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Resumo 
 

O sistema de neurotransmissão está envolvido na maioria dos transtornos psiquiátricos e por 

isso tem sido alvo de muitos estudos genéticos. Genes de receptores e transportadores de 

neurotransmissores, principalmente do sistema dopaminérgico e serotoninérgico, estão entre os 

mais estudados; no entanto genes envolvidos com a liberação de tais neurotransmissores 

também podem estar contribuindo na etiologia desses transtornos. O Complexo SNARE possui 

um papel central na liberação de neurotransmissores e dessa forma é possível o seu 

envolvimento no desenvolvimento de transtornos psiquiátricos. Sendo o Transtorno de Déficit 

de Atenção/Hiperatividade (TDAH) um dos transtornos mais comuns, causando prejuízo a 

milhares indivíduos e a sociedade, esse estudo avaliou o efeito de variantes genéticas do 

Complexo SNARE sobre o TDAH. Foram avaliadas seis variantes nos principais componentes 

formadores do complexo: Synaptosomal-Associated Protein 25 (SNAP25), Sintaxina 1A 

(STX1A), Vesicle-Associated Membrane Protein 2 (VAMP2/sinaptobrevina) e Sinaptotagmina 

1 (SYT1) (SNAP25-rs8636; SNAP25-rs6108461; STX1A-rs2228607; VAMP2-indel26pb; SYT1-

rs1880867; SYT1-rs2251214). Encontramos uma associação entre a presença do genótipo GG 

do SYT1-rs2251214 e o TDAH. Uma exploração mais profunda dessa variante revelou um efeito 

significativo sobre a idade de início da manifestação dos sintomas, onde o genótipo que confere 

risco para TDAH (GG) está associado a um início de sintomas mais precoce. Esse genótipo se 

mostrou ainda associado a diferentes fenótipos externalizantes e comorbidades, o que corrobora 

com a hipótese de que transtornos externalizantes possuem fatores genéticos em comum. Em 

suma, o presente estudo destaca a importância da heterogeneidade clínica em estudos genéticos 

e demonstra um efeito da sinaptotagmina sobre diversos fenótipos externalizantes, reforçando a 

ideia dos transtornos externalizantes compartilharem fatores genéticos de risco.  
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Abstract 
 

The neurotransmitter system is involved in most psychiatric disorders and therefore has been 

the focus of several genetic studies. Genes encoding neurotransmitter receptors and  

transporters, mainly regarding the dopamine and serotonin system, are the most studied; 

however genes involved in the release of such neurotransmitters may also be contributing to the 

etiology of these disorders. The SNARE complex has a central role in the release of 

neurotransmitters. Given that Attention Deficit Disorder/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one 

of the most common disorders, causing injury to individuals and society, this study evaluated 

the effect of gene variants of the SNARE complex on ADHD and related genotypes. We 

evaluated six variants in the main components forming the SNARE complex: Synaptosomal-

Associated Protein 25 (SNAP25; rs8636; rs6108461), Syntaxin 1A (STX1A; rs2228607) 

Vesicle-Associated Membrane Protein 2 (VAMP2/synaptobrevin; indel26pb) and 

synaptotagmin 1 (SYT1; rs1880867; rs2251214). We found an association of SYT1-rs2251214 

with susceptibility to ADHD. Further exploration of this variant showed a significant effect on 

the age of onset of symptoms, in which the genotype that confers risk for ADHD (GG) is 

associated with early onset of symptoms. Moreover, this genotype was associated with different 

externalizing phenotypes and comorbidities. Overall, this study highlights the importance of 

clinical heterogeneity in genetic studies and demonstrates an effect of Synaptotagmin on various 

externalizing phenotypes, reinforces the idea that externalizing disorders share common genetic 

risk factors. 
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1.1 Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade 
 

O Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade (TDAH) é um dos diagnósticos 

psiquiátricos mais comuns, caracterizado por sintomas de desatenção e/ou agitação psicomotora 

e impulsividade, e acarreta prejuízos em diversos âmbitos da vida do indivíduo e seus familiares 

(APA 2013). Por muito tempo o TDAH foi considerado um transtorno exclusivo da infância, 

com remissão dos sintomas após a completa maturação neuronal; no entanto, posteriormente 

observou-se que em muitos casos os sintomas podem também estar presentes também na vida 

adulta (Faraone et al. 2006). O TDAH possui uma prevalência em torno de 5% em crianças e 

adolescentes (Polanczyk et al. 2014) e de 2,5-4,4% em adultos (Kessler et al. 2006; Simon et al. 

2009). 

O diagnóstico é mais comumente realizado com base no Manual Diagnóstico e Estatístico 

de Transtornos Mentais (DSM) proposto pela Associação Americana de Psiquiatria, 

recentemente publicado sua quinta edição (DSM-5 - APA 2013). Para preencher os critérios 

diagnósticos de TDAH, os sintomas devem ser inconsistentes com o estágio de 

desenvolvimento, acarretando prejuízo na vida do indivíduo em pelo menos dois contextos 

sociais e por no mínimo 6 meses (APA 2013). De acordo com os sintomas apresentados, os 

pacientes são classificados em três subtipos: predominantemente desatento, predominantemente 

hiperativo/impulsivo ou combinado. Os sintomas devem iniciar ainda na infância, antes dos 12 

anos, de acordo com o DSM-5 (APA 2013), embora esse critério ainda seja alvo de discussões. 

No caso dos pacientes que buscam ajuda já na vida adulta, esse critério diagnóstico exige uma 

acurada recordação dos sintomas, envolvendo um viés de memória e podendo assim levar ao 

subdiagnóstico (Kieling et al. 2010; Breda et al. 2015). Um estudo publicado esse ano 

demonstrou o início dos sintomas também após os 12 anos (Moffitt et al. 2015), sugerindo a 

possibilidade de um grupo distinto de pacientes com TDAH, quanto a sua etiologia e 

neurobiologia. 

