
indesejaveis ndo especificas, principalmente quandonteido de guanina e citosina
(GC) na sequéncia alvo é elevado (Sambrook e1289). As zonas ricas em GC sdo
dificeis de amplificar e favorecem a formacdo deuasas secundarias, que sao
reconhecidas peldag polimerase como locais de terminacdo, ocorrendgted®aodo
amplificagBes incompletas e resultando em prodd®$CR com multiplas bandas.
Assim, condi¢des especiais sdo necessarias pa@manestas situacdes. A adicdo de
pequenas quantidades de desoxi-7-deaza-guanodioafato (7-deaza-dGTP) e
dimetilsulféxido (DMSO) a mistura da reacdo, dimgnu a formacdo de estruturas
secundérias e melhoram o rendimento da reacéo &jeak & Schutt, 2001; Musso et
al., 2006).
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Figura 22: Representagdo das trés etapas da PCR. Etapa 1: ubasdatdo DNA que consiste na separag¢do da
dupla cadeia de DNA através do calor a 95°C. Etap##@dizacdo owannealing, que se traduz no emparelhamento
dos primers a cada uma das cadeia moldes de DNAnaatemperatura que pode variar de 50-60°C. Etapa 3:
extensdo doprimers anelados por acdo de uma DNA polimerase termaglsfEaq polimerase) a 72°C sintetizando

uma nova molécula de DNA. Adaptado de: Andersapil @2

2.4.1.2 Digestdo com enzimas de restricdo

Apos a PCR, os produtos amplificados sdo submetdaosna digestdo por
endonucleases de restricdo, previamente seleciwraagartir do local de restricdo de
interesse para o polimorfismo a ser analisado.

As enzimas de restricdo sdo enzimas bacterianagliyaen as moléculas de
DNA de cadeia dupla, em locais que apresentam @igandinada sequéncia especifica
de 4 a 6 nucledtidos. Estes locais sdo designaeldscadis de restricdo que apoés a

clivagem, geram fragmentos de DNA de diferentestdros.

2.4.1.3 Electroforese em gel de agarose.

O produto amplificado e o produto digerido, sacasagos por electroforese em
gel de agarose, de acordo com o seu tamanho € pargacdo de um campo elétrico. A
agarose é um polissacarideo nao toxico, de faepgracdo e permite separar longos
fragmentos de DNA (200 bp-50 kb) com diferentesceotracdes. O tamanho dos
poros do gel (definido pela concentracdo de agp@sdiretamente proporcional ao
tamanho dos fragmentos que se pretendem separasgjay quanto menor for a
concentracdo do gel maior € a porosidade e assaioy @ o fragmento de DNA que

podera ser separado.
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A mobilidade electroforética das amostras € afefsda composicao e a forca
i6nica do tampéo (Sambrook et al., 1989). O TristAto-EDTA (TAE) e o Tris-
Borato-EDTA (TBE), sdo os tampdes mais vulgarmeniézados em electroforese,
embora o TAE possua menor capacidade tamponante GiB&. A pH neutro o DNA
apresenta carga negativa devido aos grupos fosfaigeando deste modo em direcao
ao polo positivo (catodo). As amostras e ao marcddgeso molecular, é adicionado
um corantelpading dye) de forma a corar e aumentar a densidade das r@neshssim,
permitir a visualizacado do percurso dos fragmedtosnte a corrida electroforética. O
marcador de peso molecular permite determinar atéimdos fragmentos de DNA.

As bandas resultantes da electroforese sdo viadakznum sistema de imagem
na presenca de brometo de etidio, que intercala cadeias de DNA e imite

fluorescéncia apds exposicao aos raios ultravigléig.

2.4.2 Estudo dos genes candidatos

2.4.2.1 Polimorfismo VNTR 40-pb do gen8LC6A3

Para o estudo do polimorfismo VNTR de 40 pb daa®giao codificante 3'UTR
do geneSLC6A3, a amplificagdo do DNA foi otimizada segundo otpeolo descrito
por Vandenbergh et al., (1992), utilizando rsmers (Invitrogen®) forward (5'-
TGTGGTGTAGGGAACGGCCTGAG-3) e reverse (5-
CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG-3’). A amplificacéo foi akzada num volume
final de 25ul, contendo 75 ng de DNA gendmico, 1¥o&icdo tampao (Invitrogen®),
1,5 mM MgC}, 0,2 mM dNTPs (Invitrogen®), 0,25 mM de caaamer (Invitrogen®),

e 0,05 U/ulTag polimerase (Invitrogen®). O protocolo de amplifiéa foi realizado
num termociclador (GeneAmp® PCR System 9788plied Biosystems) num total de
30 ciclos. Ap6s uma desnaturacao inicial de 3 mmat 94°C, cada ciclo consistiu em
desnaturacao a 93°C (60s), emparelhamentgpdo®rs a 65°C (60s) e extensédo da
cadeia a 72°C (60s), seguida de uma extensaafir2iC durante 5 minutos.

O produto amplificado foi corado com 5 pl de sotughrante lpading dye
solution; xileno cianol 0.025% (m/V) (Sigma®); azul bromofén®.025% (m/V)
(Sigma®) e glicerol 30% (m/V) (Invitrogen®)) e cobdo num gel de agarose a 3%,
previamente corado com brometo de etideo (10 mg/MBio-Rad®).

Subsequentemente, procedeu-se a separacdo dosetitagnpor electroforese num
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sistema horizontal (Bio-Rad®}pntendo 1X o tampéao TBE (89 mM Tris-base; 89 mM
acido borico e 2 mM N&EDTA.2H,0, pH 8) e a visualizacdo dos mesmos, no sistema
Gel Dod™ EQ, (Bio-Rad®). O tamanho dos fragmentos foi determinedm base no
namero de pb especifico de cada repeticdo desgapns/andenbergh et al. (1992)
(Tabela 1) e por comparacdo com o marcador de pesecular Gene Rul8f 100 pb
DNA ladder (MBI Fermentas®).

Tabela I- Nimero de cOpias e respectivos tamanhos em plbragsentos amplificados do
VNTR de 40 pb do gene SLC6A3. Adaptado de Vandeyfber al. (1992).

Numero decopias VNTR
(pb)

3 (200)
5 (280)
7 (360)
& (400)
9 (440)
10 (480)
11 (52

2.4.2.2 Polimorfismo 5-HTTLPR do gené&SLC6A4

O protocolo de amplificacdo do DNA referente aamoltfismo 5-HTTLPR de
44 pb, localizado na regido promotora do gan@6A4, foi otimizado de acordo com as
condicOes experimentais descritas por Mynett-Jahmtaal. (2000). Para um volume
final de 25 ul de reacdo, desnaturou-se 100 ng & Bendmico a 95°C durante 5
minutos, e adicionou-se 1X a solu¢cdo tampéo (logen®), 1,5 mM MgGl
(Invitrogen®) 0,2mM dNTP’s + 50% 7-deaza-dGTP (Invitrogen®), 1dd cada
primer (Invitrogen®), forward (5-GGCGTTGCCGCTCTGAATGC-3') geverse (5'-
GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC - 3, 10% DMSO (Invitrog®) e 0,04 U/ul
Taq polimerase (Invitrogen®). As condicdes de amp@idi&o da regido de interesse
consistiram em 40 ciclos. Cada ciclo foi realizasd condicbes de desnaturacdo a
95°C, durante 30 segundos, emparelhamentriimers a 61°C, durante 30 segundos e
extensao da cadeia a 72°C, durante 60 segundakzdimdo com uma extenséo final a
72°C durante 10 minutos (GeneAmp® PCR System 9gflied Biosystems).