O tratamento farmacológico do TDAH é realizado principalmente com o uso de 

estimulantes do Sistema Nervoso Central, sendo o metilfenidato (MPH) o fármaco de primeira 

escolha. A eficácia fármaco-terapêutica na redução dos sintomas é estimada em 65-75% em 

crianças, adolescentes e adultos (Kooij et al. 2008; Wigal 2009; Kaplan & Newcorn 2011; 
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Castells et al. 2011). Embora o mecanismo de ação do MPH ainda não seja inteiramente 

compreendido, sabe-se que, ao menos em parte, seu efeito é atribuível a modulação da 

neurotransmissão dopaminérgica e noradrenérgica, através do bloqueio de transportadores de 

dopamina e noradrenalina (Sulzer et al. 2005). 

 

1.1.1 Heterogeneidade clínica 

 

O TDAH, assim como outros transtornos psiquiátricos, possui uma etiologia complexa, 

onde fatores genéticos e ambientais estão envolvidos na sua manifestação. A confluência desses 

diferentes fatores confere uma ampla heterogeneidade clínica entre os indivíduos afetados. Isto 

se dá tanto em relação à apresentação de sintomas (de desatenção, hiperatividade/impulsividade 

e/ou ambos) quanto à presença de comorbidades, tornando ainda mais complexa a identificação 

de fatores envolvidos em sua susceptibilidade e resposta terapêutica. 

Indivíduos com TDAH frequentemente apresentam outros transtornos psiquiátricos, o que 

leva a um quadro clínico de maior prejuízo, pior prognóstico e dificuldade no tratamento 

(Sobanski 2006; Fatseas et al. 2012). Entre as principais comorbidades observadas estão o 

Transtorno de Oposição Desafiante (TOD), Transtorno da Conduta (TC), Transtorno da 

Personalidade Antissocial (TPAS), Transtorno Bipolar, Transtorno Depressivo Maior (TDM), 

Transtorno de Ansiedade Generalizada e Transtorno por Uso de Substâncias (TUS) (Gillberg et 

al. 2004; Sobanski 2006; Biederman 2005). 

Os transtornos psiquiátricos podem ser classificados como externalizantes ou 

internalizantes, conceito desenvolvido primeiramente por Achenbach (Achenbach 1966) e 

utilizado até hoje (Beesdo-Baum et al. 2009; Carvalho et al. 2013). Comportamentos 

externalizantes são aqueles com manifestação mais voltada para o ambiente externo, como os 

comportamentos disruptivos, hiperativos e agressivos (Eisenberg et al. 2001; Liu 2004). Já os 

internalizantes são aqueles onde o indivíduo mantém seu sofrimento internamente, como 

sintomas de depressão e ansiedade e estresse pós-traumático, além da dimensão de 

personalidade ‘neuroticismo’ (Eisenberg et al. 2001; Griffith et al. 2010). O TDAH apresenta 

tanto características externalizantes quanto internalizantes (Jacob et al. 2014), embora 
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indivíduos com apresentação predominantemente hiperativa/impulsiva possam ser mais 

associados com fenótipos externalizantes (Liu 2004; Jacob et al. 2014).  

 Além da variabilidade de sintomas apresentados e sua gravidade, outra fonte de 

heterogeneidade observada dentre os indivíduos com TDAH é a idade de início dos sintomas. 

Inclusive, a edição anterior do DSM (DSM-IV- APA 1994) estabelecia como critério 

diagnóstico a manifestação dos sintomas até os 7 anos; entretanto, na edição mais atual, essa 

idade foi alterada com base em observações de que indivíduos com idade de início dos sintomas 

de TDAH antes dos 7 anos não eram clinicamente distintos daqueles com início entre 7-12 anos, 

apesar de apresentarem algumas poucas diferenças na sua manifestação (Karam et al. 2009; 

Polanczyk et al. 2010). Dentre estas, a manifestação mais precoce dos sintomas (< 7 anos) está 

associada a um maior número de sintomas de hiperatividade (Karam et al. 2009; Lin et al. 2015), 

mais transtornos externalizantes (Connor et al. 2003), menos Transtorno de Ansiedade 

Generalizada (Karam et al. 2009), mais problemas com autoridade e disciplina (Karam et al. 

2009) e maiores escores da dimensão de personalidade ‘busca por novidades’ (Guimarães-da-

Silva et al. 2012) comparado com aqueles com início mais tardio (entre 7 e 12 anos). Ainda que 

não se tenha uma relação de causa-consequência, tais observações podem indicar fatores 

genéticos e/ou ambientais comuns entre esses fenótipos. 

 

1.1.1.1 Comorbidades e outros fenótipos externalizantes no TDAH 

 

Como mencionado anteriormente, o TDAH frequentemente se apresenta acompanhado 

por outros transtornos psiquiátricos. Aproximadamente 60% das crianças com TDAH possuem 

alguma comorbidade, sendo os transtornos externalizantes os mais comuns (42-90% comparado 

com 13-51% de internalizantes) (Jensen et al. 1997; Gillberg et al. 2004). Da mesma forma, 65-

89% dos adultos com TDAH apresentam alguma comorbidade (Sobanski 2006). Essa alta taxa 

de comorbidades pode dificultar o diagnóstico, principalmente nos adultos, quando há a 

necessidade de distingui-los de sintomas de outros transtornos (Barkley & Brown 2008). 

Notavelmente, enquanto na população geral o TDAH ocorre em 2.5-4.4%, dos adultos, em 

pacientes com algum tipo de TUS a prevalência é de 25-35%; o inverso também ocorre, visto 

que mais de 50% dos indivíduos com TDAH sofrem com algum tipo de TUS (revisado por 
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Sobanski 2006). Além de um maior risco ao uso de substâncias, os indivíduos com TDAH 

tendem a iniciar o uso mais precocemente e a desenvolver dependência (Sobanski 2006). 

 Indivíduos com TDAH também frequentemente manifestam TOD ou TC em algum 

momento da vida (40-60% e 20-30%, respectivamente) (Connor et al. 2003; Faraone et al. 2005; 

Frick 2009). A presença destes transtornos em comorbidade com o TDAH está associada a um 

pior prognóstico tanto em crianças (Kim-Cohen et al. 2003; Biederman et al. 2008; Copeland et 

al. 2009; Young et al. 2009; Noordermeer et al. 2015) quanto em adultos (Harpold et al. 2007; 

Ebejer et al. 2012; Vitola et al. 2012). O TOD se caracteriza pelo humor irritável, 

comportamento questionador/desafiante ou índole vingativa, geralmente com início na infância 

e frequentemente precedindo o desenvolvimento do TC (APA 2013). O TC, por sua vez, é 

definido como um padrão de comportamento repetitivo e persistente no qual os direitos básicos 

de outras pessoas ou normas são violados (APA 2013). 

O TPAS se caracteriza por um padrão difuso de desconsideração e violação dos direitos 

de outras pessoas (APA 2013). O TPAS na vida adulta é associado a histórico prévio de TOD e 

TC (Kim-Cohen et al. 2003). Adultos com TDAH em comorbidade com TPAS ou histórico de 

TC parecem representar um subtipo mais grave de TDAH e com um componente genético mais 

evidente (Thapar et al. 2001). Uma meta-análise com dados de GWAS de TDAH apoiou esse 

achado mostrando que crianças com TC associado apresentavam escores mais altos de risco 

poligênico (Hamshere et al. 2013). 

Além das comorbidades, os sintomas do TDAH também estão associados a 

comportamentos externalizantes, muitas vezes relacionados a desfechos negativos. Por 

exemplo, sintomas de impulsividade, relacionados a déficits na inibição de resposta e tomada 

de decisões, frequentemente levam a problemas psicossociais e comportamentos inapropriados 

(Liu 2004; Matthies et al. 2012; Robbins et al. 2012). Comportamentos disruptivos, de 

hiperatividade e agressividade são exemplos de comportamentos externalizantes observados em 

uma parcela dos indivíduos com TDAH que podem implicar em um alto risco de criminalidade 

e assumir riscos desnecessários na condução de veículos e relações sexuais (Flory et al. 2006; 

Biederman et al. 2012). Além disso, condutas externalizantes são relacionadas com prejuízos 

educacionais (Soendergaard et al. 2015). 
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Crianças com TDAH frequentemente enfrentam problemas educacionais e um baixo 

desempenho escolar, resultando em déficits acadêmicos; além disso, elas são expulsas, 

suspensas ou repetem de ano mais frequentemente do que crianças sem TDAH (Loe & Feldman 

2007; Diaz et al. 2015; Soendergaard et al. 2015). Essas consequências negativas podem 

persistir durante a vida toda (Loe & Feldman 2007); visto que adultos com TDAH 

frequentemente têm maior dificuldade para se manter em um emprego e têm sua carteira de 

habilitação suspensa mais vezes, além de problemas educacionais (Murphy & Barkley 1996; 

Jacob et al. 2014; Soendergaard et al. 2015). 

 

1.1.2 Genética do TDAH 

 

Estudos genéticos do TDAH começaram com a observação de que indivíduos hiperativos 

tendem a se agregar em famílias (Morrison & Stewart 1971; Cantwell 1972). A partir de estudos 

com gêmeos, observou-se uma alta herdabilidade dos sintomas relacionados ao TDAH, 

estimada em 70-80% tanto em crianças quanto em adultos (Faraone et al. 2005; Chang et al. 

2013). Estudos de associação através da análise de genes candidatos e por varredura genômica 

(GWAS - Genome Wide Association Study) vêm buscando identificar fatores genéticos 

específicos que contribuam para o desenvolvimento deste transtorno (Franke et al. 2009; Hawi 

et al. 2015). 

A maior parte dos estudos com genes candidatos no TDAH envolve polimorfismos em 

genes relacionados à neurotransmissão, particularmente aqueles do sistema dopaminérgico ou 

serotoninérgico (Franke et al 2011). Destaque especial pode ser dado para o papel dos genes do 

transportador de dopamina (DAT1/SLC6A3) e do receptor de dopamina do tipo 4 (DRD4) e do 

tipo 5 (DRD5), para os quais há evidências de associação apoiadas em resultados de meta-

análise com amostras de crianças (Gizer et al. 2009). Entretanto, os resultados a respeito dos 

demais genes investigados, bem como da influência dos genes citados acima em amostras de 

adultos, são contraditórios ou inconclusivos (Franke et al. 2011). 

Os GWAS buscam sugerir novas rotas ou genes a serem investigados, uma vez que não 

se baseiam em genes candidatos a priori; no entanto, essa abordagem apresenta como principais 

limitações o grande tamanho amostral necessário devido ao liminar de significância exigido 

pelos múltiplos testes (p < 5x10-8) e o pequeno tamanho de efeito esperado das variantes 
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genéticas envolvidas em transtornos psiquiátricos. Os GWAS de TDAH publicados até o 

momento não encontraram nenhum loci significativamente associados (Lasky-Su et al. 2008; 

Lesch et al. 2008; Neale et al. 2008; Mick et al. 2010; Neale et al. 2010; Hinney et al. 2011; 

Stergiakouli et al. 2012; Zayats et al. 2015). Por esse motivo, os estudos com hipóteses baseadas 

em mecanismos fisiopatológicos envolvidos no transtorno permanecem como um modelo válido 

para as pesquisas. 