Ao DNA amplificado adicionou-se 5 pl de solucéo arde (xileno cianol
0.025% (m/V) (Sigma®); azul bromofenol 0.025% (m/AQigma®) e glicerol 30%



Capitulo II - Materiais e Métodos

(m/V) (Invitrogen®)). Os fragmentos resultantesaforseparados num gel de agarose a
2,5%., corado com brometo de etidio (10 mg/mL) {Bal®)

A electroforese decorreu num sistema de electreéot®rizontal (Bio-Rad®)
contendo 1X o tampao TBE (89 mM Tris-base; 89 mNd@&chorico e 2 mM
NaoEDTA.2H,O, pH 8), a uma voltagem de 120V e o tamanho dagnfentos
visualizados no sistema Gel DYc EQ, (Bio-Rad®) foram determinados por
comparacdo com o marcador de peso molecular GeteeRi00 pb DNA ladder
(MBI Fermentas®)

2.4.2.3 Polimorfismo G1287A do gen8L C6A2

O polimorfismo G1287 do gerfd. C6A2, localizado no ex&o 9, foi genotipado
apos otimizacdo com base no protocolo descrit@dpoesson et al., (1998). O fragmento
de 241 pb foi amplificado pela técnica PCR, numun@ total de reacdo de 25 pl
incluindo 50 ng de DNA gendmico, 0,4 udé cadarimer (Invitrogen®)forward (5'-
TCCAGGGAGACCCTAATTCC-3) ereverse (5-TTGACTTTATTGAAATGCGGC-
3’), 1X solucao tampéo (Invitrogen®), 1,5 mM Mgglinvitrogen®) 0,2 mM dNTPs
(Invitrogen®) e 0,02 U/uTaq polimerase (Invitrogen®).

As condi¢cdes de amplificagcdo consistiram numa dasagho inicial do DNA
durante 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclosimglairam a desnaturacdo a 94°C
(30s), o emparelhamento dasmers a 57°C (30s) e a extensao da cadeia a 72°C (30s).
Apoés o ultimo ciclo, seguiu-se uma extenséao firalsdminutos a 72°C (GeneAmp®
PCR System 970@pplied Biosystems).

De forma avaliar se ocorreu amplificacdo, 5 pl dedpto do PCR foi aplicado
num gel de agarose a 2%, corado com brometo de.e@dproduto amplificado foi
incubado com 5U da enzima de restricdo SaBéw England BioLabs®) a 37°C
overnight. Os fragmentos digeridos, previamente corados &qrhde solugéo corante
(xileno cianol 0,025% (m/V) (Sigma®); azul bromotrd,025% (m/V) (Sigma®) e
glicerol 30% (m/V) (Invitrogen®)), foram separades gel de agarose Nusieve 3:1
(Karlan®) a 3%, contendo 1X o tampao TBE (89 mMsIrase; 89 mM acido borico e
2 mM NgEDTA.2H,0O, pH 8) com uma voltagem de 110V, num sistemazbotal
(Bio-Rad®). Posteriormente, os alelos foram visualizados nersis Gel Dot EQ,
(Bio-Rad®) e os tamanhos foram determinados porpesagtdo com o0 marcador de
peso molecular Gene Rul¥ér100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®)
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2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados coRrimer of Biostatistics program (versao
3.01) (Glantz, 1992). A amostra total de 908 indlivis (633 doentes alcoolicos com e
sem historial de drogas licitas ou ilicitas; 275tomos sem antecedentes de doencas
psiquiatricas ou drogas licitas e ilicitas) foigimentada e a comparacao da distribuicao
dos genotipos e dos alelos nos diferentes gruposfdtuada recorrendo a tabelas de
contingéncia utilizando o Qui-quadrado. Para valale p< de 0,05 os resultados foram
considerados estatisticamente significativos. Riewese a analise dos gendtipos e
alelos comparando: 1) uma amostra de doentes mosolersus controlos; 2) uma
amostra de doentes alcodlicos versus doentes @osd@om historial de tabagismo; e
3) uma amostra de doentes alcodlicos versus doalttadicos com historial de drogas

ilicitas.
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3. Resultados e discussao

3.1 Andlise do polimorfismo VNTR do gené&L C6A3

O gene S.C6A3 localiza-se no brago curto (pl5.3) do cromossoma 5
(Vandenbergh et al., 1992) e é constituido porXd&es e 14 intrées (Donovan et al.,
1995). A variante genética VNTR de 40 pb no g&h€6A3 localizada na regido
3'UTR estéa representada na Figura 23 (Vandebergh, 61992).

Cromossoma 3

NN

-,

. TR
cmrstcars e Ll'_’7//Lf R pp—.a

VNTR

Figura 23: Representacdo esquematica da estrutura do Heb@A3 com a localizagdo do
polimorfismo VNTR na regido 3'UTR. Legenda da figud a 15- ex8es do gene, ‘UTRJntransated
Region),X- intrées do gene.

Para investigar a variante genética do g8h€6A3, amplificou-se 0 DNA
gendmico segundo a metedologia descrita em 2.4@. Materiais e Métodos do
capitulo 2 e o perfil electroforético esta représeéa na Figura 24.
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Figura 24: Imagem electroforética dos segmentos de DNA aioatibs, referentes ao
polimorfismo VNTR da regido 3'UTR do geSeC6A3, em gel de agarose a 3%. Legenda da figura: 1, 3,
13, 16 e 17- amostras heterozigoéticas para asigepstl0 (480 pb) e 11 (520 pb) n° de cépias. 2, 8,

9, 12, 15,18 e 19- amostras homozigéticas pargeticdo de 10 (480 pb) n° de copias. 4, 11 e 14-
amostras heterozig6ticas correspondentes as répetite 9 (440 pb) e 10 (480 pb) n° de copias.® e 1
amostras homozigéticas para a repeticdo de 11 gbp®° de cépias. M- marcador de peso molecular
Gene Ruler™ 100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®).

A analise da distribuicdo genotipica e alélicagmafite ao polimorfismo VNTR
de 40 pb do gen8lL.C6A3, esta representada na Tabela Il e a analise astatistelou
uma associacdo entre o alcoolismo e 0 G&@SA3, para o gendtipoX® = 11,308; df=
3; p= 0,013), o que parece sugerir que o polimoia/NTR de 40 pb esta envolvido
na pré-disposicdo ao alcoolismo, na populacdo goesa, apesar destes resultados
carecerem de replicacdo. Os nossos resultados dsstdoordo com estudos realizados
em varias populacdes caucasianas de diferentesggegraficas (Lin & Xu, 2011).

Contrariamente, os resultados referentes a digtébualélica foram negativos
(X?= 2,666; df= 2; p= 0,264). De facto, a disponilzitié e a funcionalidade do DAT no
cérebro podem estar dependentes de variantes genéfos variosrepeats do
polimorfismo VNTR de 40 pb os alelos 9 e 10 saanass frequentes na maioria das
populacdes humanas (Vandebergh et al., 1992; vandted., 2005; Lin & Xu, 2011).
Similarmente, no nosso estudo também se verifiemi ap alelos 9 e 10 sdo os mais

comuns na populacéo portuguesa (Tabela I1).
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Tabela II: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respstifrequéncias, do polimorfismo

VNTR do geneSLC6A3 em doentes alcodlicos com comorbidade de dro@asd e licitas (tabaco) e

controlos.
Gendtipos (%) Alelos (%)
9,9 9,10 10,10 Raros* 9 10 Raros**
59 247 248 33 378 760 36
Alcoolismo
(10,1) (42,1) (42,2) (5,6) | (32,2) (64,7) (3,1)
29 71 124 11 134 324 12
Controlos
(12,3) (30,2) (52,8) (4,7) | (28,5) (68,9) (2,6)
X“=11,308; df= 3; p= 0,013 | X°=2,666; df= 2; p= 0,264

*Genétipos raros: 3,10; 2,9; 9,11; 3,9; 10,11; 8,10; 5,9; 5,10.
**Alelos raros: 3,2, 11, 7, 8, 5.

Devido a localizacdo do polimorfismo na regido 3RJ@lo gene, as variantes
alélicas ndo resultam em alteracbes funcionais teitesais do transportador. No
entanto, podem afetar a estabilidade do mRNA egalagdo da sintese da proteina,
alterando os niveis de expressao (VanNess et0fl5; Xu & Lin, 2011). Por exemplo,
varios estudos demonstraram que o alelo 9 conduma menor expressdo do DAT
(Vandenbergh et al., 1992; Heinz et al., 2000; warkiet al., 2005), o que implica um
aumento da DA livre na fenda sinaptica, que porseguinte leva ao reforco e a
intensificacdo do consumo da substancia

No sentido de se investigar uma eventual associagii®@ o polimorfismo
VNTR de 40 pb do gen8LC6A3 e as drogas ilicitas, procedeu-se a andlise estatis
comparando uma amostra de doentes alcoodlicos cstorial de droga ilicitas versus
doentes alcoolicos, e os resultados obtidos naelaneam associacdo para o genotipo
(X? = 4,961; df= 3; p= 0,232) (Tabela Ill). No entantelativamente & distribuicdo
alélica, detetou-se associacdo entre a dependémdeogas ilicitasX’= 7,456; df= 2;
p= 0,024) e o polimorfismo VNTR de 40 pb do g&h€6A3, 0 que parece sugerir que
este polimorfismo é um fator de risco para na pagad portuguesa. Face aos resultados
apresentados na Tabela lll, verificou-se que o En®,10 (49,3%) € mais frequente
no grupo referente aos doentes alcoolicos com dudewte de drogas ilicitas e que o
alelo 10 (54,3%) € predominante nos doentes atmicom comorbidade de drogas
ilicitas. A associacdo detetada neste estudo entre 0 gen@ASLE a dependéncia de
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drogas ilicitas ndo esta de acordo com os resusltagoesentados por Gelernter et al.
(2004) e Persico et al. (1993).

Tabela lll: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respstifrequéncias, do polimorfismo

VNTR do geneSLC6A3 em doentes alcodlicos com ou sem comorbidadeatgmsliilicitas.

Genotipos Alelos
(%) (%)
99 9,10 10,10 Raros* 9 10 Raros**

Alcoolismo+Drogas 11 34 19 5 57 75 6
ilicitas (15,9) (49,3) (27,5 (8,7) | (41,3) (54,3 4,3)

Alcoolismo 6 31 31 3 43 93 1
(8,5) (43,7) (43,70 (4,2) | (31,4) (67,9 (0,7)

X“=4,961; df= 3; p= 0,232 | X°= 7,456; df= 2; p= 0,024

*Genotipos raros: 8,8; 7,10; 10,11; 7,9.
**Alelos raros 8, 7, 11.

Procedeu-se também a analise estatistica compatandcamostra de doentes
alcoodlicos com historial de tabagismo versus umastéita de doentes alcodlicos e os
resultados obtidos referentes & distribuicéo gpivati(X’ = 0,777; df= 3; p= 1,000) e
alélica X?=0,105; df=2; p= 0,949) do gene SLC6A3 s&o negat{ifabela V).

Tabela IV: Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfisttdNTR do geneSLC6A3 em

doentes alcodlicos fumadores e nao fumadores.

Gendtipos (%) Alelos (%)
99 9,10 10,10 Raros* 9 10 Raros**
21 103 103 12 149 316 13
Alcoolismo+Tabagismo
(8,8) (43,1) (43,1) (5,02)| (31,2) (66,1) 2,7)
27 110 126 16 172 369 17
Alcoolismo
(9,7) (39,4) (452) (5,7) | (30,8) (66,1) (3,0
X“=0,777; df= 3; p= 1,000 | X“=0,105; df=2; p= 0,949

*Genotipos raros: 10,11; 9;11; 5,10; 2,3.
**Alelos raros: 11; 5, 2, 3.

Com base nos resultados obtidos podemos inferiraqgene SLC6A3 esta
implicado na etiologia do alcoolismo e na depeni@éde drogas ilicitas, na populacdo

estudada. E importante referir que apesar destmgdismo ter sido investigado em
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varias populacdes mundiais, com o intuito de teegalarecer o eventual papel deste na
etiologia das toxicodependéncias, os resultadosns@nclusivos (Samochowiec et al.,
2006; Xu & Lin, 2011; Costa et al., 2011), careaerdk estudos adicionais com

amostras maiores e em outras populacdes que aondamham sido estudadas.

3.1 Andlise do polimorfismo 5-HTTLPR do geneé&LC6A4

O geneS_C6A4 que codifica o transportador da serotonina, loaade no brago
longo (g11.2) (Ramamoorthy et al., 1993) (Figurga Z5 polimorfismo em estudo (5-
HTTLPR) situa-se na regido promotora do g8h€6A4 e caracteriza-se pela presenca
de duas formas alélicas, a variante longa (L) arente curta (S) (Figura 25) (Heils et
al., 1996).
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Figura 25: Representacdo esquematica da estrutura do §eb0@A4 com a localizagdo do
polimorfismo 5-HTTLPR na regido promotora do gelnegenda da figura: | a XIV- Exdes, S- variagédo

alélica curta, L- variagdo alélica longa. AdaptdédCanli & Lesch, (2007).
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O polimorfismo 5-HTTLPR foi genotipado de acordonctaas condi¢cdes
descritas em 2.4.2.20 capitulo 2 de Materiais e Métodos. Na Figura e&6a
representado o perfil electroforético dos prodatoplificados pela PCR.

i W[

484 pb w—-

Figura 26: Imagem electroforética dos segmentos de DNA amoptlbs, referentes ao
polimorfismo 5-HTTLPR da regido promotora do g&h€6A4, em gel de agarose a 2,5 %. Legenda da
figura: 1, 2, 3, 4, 5 e 7- individuos heterozigdésipara as variantes S (484 pb) e L (528 pb) , $,e810-
individuos homozigéticos para a variante L (528 pb) marcador de peso molecul@ene Ruler ™ 100
pb DNA ladder (MBI Fermentas®).

Os resultados referentes a analise do polimorfisfiid TLPR do gene SLC6A4
em doentes alcoodlicos e controlos, doentes alamleom e sem historial de drogas
ilicitas estdo representados na Tabela V e VIl etespnente. Estes, ndo revelaram
diferencas estatisticamente significativas pardifesentes grupos, quer para o genotipo
(X?= 0,373; df=2; p= 0,830)X°=0,991; df =2; p= 0,609) quer para o aleX5= 0,001;
df=1; p= 0,961), X°= 0,242; df=1; p= 0,623).

No entanto, verificou-se um aumento da percentagengenoétipo L/L em
doentes alcodlicos e doentes alcodlicos com hidtorle drogas ilicitas
comparativamente com 0 genétipo S/S. Similarmeaote,resultados obtidos neste
estudo estdo de acordo com os efectuados nas poeslalema, Afro-Americana e
Japonesa (Kohnk et al. (2006) e Gelernter et 897L No entanto, os resultados nao
estdo de acordo com estudos nos quais foi encanisbciacéo entre o gene SLC6A4
com o alcoolismo (Feinn et al., 2005; Lichtermaalet2000).
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Tabela V: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respstivequéncias, do polimorfismo 5-

HTTLPR do gené&LC6A4 em doentes alcodlicos com comorbidades e controlos

Genatipos (%) Alelos (%)
L/L S/L SIS L S
Alcoolismo 193 282 85 668 452
(34,5) (50,4) (15,2) (59,6) (40,4)
Controlos 95 149 40 339 229
(3355 (52,5  (14.1) (59,7) (40,3)
X°=0,373; df=2; p= 0,830 | X°=0,001; df=1; p= 0,961

Tabela VI: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respstivequéncias, do polimorfismo 5-

HTTLPR do gen&LC6A4 em doentes alcodlicos com ou sem comorbidadeatgsliilicitas.