 

 

 

1.2 Neurotransmissão e o Complexo SNARE 
 

A principal forma de transmissão de informação entre neurônios ocorre através da ação 

de neurotransmissores nas sinapses, regiões de contato especializadas entre os neurônios. Os 

neurotransmissores (incluindo as monoaminas, as catecolaminas, peptídeos e outros) são 

essenciais no funcionamento do sistema nervoso. Em organismos com sistema nervoso mais 

complexo, eles atuam na rápida e eficiente comunicação entre os neurônios, sendo 

indispensáveis para o bom funcionamento cognitivo e executivo. Estas moléculas são 

sintetizadas no citosol e armazenadas em diversas vesículas na membrana pré-sináptica (Bear 

et al. 2007).  A liberação dos neurotransmissores envolve a chegada de um potencial de ação no 

axônio terminal, despolarizando a membrana e levando à abertura de canais de cálcio 

dependentes de voltagem. A fusão da vesícula sináptica na membrana plasmática, e consequente 

liberação de seus neurotransmissores na fenda, depende de uma alta concentração de cálcio 

gerada por esse influxo.  

O conjunto de proteínas conhecido como Complexo SNARE (Soluble NSF-Attachment 

Protein Receptors), da qual fazem parte as proteínas sinaptobrevina/VAMP (Vesicle Associated 

Membrane Protein), sintaxina e SNAP-25 (Synaptosome-Associated Protein of relative 

molecular mass 25kDa) é essencial para o acoplamento da vesícula à membrana plasmática  

(Südhof 1995; Südhof 2013).A formação do complexo SNARE se inicia com a instauração do 

heterodímero sintaxina-SNAP-25 na membrana alvo (t-SNARE). Em seguida, a sinaptobrevina, 

presente na membrana vesicular (v-SNARE), liga-se ao heterodímero formando o complexo 

SNARE (Hamilton & Armando 2008; Südhof 2013). Esse processo é ilustrado na figura 1. 
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Figura 1. Montagem do complexo SNARE no terminal pré-sináptico permitindo a liberação 

de neurotransmissores. A. Montagem inicial das principais proteínas formadoras do complexo 

SNARE; o SNAP-25 (verde) citoplasmático forma um heterodímero com a Sintaxina 1A (laranja) pela 

ligação dos domínios SNARE (retângulos). A seguir, a VAMP (1 ou 2) se liga ao segundo domínio 

SNARE do SNAP-25 no heterodímero. Os quadrados representam os domínios transmembrana na 

membrana plasmática e vesicular da Sintaxina 1A e da VAMP, respectivamente. B. O complexo SNARE 

completamente formado, aproximando as membranas plasmática e vesicular e permitindo a exocitose de 

neurotransmissores. Fonte: Cupertino et al 2015 - em preparação. 

 

 

As complexinas estabilizam o complexo e interrompem a aproximação das membranas, 

se ligando à membrana na região próxima à sintaxina 1A/SNAP-25. Além disso, a proteína 

citosólica SM (Sec1/Munc18-like) Munc 18-1 se liga ao complexo t-SNARE e à VAMP2, 

favorecendo a formação do complexo (Bharat et al, 2014).  

Outra proteína envolvida na neurotransmissão dependente de cálcio é a proteína vesicular 

transmembrana sinaptotagmina, a qual atua como um sensor de cálcio e dessa forma é crucial 

para a liberação de neurotransmissores de forma adequada (Geppert et al. 1994). Quando ocorre 

o influxo de cálcio, a sinaptotagmina se liga a fosfolipídios e ao t-SNARE, desestabilizando a 

bicamada lipídica da membrana plasmática e liberando a complexina, e dessa forma, 

desencadeia a fusão das membranas (Bharat et al. 2014). 
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Após a fusão da vesícula à membrana plasmática, o complexo SNARE recruta uma 

proteína SNAP (Soluble NSF-Associated Protein), que permite a ligação da NSF (N-

ethylmaleimide-Sensitive Fusion) ao complexo. A NSF possui função de ATPase e, através da 

hidrólise de ATP, provoca a dissociação das proteínas do complexo SNARE (Söllner et al. 1993; 

Südhof 2013), que ficam livres para serem utilizadas na formação de um novo complexo. 

 

 

1.2.1 SNAP-25 

 

O SNAP-25 é uma proteína hidrofóbica com 206 aminoácidos, a qual é ligada a membrana 

através de resíduos palmitil (tioester ligado a quatro cisteínas) no centro da proteína. O gene que 

codifica o SNAP-25 (SNAP25) se localiza no cromossomo 20 (20p12-p11.2) e possui 10 éxons. 

O éxon 5 sofreu um processo de duplicação há 400 milhões de anos (Johansson et al. 2008) 

gerando o éxon 5a e 5b com apenas nove aminoácidos de diferença; um processo de splicing 

deste éxon 5 origina duas isoformas, 'a' e 'b'. Dentre estes aminoácidos divergentes, quatro são 

resíduos centrais de cisteína, implicando na ligação em diferentes membranas-alvo (Hodel 

1998). A isoforma ‘a’ (SNAP-25a) é expressa predominantemente na infância e é associada ao 

desenvolvimento e crescimento axonal, enquanto a isoforma ‘b’ (SNAP-25b) predomina na vida 

adulta, estando associada à formação do complexo SNARE e à liberação de neurotransmissores 

(Bark et al. 1995; Hepp & Langley 2001). Algumas regiões cerebrais com maior plasticidade 

neuronal (como no bulbo olfatório e no hipocampo, envolvidos com olfação e memória, 

respectivamente) continuam a expressar a isoforma SNAP-25a mesmo durante a vida adulta 

(Boschert et al. 1996). 

No período de transição entre as isoformas predominantes, entre o 25o e 35o dia em 

camundongos, foi observado que animais mutantes superexpressando o SNAP-25a, e com 

limitada expressão de SNAP-25b, não sobrevivem (Bark 2004). Essa observação sugere que o 

splicing alternativo, com consequente troca da isoforma, pode contribuir para a consolidação do 

desenvolvimento neuronal. Ainda não é bem compreendido o que pode estar controlando o 

splicing alternativo e, consequentemente, a expressão de cada isoforma; lesões no nervo, 
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indução de potencial de longa duração, fatores neurotróficos e agentes neurotóxicos parecem 

influenciar na expressão da isoforma SNAP-25a (Boschert et al. 1996; Hepp et al. 2001). 