Gendtipos (%) Alelos (%)

L/L S/L SIS L S

Alcoolismo+ 25 32 13 82 58
Drogas (35,7) (45,7)  (18,6) (58,6) (41,4)

ilicitas

Alcoolismo 15 29 10 59 49

(27,8) (53,7)  (18,5) (54,6) (45,4)
X°=0,991; df =2; p= 0,609 | X“= 0,242; df=1; p= 0,623

Analisando os dados referentes aos casos de altmolcom historial de
tabagismo e alcoolismo sem historial de tabagispoesentados na Tabela VII, ndo se
detetaram diferencas estatisticamente significativa distribuicdo alélicakf= 0,775;
df= 1; p= 0,382)No entanto, uma associacdo positiva entre a depeladébagica e o
geneSLC6A4 foi detetada para o gendtip&E 7,390; df =2; p= 0,025), sugerindo que
o polimorfismo 5-HTTLPR podera desempenhar um pappbrtante na etiologia da
dependéncia tabagica na populagédo portuguesa. 3snoesultados estdo de acordo
com os resultados obtidos em diferentes populapdesliais (Ishikawa et al., 1999; Hu
et al., 2000; Lerman et al., 2000; Kremer et @002 Gerra et al., 2005; Chu et al.,
2009; Nilsson et al., 2009).
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Tabela VII: Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfis®dITTLPR do gen&LC6A4 em

doentes alcodlicos fumadores e nao fumadores.

Genatipos (%) Alelos (%)
L/L S/L SIS L S
Alcoolismo + 61 122 27 244 176
Tabagismo (29,00 (58,1  (12,9) (58,1) (41,9)
Alcoolismo 107 128 45 342 218
(38,2) (45,7)  (16,1) (61,1) (38,9)
X°=7,390; df =2; p= 0,025 | X°= 0,775; df= 1; p= 0,382

Os resultados obtidos sao importantes uma vez muevariacdo genética na
regido promotora do gene, acarretando repercussbie®l da transcricdo, da alteracao
dos niveis de mRNA e da proteina, resultando nutpeesséo e funcao diferencial do
gene (Watanabe et al., 2011).

3.1 Andlise do polimorfismo G1287A do gen8LC6A2

O geneSLC6A2 que codifica o transportador da norepinefrina, saspvel pela
regulacdo da norepinefrina nas sinapses, é cddstitpor 14 exfes e 13 intrdes
(Porzgen et al., 1995). Para o estudo do polimmodig<51287A do gené&lC6A2,
localizado no ex&o 9, resultante da substituicdarda guanina (G) por uma adenina
(A) (Figura 27) procedeu-se a amplificacdo do DNA genomico, segana@todologia
descrita em 2.4.2.2 do capitulo 2 de Materiais &hits.
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Figura 27: Representacao esquematica da estrutura do SLC6A2 com a ocalizacdo do
polimorfismo G1287A no exdo 9 do g. Legenda da figura: 1 a 14x8es do gene, ‘UT-
(Untrandlated Region), /- intrées do gen

O segmento de 241 pb foi amplificado pela técnic& o perfil electrofortico
estarepresentado na Figura.

241 pb

Figura 28: Imagem electroforétic dos segmentos de DNA amplificados, referentes
polimorfismo G1287Ano exdo Sdo geneSLC6A2, em gel de agarose a 2¥#egenda da figura: 1 &
bandas de amplificacdo de 241 fas amostras de DNA estudadasControlo negavo da reaccdo de

amplificacdo. M-marcador de peso molecuGene Ruler™ 100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®

49



Capitulo III - Resultados e Discussao

Os produtos amplificados foram digeridos com areazde restricdo Sau96l,
segundo as condi¢des descritas em 2.4.2.2 do lagitde Materiais e Métodos. A
digestéo revelou a existéncia de bandas com pekruar de 113+76+31+21 pb que
correspondem a individuos homozigéticmisd-type (GG), fragmentos de 113+97+31
pb que correspondem a individuos homozigéticos paakelo mutante (AA) e bandas
de 113+76+97+31+21 pb referentes a individuos b&tgiticos (GA) (Figura 29). A
clivagem de locais néo polimorficos produz fragmerntonstantes de 113 pb e 31 pb.

97 ph
76 pb

Figura 29: Electroforese dos produtos obtidos apds a digestdoa enzima Sal 961, referentes

ao polimorfismo G1287A do gerg C6A2. Os produtos digeridos foram separados em geleMas3:1 a
3%. Legenda da figura: 1, 2, 3, 7, 13 e 16- hetgédizos (GA); 4, 5, 6, 8, 9, 12, 14 e 15- homotigus

wild-type (GG); 10 e 11- homozigéticos (AA); M- marcador - marcaderpeso moleculaBene Ruler™

100 pb DNA ladder (MBI Fermentas®).

Na Tabela VIII estdo representados os genotipos dremjuéncias alélicas
referentes ao ger@ C6A2 obtidas de uma amostra de doentes alcodlicos eotmmntA
andlise estatistica referente ao genotipo revedsacacao entre o alcoolismo e o gene
9.C6A2 na populacéo portuguess®e 15,609; df= 2; p= 0,000). Estes resultados nao
estdo de acordo com os resultados obtidos nas ggdimd caucasianas e chinesas
(Samochowiec et al., 2002; Huang et al., 2008)afRe@mente a frequéncia alélica, ndo
se detetaram diferencas estatisticamente sigmasatentre a amostra de doentes
alcodlicos e a amostra controld&’¢ 0,015; df= 1; p= 0,902). Contudo verificou-se que
o alelo G é mais frequente em alcodlicos (67%preki este resultado de acordo com
outros estudos nos quais o alelo G também foi fnaggiente no grupo de doentes
alcodlicos da populacéo chinesa e caucasiana ($anvar et al., 2002; Huang et al.,
2008).
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Tabela VIII; Distribuicdo genotipica e alélica, com as respstifrequéncias, do polimorfismo

G1287A do gen&L.C6A2 em doentes alcodlicos com comorbidade de drofwiad e licitas (tabaco) e

controlos.
Gendtipos (%) Alelos (%)

AA AG G,G A G
Alcoolismo 87 203 282 377 767

(15,2) (35,5) (49,3) (32,9) (67,0)
Controlos 24 131 113 179 357

(8,9) (48,9 (42,2 (33,4) (66,6)

X*= 15,609; df= 2; p= 0,000 | X°= 0,015; df= 1; p= 0,902

Uma vez que o gend.C6A2 esta implicado em comportamentos depressivos e
de ansiedade que por sua vez, estdo envolvidobuswm @le drogas, propds-se o estudo
de averiguar o eventual papel deste gene numa @mdst alcodlicos com e sem
historial de drogas ilicitas. Analisando os residta estatisticos, ndao foi revelada
associacdo entre o gene e a dependéncia a dramjias iquer para 0os genétipas’t
4,571; df = 2; p= 0,102) quer para os alel§§=(2,118; df= 1; p= 0,146). Este estudo

carece de ser replicado em outras populacdes.

Tabela IX: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respstifrequéncias, do polimorfismo

G1287A do gen&L.C6A2 em doentes alcodlicos com ou sem comorbidadeatmsdiilicitas.

Gendtipos (%) Alelos (%)
AA AG G,G A G
Alcoolismo+ 6 22 42 34 106
Drogas (8,6) (31,4) (60,0) (24,3) (75,7)
ilicitas
Alcoolismo 6 34 30 46 94
(8,6) (48,6)  (42,9) (32,9) (67,1)
X°=4,571; df = 2; p= 0,101 X°= 2,118; df= 1; p= 0,146

Os habitos tabagicos também foram averiguados malggio portuguesa,
revelando associacdo genotipica e alélica entrene $LCE6A2 e a dependéncia ao
tabaco (Tabela X). Em relacdo as frequéncias aklierificou-se um aumento do alelo

G em fumadores (70,4%) comparativamente com osatoat(60,4%).
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Tabela X: Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfisf®1287A do geneSLC6A2 em

doentes alcodlicos fumadores e ndo fumadores.

Genatipos (%) Alelos (%)
AA AG G,G A G
Alcoolismo + 20 121 131 161 383
Tabagismo (7,4) (44,5) (48,2) (29,6) (70,4)
Alcoolismo 61 60 109 182 278
(26,5) (26,1) (47,4) (39,6) (60,4)
X“= 40,094; df= 2; p= 0,000 | X°= 10,575; df= 1; p= 0,001

No seu conjunto os resultados obtidos, apesar decaram de replicacao
implicam o gene SLC6A2 na etiologia quer da depecidé alcodlica quer da
dependéncia tabagica, na populacdo portuguesa.li®dopiismo G1287A do gene
SLC6A2, que ndao resulta numa alteracdo da sequélgciaminoacidos, no entanto
quando emrlinkage desiquilibrium com outro polimorfismo no mesmo gene podera ter
repercussées ao nivel da estrutura do NET, quesyervez podera interferir com a
recaptacdo da NE da fenda sinaptica.
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4. Conclusoes

Neste trabalho, utilizando a estratégia do genalidato, investigou-se uma
eventual associacdo entre os polimorfismos VNTR@pb, 5-HTTLPR e G1287A dos
genes 9.C6A3, 9.C6A4, 9 .C6A2, respectivamente, na etiologia das
toxicodependéncias.

Relativamente ao polimorfismo VNTR de 40 pb do g8nE€6A3, os resultados
obtidos revelaram associac&o quer para o alcooligmoppara a dependéncia de drogas
ilicitas. Estes resultados sugerem que o polinmdisVNTR de 40 pb podera
desempenhar um papel importante na etiologia dookdtno e na dependéncia de
drogas ilicitas, na populacao estudada.

No que se refere ao polimorfismo 5-HTTLPR do g8h€6A4 ndo se observou
associagdo tanto para o alcoolismo como para @mslnticitas, contudo observou-se
uma associacao entre o gefleC6A4 e a dependéncia ao tabaco, sugerindo que o
polimorfismo 5-HTTLPR podera eventualmente ser uatorf de risco para a
dependéncia tabagica na populacao portuguesa.

Em relacdo ao gen8LC6A2, os resultados obtidos permitem inferir que o
polimorfismo G1287A desempenha um papehor na etiologia quer do alcoolismo
quer da dependéncia tabagica na populacao portgues

Resumindo, apesar dos resultados obtidos careaawplicacdo, sdo cruciais
para o desenvolvimento destratégias de prevengdo e tratamento, permitindtoém

identificar precocemente individuos em risco, dbntndo deste modo, para uma diminuigéo

do namero de vitimas de toxicodependéncia.

53



Capitulo V - Bibliografia

Referéncias Bibliograficas

Aderson P.(2010).The Polymerase Chain Reaction (PCR): Cloning DNAhe Test
Tube.St. Rosemary Educational Institution.

Becker H.C. (2008).Alcohol Dependence, Withdrawal, and Relagdeohol Research
& Health 31:348-361.

Berger M., Gray J.A., Roth B.L. (2009)l'he expanded biology of seroton#nnual
Review of Medicine 60:355-366.

Bierut L.J. (2011).Genetic vulnerability and susceptibility to substardependence
Neuron 69:618-627.

Botstein D, Withe R. L., Skolnick M., Davis W. (1980Lonstruction of a genetic
linkage map in man using restriction fragment léngblymorphismsAmerican
Journal Human Genetics 32:314-331.

Burmeister M. (1999).Basic concepts in the study of diseases with cong#eetics
Biological Psychiatry 45:52-532.

Burton P.R., Tobin M.D., Hopper J.L. (2005Key concepts in genetic epidemiology
Lancet 366:941-951.

Breese G.R. Sinha R., Heilig M. (2011)Chronic alcohol neuroadaptation and stress
contribute to susceptibility for alcohol craving é&inelapse Pharmacology &
therapeutics 129:149-171.

Bruss M., Kunz J., Lingen B., Bonisch H. (1998 hromosomal mapping of the human
gene for the tricyclic antidepressant-sensitiveaatvenaline transporterHuman
Genetics 91:278-280.

Cami J. & Farré M. (2003).Mechanisms of disease. Drug addictidsew England
Journal of Medicine 349:975-986.

Canli T. & Lesch K.P. (2007)Long story short: the serotonin transporter in eioot
regulation and social cognitiorNature Neuroscience 10:1103-11009.

Chakrabarti R. & Schutt C.E. (2001)The enhancement of PCR amplification by low
molecular —weight sulfone&ene 274:293-298.

Chastain G. (2006). Alcohol, neurotransmitter systems and behavidournal of
General Psychology 133:329-335.



Capitulo V - Bibliografia

Chen B.T, Hopf F.W., Bonci A. (2010)Synaptic plasticity in the mesolimbic system:
therapeutic implication for substance abusenals of the New York Academy of
Sciences 1187:129-139.

Chu S.L., Xiao D., Wang C., Jing H. (2009ssociation between 5-hydroxytryptamine
transporter gene-linked polymorphic region and smgkbehavior in Chinese
males.Chinese Medical Journal 122:1365-1368.

Clapp P, Bhave S.V., Hoffman P.L. (2008jow Adaptation of the brain to alcohol
leads to dependence. A pharmacological perspedd®hol Research & Health
31:310-339.

Collins F. S, Patrinos A., Jordan E., Chakravarti A., GestelRndWalters L. (1998).
New goals for the U.S. Human Genome Project: 19982Science 282:682-
689.

Costa A, Riedel M., Muller U., Moller H.J., Ettinger U. @21). Relationship between
SLC6A3 genotype and striatal dopamine transporteilability: a meta-analysis
of human single photon emission computed tomograpldies.Synapse 65:998-
1005.

Danielson K, Truman P., Kivell B.M. (2011)The effects of nicotine and cigarette
smoke on the monoamine transport&gnapse 65:866-879.

Daubet E.A. & Barry G.C. (2010).Serotonin: a regulatory of neuronal morphology
and circuitry. Trends in Neurosciences 33:424-434.

Degenhardt L. & Hall W. (2012).Extent of illicit drug use and dependence, andrthei
contribution to the global burden of diseatancet 379:55-70.

Dickinson J.L., Sale M.M., Craig J.E., Mackey D.A. (200Daboratory methods in
ophthalmic genetics: obtaining DNA from patien®phthalmic Genetics 22:49-
60.

Donovan D.M, Vandenbergh D.J., Perry M.P., Bird G.S., IngérBo] Nanthakumar
E., Uhl G.R. (1995). Human and mouse dopamine transporter genes:
conservation of 5'-flanking sequence elements aetegstructures.Brain
Research Molecular Brain Research 30:327-335.

Ellsworth D.L. & Manolio T.A. (1999). The emerging importance og genetics in
epidemiological research. I. basic concepts in hanggnetics and laboratory
technologyAnnals of Epidemiology 9:1-16.