Estudos com modelo animal forneceram as primeiras evidências a respeito do 

envolvimento do SNAP25 em fenótipos comportamentais relacionados ao TDAH. Foi 

observado que uma deleção de uma região do cromossomo 2 (1-2 cM), a qual inclui todo o gene 

SNAP25, originava uma cepa de camundongos mutantes, que foi denominada coloboma (Hess 

et al. 1992). Os homozigotos para essa deleção não sobrevivem ao período embrionário e os 

hemizigotos apresentam malformações oculares, head bobbing e hiperatividade, além de uma 

atividade noturna aumentada e surtos ocasionais de agitação durante o dia após a alimentação. 

Os coloboma apresentam uma redução de 50% na expressão de SNAP-25 de maneira uniforme 

em todos os tecidos onde ele é expresso (Hess et al. 1992). Além disso, esses camundongos 

mutantes também apresentam menor massa corporal e alterações em marcos do 

desenvolvimento neurocomportamental, como reflexo de endireitamento e bar holding task 

(Heyser et al. 1995). Jones e colaboradores demonstraram ainda alterações neuroquímicas de 

catecolaminas nos coloboma, ocorrendo uma diminuição de metabólitos da dopamina e aumento 

na concentração de noradrenalina no núcleo accumbens e no estriado. Essa regulação diferencial 

das catecolaminas região-específica nos núcleos da base é coerente com a hiperatividade 

observada, visto que ambas as regiões estão envolvidas, entre outras funções, com o controle de 

atividade motora (Jones et al. 2001).  

A administração de baixas doses de dextroanfetamina nos coloboma adultos (8-10 

semanas) é capaz de normalizar a atividade locomotora sem induzir comportamentos 

estereotipados, no entanto o metilfenidato não consegue esse mesmo resultado, aumentando a 

hiperatividade de maneira dose-dependente tanto em camundongos mutantes (coloboma) 

quanto selvagens (Hess et al. 1996). O principal mecanismo de ação de ambos os fármacos se 

dá através do bloqueio de transportadores de dopamina e noradrenalina, propiciando maior 

disponibilidade desses neurotransmissores na fenda sináptica. Entretanto, estes fármacos 

diferem no mecanismo pré-sináptico, uma vez que a dextroanfetamina, além de aumentar a ação 

das catecolaminas, também induz a um aumento na sua liberação (Scheel-Krüger 1971; Sulzer 

et al. 1995). Além disso, a inserção de um transgene do SNAP25b nos camundongos coloboma 

adultos também é capaz de levar à reversão parcial dos sintomas de hiperatividade. No entanto, 
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a expressão da proteína não é completamente normalizada, apresentando taxas distintas de 

recuperação da expressão em diferentes regiões; por exemplo, no estriado e cerebelo, regiões 

envolvidas com controle motor, há a restauração de 80% dos níveis proteicos normais, enquanto 

no córtex esses níveis praticamente não aumentam (Hess et al. 1996). Visto que o transgene de 

cDNA do SNAP25b foi capaz de reduzir os sintomas de hiperatividade, sugere-se que esse 

comportamento se deva à falta dessa isoforma (SNAP-25b), e não a anormalidades durante o 

desenvolvimento associadas com a redução do SNAP-25a (Hess et al. 1996). 

Há também evidências de que mutações no SNAP25 podem alterar os níveis de expressão 

e/ou funcionalidade da proteína e, consequentemente, afetar a liberação de neurotransmissores 

(Brophy et al. 2002). Dessa forma, os achados provenientes de estudos com modelo animal 

(coloboma) apontam o SNAP25 como um gene possivelmente envolvido na etiologia do TDAH. 

O efeito de diversos polimorfismos nesse gene já foi investigado em relação ao transtorno. 

Enquanto alguns demonstraram um efeito significativo destes no TDAH (Barr et al. 2000; Mill 

et al. 2002; Mill et al. 2004; Feng et al. 2005; Mill et al. 2005; Guan et al. 2009; Zhang et al. 

2011; Sarkar et al. 2012; Hawi et al. 2013; Gálvez et al. 2014), outros não replicaram tais 

associações (Kustanovich et al. 2003; Brookes et al. 2005; Brookes et al. 2006; Renner et al. 

2008; Sánchez-Mora et al. 2013; Gao et al. 2015). Meta-análises incluindo 7 estudos (Forero et 

al. 2009; Gizer et al. 2009) demonstraram uma associação significativa do SNP rs3746544 do 

SNAP25 com o TDAH em crianças. Além disso, através de análises computacionais, Chang et 

al. (2012) apontaram 16 genes, entre eles o SNAP25, como fortes candidatos para a 

susceptibilidade ao TDAH. Além disso, o SNAP25 também já foi estudado em relação a outros 

fenótipos psiquiátricos, como esquizofrenia e epilepsia, com resultados contraditórios 

(Corradini et al. 2009). 

 Um dos SNPs abordados nesse trabalho de mestrado foi o rs8636, localizado na região 

3’UTR do gene, o qual está em desequilíbrio de ligação com o SNP mais estudado (rs3746544), 

esse último com resultado positivo nas duas meta-análises mencionadas anteriormente. Além 

disso, o rs8636 já foi associado à susceptibilidade ao TDAH em crianças (Sarkar et al. 2012) e 

à esquizofrenia (Carroll et al. 2009); entretanto, outros autores não replicaram esses resultados 

(Fanous et al. 2010; Sánchez-Mora et al. 2013; Hawi et al. 2013; Gao et al. 2015). O rs6108461 

(intrônico) também foi analisado devido a evidência de um papel funcional, no qual este SNP 
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parece alterar a expressão do mRNA do gene SNAP25 de forma dose-dependente (Hawi et al. 