Capitulo V - Bibliografia

Elsworth J.D. & Roth R.H. (1997).Dopamine synthesis, uptake, metabolism, and
receptors: relevance to gene therapy of Parkinsodisease Experimental
Neurology 144:4-9.

EMCDDA, 2011 Annual report on the state of the drugs problenmEurope 2011
European Monitoring Center for Drugs and Drug Atidic. Luxembourg.

Enoch M.A., Gorodetsky E., Hodgkinson C., Roy A., Goldman(2211).Functional
genetic variants that increase synaptic serotorma &-HT3 receptor sensitivity
predict alcohol and drug dependendéolecular Psychiatry 16:1139-46.

Enoch M.A (2012).The influence of gene-environment interactionshendevelopment
of alcoholism and drug dependen€rrent Psychiatry Reports 14:150-158.

Estivill X. & Armengol L. (2007). Copy number variants and coom disorders: filling
the gaps and exploring complexity in genome-widsoaigtion studies. PLoS
Genetics 3:1787-1799.

Gelernter J. & Kranzler H.R. (2009)Genetics of alcohol dependenétiman Genetics
126:91-99.

Gerretsen P, Muller D.J., Tiwari A., Mamo D., Pollock B.G. (R0). The intersection
of pharmacology, imaging, and genetics in the dgwakent of personalized
medicine Dialogues in Clinical Neuroscience 11:363-376.

Gilpin N.W. & Koob G.F. (2009).Neurobiology of alcohol dependence: focus on
motivational mechanismalcohol Research Health 31:185-195.

Gold M.S. & Grerr R.A. (2010).Pharmacological Drugg Effects on Brain and
Behavoir in Pricinples of Addiction and the Lawd[eNorman S. Miller. First
Edition. Elsiver Inc.

Gonzalez R.A, Job M.O., Doyon W.M. (2004)he role of mesolimbic dopamine in
the development and maintenance of ethanol reiafoent Pharmacology and
Therapeutics 103:121-146.

Hahn M.K. & Blakely R.D. (2002).Monoamine transporter gene structure and
polymorphisms in relation to psychiatric and oth@omplex disorders.
Pharmacogenomics Journal 2:217-235.

Hartz S.M. & Bierut L.J. (2010).Genetics of addictionsThe Psychiatry Clinics of
North América 33:107-124.



Capitulo V - Bibliografia

Heils A., Teufel A., Petri S., Stober G., Riederer P., B#rg., Lesch K.P. (1996).
Allelic variation of human serotonin transporter mge expressianJournal of
Neurochemistry 66:2621-2624.

Heinz A., Goldman D., Jones D.W., Palmour R., Hommer Dre@d.G., Lee K.S.,
Linnoila M., Weinberger D.R. (2000)Genotype influences in vivo dopamine
transporter availability in human striatunNeuropsychopharmacology 22:133—
139.

Heinz A.J., Beck A., Meyer-Lindenberg A., Sterzer, Heinz A. (2011).Cognitive and
neurobiological mechanisms of alcohol-related aggren. Nature Reviews
Neuroscience 12:400-413.

Herman A.l., Conner T.S., Anton R.F., Gelernter J., KranzléR HCovault J. (2011).
Variation in the gene encoding the serotonin tramtgr is associated with a
measure of sociopathy in alcoholiesddiction Biology 16:124-132.

Ho P.S, Shih M.C., Ma K.H., Huang W.S., Ho K.K., Yen C,Hu R.B., Huang S.Y.
(2011). Availability of the serotonin transporter in patisn with alcohol
dependencalNorld Journal of Biological Psychiatry 12: 134-142

Hyman S.E. & Malenka R.C. (2001)Addiction and the brain: the neurobiology of
compulsion and its persistend¢ature Reviews Neuroscience 2:695-703.

Hyman S.E, Malenka R.C., Nestler E.J. (2008)eural mechanisms of addiction: the
role of reward-related learning and memornnual Review of Neuroscience
29:565-598.

[.D.T. (2011). Relat6rio anual 2010 - A situacdo do pais em terrdesdrogas e
toxicodependénciasnstituto da Droga e da Toxicodependéncia, |.Briugal.

Innis M.A., Gelfand D.H., Sninsky J.J., White T.J. (1999LR Protocols: a guide to
methods and applicationé\cademic Press, Inc.

International Human Genome Sequencing Consortium(2001). Initial sequencing
and analysis of the human genoature 409:860-920.

International Human Genome Sequencing Consortium(2004). Finishing the
euchromatic sequence of the human gendaéure 431:931-945.

Johnson E.G, Nothen M.M., Gustavsson J.P., Gustavsson J.Rdt e, Bunzel R.,
Propping P., Sedvall G.C. (1998olymorphisms in the dopamine, serotonin, and

norepinephrine transporter genes and their relasioips to monoamine



Capitulo V - Bibliografia

metabolite concentrations in CSF of healthy volarge Psychiatry Research
79:1-9.

Johnson B.A, Ait-Daoud N., Seneviratne C., Roache J.D., JakbAs., Wang X.Q.,
Liu L., Penberthy J.K., Diclemente C.C., Li M.D.0l). Pharmacogenetic
approach at the serotonin transporter gene as ahogkiof reducing the severity
of alcohol drinking American Journal of Psychiatry 168:265-275.

Kimura M. & Higuchi S. (2011).Genetics of alcohol dependendesychiatry and
Clinical Neurosciences 65:213-225.

Kirby L.G., Zeeb F.D., Winstanley C.A. (2011 ontributions of serotonin in
addiction vulnerability Neuropharmacology 61:421-432.

Klotz F., Petersson A., Isacson D., Thiblin I. (200¥)olent crime and substance
abuse: a medico-legal comparison between usersabalic androgenic steroids

and abusers of illicits drug$:orensic Sciences International 173:57-63.

Kohnke M.D., Batra A., Kolb W., Kohnke A.M., Lutz U., Schick.,.SGaertner I.
(2005).Association of the dopamine transporter gene withtzolism Alcohol &
Alcoholism 40:339-342.

Kohnke M.D. (2008). Approach to the genetics of alcoholism: a revievgdahon
pathophysiologyBiochemical Pharmacology 75:160-177.

Kumar M.V., Vetrivelan R., Mallick H.N. (2007)Noradrenergic afferents and
receptors in the medial preoptic area: neuroanatahand neurochemical links
between the regulation of sleep and body tempesatNeurochemistry
International 50:783—-790.

Lesch K.P.(2005).Alcohol dependence and gene x environment intera@t emotion
regulation: is serotonin the linkEuropean Journal of Pharmacology 526:113-
124.

Levin J. (2010).Alcoholism in Clinical Addiction Psychiatry. [edDavid Brizer and

Ricardo Castaneda. First Editio@ambridge University Press.
Madder S.S.(1998).Biology 8" edition The McGraw-Hill Companies, Inc.

Malgorzata F., Malgorzata F., Zaniewska M., Golda A., Przegdiirts. (2005).The

serotonin and its role in cocaine addictidrharmacological Reports 57:685-700.



Capitulo V - Bibliografia

Manolio T.A., Collins F.S., Cox N.J., Goldstein D.B., HindoiffA., Hunter D.J.,
McCarthy M.l., Ramos E.M., Cardon L.R., Chakravérti Cho J.H., Guttmacher
A.E., Kong A., Kruglyak L., Mardis E., Rotimi C.NSlatkin M., Valle D.,
Whittemore A.S., Boehnke M., Clark A.G., EichleEE.Gibson G., Haines J.L.,
Mackay T.F.C., McCarroll S.A., Visscher P.M. (200%inding the missing
heritability of complex diseaseNature 461:747-753.

Masson J, Sagné C., Hamon M., El Mestikawy S. (199%eurotransmitter
transporters in the central nervous systétharmacological Reviews 51:439-464.

McHugh R. K., Hofmann S.G., Asnaani A., Sawyer A.T., Otto M.{2010). The
serotonin transporter gene and risk for alcohol elegence: a meta-analytic
review.Drug Alcohol Dependence 108:1-6.

Merennakk L., Maestu J., Nordquist N., Parik J., Oreland L.jtUld.M., Harro J.
(2011). Effects of the serotonin transporter (5-HTTLPR) ang adrenoceptor
(C-1291G) genotypes on substance use in childred adolescents: a
longitudinal studyPsychopharmacology 215:13-22.

Mihailescu S., Guzman-Marin R., Dominguez M.C., Drucker-Cok1 (2002).
Mechanisms of nicotine actions on dorsal raphe tegioergic neurons.
European Journal Pharmacology 452:77-82.

Miller L.R; Mukherjee S., Ansah T.A., Das S.K. (200@igarette smoke and
dopaminergic systendournal Biochemical Molecular Toxicology 21:32553
Miller S.A., Dykes D.D., Polesky H.F. (1988)\ simple salting out procedure for
extracting DNA from human nucleated ceNsicleic Acids Research 16:1215.
Missale C, Nash S.R., Robinson S.W., Jaber M., Caron M.G®98L Dopamine

receptors: from structure to functioRhysiological Reviews 78:189-225.

Montpetit A. & Changon F. (2006)The haplotype map of the human genome: a
revolution in the genetics of complex diseadsdecine Sciences 22:1061-1067.

Moussas G, Christodoulou C., Douzenis A. (2007 short review on the aetiology
and pathophysiology of alcoholis#nnals of General Psychiatry 14:8-10.

Murphy D.L. & Lesch K.P. (2008).Targeting the murine serotonin transporter:
insights into human neurobiologMature Reviews Neuroscience 9:85-96.

Musso M. Bocciardi R., Parodi S., Ravazzolo R., Cecchelin{2006). Betaine,
dimethyl sulfoxide and 7-Deaza-dGTP, a powerfultumé for amplification of

GC-rich DNA sequencegournal of Molecular Diagnostics 8:544-550.



Capitulo V - Bibliografia

Mynett-Johnson L., Kealey C., Claffey E., Curtis D., Bouchier-Hayles Powell C.,
McKeon P. (2000)Multimarkerhaplotypes within the serotonin transi@orgene
suggest evidence of an association with bipolapmdier. American Journal of
Medical Genetics 96:845-849.

Nagatsu T. (2006). The catecholamine system in health and diseasatioal to
tyrosine 3-monooxygenase and other catecholamingsgizing enzymes
Proceedings of the Japan Academy 82:388-415.

Nakamura Y. (2009).DNA variations in human and medical genetics: 2&rgef my
experienceJournal of Human Genetics 54:1-8.

Nakamura Y., Leppert M., O'Connel P., Wolff R., Holm T., Culv., Martin C.,
Fujimoto E., Hoff M., Kumlin E., et al., (1987)ariable number of tandem
repeat (VNTR) markers for human gene mapp8wence 235:1616-1622.

Newberg A, Lerman C., Wintering N., Ploessl K., Mozley P.2007). Dopamine
transporter binding in smokers and nonsmokerénical Nucleic Medicine
2007;32:452-5.

Ott J., Kamatani Y., Lathrop M. (2011)Family-based designs for genome-wide
association studiedNature Reviews Genetics 12:465-474.

Pivac N, Seler-Muck D., Mustapic M., Nenadicsviglin K., Karic-Kovacic D. (2004).
Platelet serotonin concentration in alcoholic sudtgeLife Sciences 76:521-531.

Porzgen P, Bonisch H., Bruss M. (1995Molecular cloning and organization of the
coding region of the human norepinephrine transpogene.Biochemical and

Biophysical Research Communications 215:1145-1150.

Ramamoorthy S, Bauman A.L., Moore K.R., Han H., Yang-Feng T.,a69 A.S.,
Ganapathy V., Blakely R.D. (1993)ntidepressant and cocaine-sensitive human
serotonin transporter: molecular cloning, expressioand chromosomal
localization. Proceedings of the National Academy of Scienceshef United
States of America 90:2542-2546.

Redon R, Ishikawa S., Fitch K.R., Feuk L., Perry J.H., A&ws T.D., Fiegler H.,
Shapero M.H., Carson A. R., Chen W., Cho E.K., &l S., Freeman J.L.,
Gonzalez J.R., Gratacos M., Huang J., Kalaitzopou®., Komura D.,
MacDonald J.R., Marshall C.R., Mei R., Montgomery Mishimura K., Okamura
K., Shen F., Somerville M.J., Tchinda J., ValseSiaWoodwark C., Yang F.,



Capitulo V - Bibliografia

Zhang J., Zerjal T., Zhang J., Armengol L., ConEa#., Estivill X., Tyler-Smith
C., Carter N. P., Aburatani H., Lee C., Jones K.Btherer S.W., Hurles M.E.,
(2006).Global variation in copy number in the human genohMature 444:444-
454,

Rehm J, Taylor B., Patra J. (2006)Volume of alcohol consumption, patterns of
drinking and burden of disease in the European aeg002 Addiction
101:1086-95.

Rehm J, Mathers C., Popova S., Thavorncharoensap M. aledtananon Y., Patra J.
(2009). Global burden of disease and injury and economist @itributable to
alcohol use and alcohol-use disordef$ie Lancet 373:2223-2233.

Richardson A.J, Narendran N., Guymer R.H., Vu H., Baird P.N. (@p0Blood
storage at 4°C — factors involved in DNA vyield apdlity. Journal of laboratory
and clinical medicine 147:290-294.

Saddichha S, Manjunatha N., Sinha B.N., Khess C.R. (20@¥layed-onset delirium
tremens — a diagnostic and management challefg#a Neuropsychiatrica
20:152-156.

Saiz P.A, Garcia-Portilla M.P., Florez G., Arango C., Caamo P., Morales M.,
Bascaran M.T., Alvarez C., Narciso G.S., CarrendAlvarez V., Coto E., Bobes
J. (2009) Differential role of serotoninergic polymorphisnmsalcohol and heroin
dependenceProgress in Neuro-Psychopharmacology & BiologiPalychiatry
33:695-700.

Salzman B. & Micheels P. (2010)Psychoactive prescription drug abuse in Clinical
Addiction Psychiatry. [ed.] David Brizer and Ricard Castaneda.
Cambridge University Press.

Sambrook J, Fritsch E.F., Maniatis T. (1989Molecular Cloning, a laboratory
manual Second Edition Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Samochowiec J.Kucharska-Mazur J., Grzywacz A., Jabtonski M, Rogtspacher H.,
Samochowiec A., Sznabowicz M., Horodnicki J., SaganPetka-Wysiecka J.
(2006).Family-based and case-control study of DRD2, DAATH, COMT genes
polymorphisms in alcohol dependeniieuroscience Letters 410:1-5.

Shin S, Stewart R., Ferri C.P., Kim J.M., Shin I.S., KBaw., Yang S.J., Yoon J.S.

(2009). An investigation of associations between alcohcd assorder and



Capitulo V - Bibliografia

polymorphisms on ALDH2, BDNF, 5-HTTLPR and MTHFRhegein older
Korean meninternational Journal of Geriatric Psychiatry 2B8.4448.

Silber B.Y. & Schmitt J.A.J. (2010)Effects of tryptophan loading on human cognition,
mood, and sleefNeuroscience and Biobehavioral Reviews 34:387—-407.