2013). Esse SNP também foi associado à susceptibilidade ao TDAH em crianças (Guan et al. 

2009), mas não replicado (Sánchez-Mora et al. 2013; Hawi et al. 2013). 

 

 

1.2.2 Sintaxina 1A 

 

A proteína sintaxina 1A (STX1A), expressa pré-sinapticamente na membrana plasmática, 

é envolvida na liberação de neurotransmissores e no acoplamento da vesícula sináptica tanto 

como homodímero quanto como heterodímero, por meio de sua participação na formação do 

complexo SNARE (processo descrito anteriormente). Além disso, foi demonstrado que a 

sintaxina 1A é capaz de modificar as propriedades cinéticas dos canais de cálcio dependentes 

de voltagem. Dessa forma, ela possui um papel fundamental na abertura dos canais de cálcio e 

na regulação do processo de neurotransmissão (Wiser et al. 1996; Trus et al. 2001). Essa 

propriedade depende de dois resíduos de cisteína em sua cauda transmembrana C-terminal que 

parecem interagir diretamente com canais de cálcio (Arien et al. 2003). A sintaxina 1A também 

interage com os transportadores de dopamina, serotonina e noradrenalina (os quais estão 

possivelmente envolvidos na etiologia do TDAH), regulando sua localização subcelular e 

expressão (Haase et al. 2001; Lee et al. 2004; Quick 2006; Dipace et al. 2007; Binda et al. 2008). 

O gene que codifica a sintaxina 1A (STX1A) é localizado no cromossomo 7 (7q11.23). 

Análises computacionais (Chang et al. 2012) e resultados nominais de GWAS (Neale et al. 

2008) apontaram o gene STX1A como um bom candidato para estudos de associação com 

TDAH. No entanto, poucos estudos abordaram o papel do STX1A no TDAH e a maioria dos 

estudos até o momento foram realizados com crianças e obtiveram resultados negativos 

(Brookes et al. 2005; Brookes et al. 2006; Guan et al. 2009; Sánchez-Mora et al. 2013). Apenas 

um resultado com crianças observou um efeito significativo desse gene sobre a susceptibilidade 

ao TDAH (Gao et al. 2015). Em contrapartida, todos os estudos realizados com adultos 

reportaram associação de pelo menos um SNP no STX1A com TDAH (Sánchez-Mora et al. 

2013; Kenar et al. 2014; Olgiati et al. 2014). Essa diferença de achados entre crianças e adultos 

pode indicar a existência de fatores idade-específicos (Sánchez-Mora et al. 2013), refletindo o 
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importante papel dos genes do complexo SNARE no desenvolvimento. Variantes no gene 

STX1A também já foram associadas a Transtornos do Espectro Autista (Nakamura et al. 2008; 

Durdiaková et al. 2014; Nakamura et al. 2011; Malenfant et al. 2012; Tordjman et al. 2013; 

Roberts et al. 2014) e Esquizofrenia (Wong et al. 2004; Kawashima et al. 2008; Mulle et al. 

2014). 

O rs2228607, associado com a susceptibilidade ao TDAH em adultos (Sánchez-Mora et 

al. 2013) e autismo de alto funcionamento (Nakamura et al. 2011), tem um efeito funcional 

relevante, no qual o alelo C afeta o processo de splicing, favorecendo a inclusão do intron 3 e 

assim gerando um mRNA instável, mais sujeito a degradação por nonsense-mediated mRNA 

decay (von Kanel et al. 2013). Por esse motivo, esse SNP foi escolhido no presente estudo. 

 

 

1.2.3 VAMP2 

 

Dois membros da família VAMP estão envolvidos na liberação de neurotransmissores 

(VAMP1 e VAMP2, conhecidas como sinaptobrevinas), ambos estruturalmente semelhantes. 

Este trabalho contemplou apenas a VAMP2 em virtude de um maior corpo de evidências 

apontando para o seu papel em transtornos psiquiátricos desse membro da família, do que em 

relação à VAMP1. Além disso, as expressões das duas proteínas apresentam diferentes padrões 

em cérebros maduros de ratos; enquanto a Vamp2 é mais amplamente expressa e mais abundante 

na maior parte das regiões cerebrais, a Vamp-1 predomina em algumas áreas específicas (Raptis 

et al. 2005). Esse padrão diferente pode indicar que elas exerçam funções distintas; o que está 

de acordo com o demonstrado papel crucial da Vamp2 na liberação de neurotransmissores em 

estágios iniciais do desenvolvimento cerebral, não substituível pela Vamp1 (Schoch et al. 2001). 

Além do seu envolvimento na liberação de neurotransmissores, descrito anteriormente, a 

VAMP2 parece promover a elongação dos neuritos (Shirasu et al. 2000; Kimura et al. 2003). 

Nos últimos anos a importância das células gliais tem se mostrado cada vez mais evidente, 

estando inclusive implicadas com transtornos psiquiátricos. Nesse contexto, a VAMP2 também 

se destaca, já que os gliotransmissores liberados pelos astrócitos, células gliais mais abundantes 

no cérebro, são estocados em vesículas contendo VAMP2 (VAMP-2-containing vesicles) 
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(Araque et al. 2000; Zhang et al. 2004; Mothet et al. 2005; Parpura et al. 2010; Parpura & Zorec 

2010). 

O gene VAMP2 é localizado no cromossomo 17 (17p13.1) e tem sido estudado em relação 

a diversos transtornos psiquiátricos. Em relação ao TDAH em crianças, apesar de nenhum 

estudo ter encontrado efeitos significativos de SNPs nesse gene na susceptibilidade ao 

transtorno (Brookes et al. 2005; Brookes et al. 2006; Sánchez-Mora et al. 2013), foi observada 

uma associação com memória de trabalho em crianças com TDAH (Gao et al. 2015). Em 

amostras de adultos com TDAH apenas duas variantes já foram analisadas em diferentes 

estudos, tendo uma sido associada (Kenar et al. 2014) e a outra não (Sánchez-Mora et al. 2013). 

Kenar et al. (2014) explorou um polimorfismo do tipo inserção/deleção de 26pb localizado em 

um região intergênica próximo ao gene VAMP2 (Falbo et al. 2002) e encontrou um efeito de 

risco do alelo Ins no TDAH em adultos. O gene VAMP2 também já foi estudado em relação a 

outros transtornos psiquiátricos e doenças neurológicas, como esquizofrenia, transtorno de 

humor bipolar e Doença de Alzheimer (Kawashima et al. 2008; Abou Jamra et al. 2008; Edgünlü 

et al. 2012).  

 

 

1.2.4 Sinaptotagmina 1 

 

A sinaptotagmina (SYT) é uma proteína transmembrana localizada na vesícula sináptica, 

essencial para a regulação adequada da neurotransmissão, visto que atua como um sensor ao 

influxo de cálcio (Südhof 2013). Existem 16 isoformas conhecidas dessa proteína, sendo a 

sinaptotagmina I (SYT1) a mais amplamente estudada (Sudhof 2002; Mohrmann et al. 2013). 

Além de facilitar e acelerar o acoplamento da vesícula sináptica à membrana, a sinaptotagmina 

estabiliza os poros de fusão (Wang et al. 2001), possivelmente alterando a composição ou tensão 

da membrana (Südhof 2004). A sinaptotagmina 1 também está envolvida no crescimento dos 

neuritos (Fukuda et al. 2002). 

Dessa forma, sabendo da sua importância para o bom funcionamento da neurotransmissão 

e da sua relação com fatores já relacionados ao TDAH, é plausível que o gene que codifica a 

sinaptotagmina 1 (SYT1) esteja envolvido na etiologia do TDAH. Embora os primeiros estudos 
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com respeito ao TDAH em crianças não tenham encontrado efeito significativo de nenhum SNP 

avaliado (Brookes et al. 2005; Brookes et al. 2006), estudos posteriores demonstraram diferentes 

SNPs associados à susceptibilidade ao TDAH em crianças (Guan et al. 2009; Sánchez-Mora et 

al. 2013), bem como à idade de início dos sintomas (Lasky-Su 2008). Em relação a adultos com 

TDAH, apenas um estudo foi conduzido até o momento. Sánchez-Mora et al. (2013) encontrou 

uma associação de um SNP no gene SYT1 (rs2251214) associado à susceptibilidade ao TDAH 

em adultos. Em virtude dessa associação prévia, este SNP foi abordado no presente trabalho, 

além do rs1880867, o qual parece alterar os níveis de metilação do gene SYT1 (Zhang et al. 

2010). 
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Capítulo II 

2. Justificativa e Objetivos 
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2.1 Justificativa 
 

Os transtornos psiquiátricos estão entre as principais causas de incapacidade em todo o 

mundo, podendo ter forte impacto em diversos contextos da vida dos indivíduos afetados e seus 

familiares. Apesar de possuir uma alta herdabilidade (estimada entre 70 e 80%), a natureza 

complexa do TDAH tem dificultado a identificação de variantes genéticas específicas 

envolvidas no seu desenvolvimento.  

Diferentes tipos de estudos apontam para o papel central de alterações do sistema de 

neurotransmissão na etiologia do transtorno. Sendo assim, a análise da influência de 

polimorfismos em genes que codificam proteínas que atuam na neurotransmissão pode auxiliar 

na compreensão dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do TDAH e na sua 

heterogeneidade clínica. Os genes de receptores e transportadores de neurotransmissores 

representam os maiores focos de investigação no TDAH até o momento. No entanto, poucos 

estudos avaliaram o papel de genes relacionados ao sistema de liberação de tais 

neurotransmissores, como os genes do complexo SNARE, os quais apresentam um papel central 

na transmissão sináptica. Tal escassez de estudos é ainda mais pronunciada em adultos, onde os 

poucos resultados encontrados até o momento mostram-se contraditórios ou inconclusivos. 

Dessa forma, o estudo de variantes genéticas do complexo SNARE em uma amostra de adultos 

com TDAH extensamente caracterizada, permitindo a exploração da ampla heterogeneidade 

clínica, pode contribuir para o entendimento do papel do sistema de liberação de 

neurotransmissores no transtorno. Além disso, tal compreensão poderia futuramente trazer 

informações importantes para novas estratégias diagnósticas e terapêuticas. 

 

2.2 Objetivo Geral 
 

Avaliar o papel de polimorfismos nos genes SNAP25, STX1A, VAMP2 e SYT1 do 

complexo SNARE na susceptibilidade ao TDAH, bem como na modulação de sua manifestação 

clínica e fenótipos relacionados. 
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2.3 Objetivos Específicos 
 

● Avaliar o efeito de variantes genéticas do complexo SNARE (SNAP25-rs8638, SNAP25-

rs6108461, STX1A-rs2228607, VAMP2-indel26pb, SYT1-rs2251214 e SYT1-rs1880867) sobre 

a susceptibilidade ao TDAH em adultos; 

 

● Explorar se os efeitos observados do complexo SNARE sobre a susceptibilidade ao 

TDAH são também capazes de modular sua manifestação clínica, como por exemplo, a 

gravidade e idade de início dos sintomas; 

 

● Abordar também a heterogeneidade do TDAH testando o papel das variantes associadas 

na susceptibilidade a características clínicas e transtornos relacionados.  
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ABSTRACT 

Background: Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) has a high heritability estimate 

(70-80%) both in children and adults, however studies have had difficulties in identifying the 

genetic underpinning of its etiology. Subjects with ADHD frequently present impairments in 

their academic achievement and relation with society. A range of comorbidities are also 

commonly present, leading to a more complex phenotype. Evidence pointed to an important role 

of neurotransmission in the neurobiology of ADHD. In this sense, the Soluble N-ethylmaleimide 

sensitive factor Attachment REceptors (SNARE) complex arise as a system potentially involved 

in ADHD pathophysiology, since it has a central role on neurotransmitter release. We aim to 

analyze the effects of polymorphisms on SNARE complex genes (STX1A rs2228607, SYT1 

rs2251214 and rs1880867, VAMP2 indel26pb and SNAP25 rs8636 and rs6108461) in adults 

with ADHD. We also intend to explore the clinical heterogeneity among subjects with ADHD. 