Singer S, Rossi S., Verzosa S., Hashim A., Lonow R., CodpeSershen H., Lajtha
A. (2004). Nicotine-induced changes in neurotrattemilevels in brain areas
associated with cognitive function. Neurochemicas&arch 29:1779-1792.

Skog 0O.J. (2001). Alcohol consumption and mortality rates from trafficcidents,
accidental falls, and other accidents in 14 Eurapeaountries Addiction 96
Suppl 1:549-58.

Soderpalm B. & Ericsson M. (2011)Neurocircuitry involved in the development of
alcohol addiction: the dopamine system and its asq@ints CurrentTopics in
BehavioralNeurosciences.

Sofuoglu M. & Sewell R.A. (2009).Norephinephrine and stimulant addiction
Addiction Biology 14:119-129.

Stober G, Nothen M.M., Porzgen P., Bruss M., Bonisch H.agp M., Beckman H.,
Propping P. (1996)Systematic search for variation in the human narephrine
transporter gene: identification of five naturalhccurring missense mutations
and study of association with major psychiatricodders. American Journal of
Medical Genetics 67:523-532.

Tabor H. K., Risch N.J., Myers R.M. (2002 andidate-gene approaches for studying
complex genetic traits: practical consideratiodature Reviews Genetics 3:391-
397.

Teesson M, Farrugia P., Mills K., Hall W., Balillie A. (2012Alcohol, tobacco, and
prescription drug: the relationship with illicit digs in the treatment of substance
users.Substance Use & Misuse 47:963-971.

The International HapMap Consortium (2003).The international HapMap project
Nature 426:789-796.

The International HapMap Consortium (2005). A haplotype map of the human
genome. Nature 437:1299-1320.

The International HapMap Consortium (2007). A second generation human
haplotype map of over 3.1 milion SNR&ture 449:851-861.



Capitulo V - Bibliografia

Tomkins D.M. & Sellers E.M. (2001).Addiction and the brain: the role of
neurotransmitters in the cause and treatment ofgddependenceCanadian
Medical Association Journal 164:817-821.

Thompson R.D, Heffner J.L., Strong J.A., Blom T.J., AntheneR.M. (2010).
Relationship between the serotonin transporter mpaisphism and obsessive-
compulsive alcohol craving in alcohol-dependent ltdwa pilot study.Alcohol
44:401-406.

Thomsen M, Han D.D., Gu H.H., Caine S.B. (2009)ack of cocaine self-
administration in mice expressing a cocaine-inteasdopamine transporter.
Journal of Pharmacology and Experimental Therape®81:204-2011.

Torres G.E., Gainetdinov R.R., Caron M.G. (2003)lasma membrane monoamine
transporters structure, regulation and functioNature Reviews Neuroscience
4:13-25.

UNODC (2012).World drug report 2012United Nations Office on Drugs and Crime.
New York.

Vandenbergh D.J, Persico A.M., Hawkins A.L., Griffin C.A., Li X.Jabs E.W., Uhl
G.R. (1992).Human dopamine transporter gene (DAT1) maps to rabsome
5p15.3 and displays a VNTBenomics 14:1104-1106.

Vangeliene V, Bilbao A., Molander A., Spanagel R. (2008leuropharmacology of
alcohol addictionBritish Journal of Pharmacology 154:299-315.

vanDyck C.H., Malison R.T., Jacobsen L.K., Seibyl J.P., Staldy., Laruelle M.,
Baldwin R.M., Innis R.B., Gelernter J. (200%)creased dopamine transporter
availability associated with the 9-repeat alleletbé SLC6A3 gend. Nucl Med.
2005; 46:745-751.

vanNess S.H.Owens M.J., Kilts C.D. (2005T.he variable number of tandem repeats
element in DAT1 regulates in vitro dopamine tramggrodensity.BMC Genetics
6:55.

Volkow N.D., Fowler J.S., Wang G.J., Swanson J.M., Telan@607).Dopamine in
drug abuse and addiction: results of imaging stada@d treatment implications
Archives of Neurology 64:1575-1579.

Volkow N.D., Wang G.J., Fowler J.S., Tomasi D., Telang F. {20Addiction: beyond
dopamine reward circuitryProceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 108:15037-15042.



Capitulo V - Bibliografia

Xu M. & Lin Z. (2011). Genetic influences of dopamine transport gene @ohail
dependence: a pooled analysis of 13 studies wi88 Zases and 1753 controls
Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biologicidhiatry 35:1255-1260.

Watanabe M.A,, Nunes S.O., Amarante M.K., Guembarovski R.L., Qdl4, Alves de
Lima K.W., Fungaro M.H. (2011).Genetic polymorphism of serotonin
transporter 5-HTTLPR involvement in smoking behavitburnal of Genetics
90:179-185.

Watson J.D. & Crick H.C. (1953). Genetical implications of the structure of
deoxyribonucleic acidNature 171:964-967.

Weber J.L. & May P.E. (1989). Abundant class of human DNAymobrphisms whitch
can be typed using the polymerase chain reactionerfcan Journal Human
Genetics 44:388-396.

Weiss S, Tzavara E.T., Davis R.J., Nomikos G.G., McIntdsKl., Giros B., Martres
M.P. (2007). Functional alterations of nicotinicungransmission in dopamine
transporter knock-out mice. Neuropharmacology 52631#508.

Whitaker-Azmitia P.M. (1999). The discovery of serotonin and its role in
neurosciencelNeuropsychopharmacology 21:2S-8S.

Wilfinger W.W. , Mackey K., Chomczynsky P. (199Bffect of pH and ionic strength
on the spectrophotometric assessment of nucleid @cirity. Biotechniques
22:474-481.

Wise R.A. (1998). Drug-activation of brain reward pathway®rug and Alcohol
Dependence 51:13-22.

WHO (2004).Global status report on alcohol 200Bepartement of Mental Health and
Substance Abuse. Geneva, Switzerland.

WHO (2010).Global status report on noncommunicable diseasd®.20/orld Health
Organization. Geneva, Switzerland.

WHO (2011).Global status report on alcohol and healtiWorld Health Organization.
Geneva, Switzerland.

WHO (2011). Report on the Global Tobacco Epidemic, 2011. CaqurRrofile
Portugal. World Health Organization. Geneva, Switzerland.

Yang Y.K, Yao W.J., Yeh T.L., Lee LLH., Chen P.S., Lu B.Rhiu N.T. (2008).
Decreased dopamine transporter availability in mafaokers — A dual isotope



Capitulo V - Bibliografia

SPECT studyProgress in Neuro-Psychopharmacology & Biologicsydpiatry
32:274-279.

Yin H.H. (2008).From Actions to Habits. Neuroadaptations Leadind@pendence
Alcohol Research & Health 31:340-344.

Yun H.M. & Rhim H. (2011).The serotonin-6 receptor as a novel therapeutigear
Experimental Neurobiology 20:159-168.

Zhang F., Gu W., Hurles M.E., Lupski J.R. (2009opy number variation in human
health, disease, and evolutiohnnual Review of Genomics and Human Genetics
10:451-481.

Zhong H. & Minneman K.P. (1999l — Adrenoceptor subtypes. European Journal of
Pharmacology 375:261-276.

Zhou J. (2004).Norepinephrine transporter inhibitors and their thpeutic potential
Drugs Future 29:1235-1244.

Zhu J. & Reith M.E. (2008).Role of dopamine transporter in the action of
psychostimulants, nicotine, and other drugs of abu€NS Neurological
Disorders drug Targets 7:393-4009.



	8_Capa_lombada_feita 1
	9_Agradecimentos
	1_Abreviaturas
	2_Resumo
	6_Introdução
	5_Materiais e Métodos
	3_Resultados e Discussão
	7_Conclusao
	4_Referências Bibliográficas