Methods: The sample comprised 549 patients with ADHD, diagnosed according to the DSM-

IV criteria, and 643 blood donor controls without ADHD. Results: We found a significant 

association between SYT1-rs2251214 and adulthood ADHD. The SYT1-rs2251214 SNP was 

also associated with age at onset of ADHD symptoms and with a range of externalizing 

phenotypes. Conclusion: These finding suggests that SYT1 SNPs may be associated in varying 

degrees in a spectrum of externalizing behaviors, supporting the view that externalizing 

disorders might share common genetic factors.  

 

Key-words: SNARE, ADHD, externalizing, synaptotagmin, ASPD 
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Introduction 

  Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a highly prevalent disorder, 

occurring in about 5% of children (Polanczyk et al. 2014) and 2.5-5% of adults (Kessler et al. 

2006; Simon et al. 2009). The core symptoms are impairing levels of inattention and/or 

hyperactivity/impulsivity. It has a high heritability estimate (70-80%) both in children and adults 

(Faraone et al. 2005; Nikolas et al. 2010; Chang et al. 2013; Brikell et al. 2015), however little 

is known about the genetic variants underpinning ADHD (Franke et al. 2011; Hawi et al. 2015), 

with several inconclusive results.   

Patients with ADHD have high comorbidity rates. Additional psychiatric disorders are 

observed in 60% of children (Gillberg et al. 2004) and 65-89% of adults (Sobanski 2006) leading 

to worse prognosis, greater neurophysiological deficits and poorer treatment response (Sobanski 

2006). The most frequent comorbidities are Oppositional Defiant Disorder (ODD), Conduct 

Disorder (CD), Antisocial Personality Disorder (ASPD), Major Depressive Disorder, Bipolar 

Disorder, Generalized Anxiety Disorder and Substance Use Disorders (Gillberg et al. 2004; 

Biederman et al. 2006; Sobanski 2006).  This high heterogeneity may help to explain the 

complex findings and the variability in odds ratios observed among genetic association studies 

of ADHD (Gizer et al., 2009).   

Genome-wide association studies (GWAS) have become a main source of potentially 

implicated systems for further investigations; yet, ADHD GWAS have not been able to identify 

associated hits. Alternatively, animal models and cell function assays can also provide insights 

for plausible hypotheses in specific phenotypes. Neurotransmission has a central role in the 

pathophysiology of all psychiatric disorders. In this sense, the Soluble N-ethylmaleimide 

sensitive factor Attachment REceptors (SNARE) complex may centralize the whole brain 

circuitry since it is crucial to neurotransmitter release by approximating plasma and synaptic 

membranes (Südhof 2013). The core proteins forming neuronal SNARE complex are 

Synaptosomal-Associated Protein 25 (SNAP-25), Syntaxin 1A and Synaptobrevin/Vesicle 

Associated Membrane Protein (VAMP). They bind to each other as well as to regulatory 

proteins, such as Synaptotagmin 1. This regulatory protein binds to the SNARE complex when 

calcium inflowing occurs, changing the SNARE-binding affinity and allowing vesicles to fuse 

with the plasma membrane (Davletov & Südhof 1994; Tang et al. 2006). 
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SNAP25 gene has been widely studied regarding ADHD (Mill et al. 2002; Mill et al. 

2005; Feng et al. 2005; Brookes et al. 2005; Brookes et al. 2006; Forero et al. 2009; Gizer et al. 

2009; Guan et al. 2009; Zhang et al. 2011; Sarkar et al. 2012; Hawi et al. 2013; Sánchez-Mora 

et al. 2013; Gálvez et al. 2014; Olgiati et al. 2014; Herken et al. 2014; Gao et al. 2015). Initial 

evidence suggesting the involvement of SNAP25 on the etiology of ADHD came from animal 

model studies, which reported that mice lacking the SNAP25 (Coloboma mice) show locomotor 

hyperactivity, delayed achievement of behavioral milestones and abnormal catecholamine 

regulation (Hess et al. 1992; Hess et al. 1996; Heyser et al. 1995; Jones et al. 2001). The other 

genes encoding SNARE complex core components (STX1A and VAMP2) and its regulatory 

proteins, such as SYT1, have also been studied on ADHD susceptibility (Brookes et al. 2005, 

2006; Guan et al. 2009; Sánchez-Mora et al. 2013; Kenar et al. 2014; Gao et al. 2015). 

Since most studies on SNARE complex genes evaluated children with ADHD, we aim 

to analyze the effects of polymorphisms on SNARE complex genes - STX1A (rs2228607), SYT1 

(rs2251214 and rs1880867), VAMP2 (indel26pb) and SNAP25 (rs8636 and rs6108461) - in 

adults with ADHD. We also intend to explore the clinical heterogeneity among subjects with 

ADHD.  

 

Material and Methods 

Sample 

The sample included 549 patients with ADHD (54.7% males; mean age 33.7 years old), 

diagnosed according to the DSM-IV criteria, at the Adult Division of the ADHD Outpatient 

Program from Hospital de Clínicas de Porto Alegre (ProDAH-A). The control sample comprised 

643 subjects with negative screening for ADHD on the Adult Self- Rating Scale (ASRS) 

ascertained at the blood donation center from the same hospital (49.5% males; mean age 29.1 

years old). All subjects included are white Brazilian adults (with 18 years of age or older) of 

European descent with estimated IQ higher than 70. Subjects presenting significant neurological 

disease that may affect cognition, head traumas, neurodegenerative disorders and history of 

psychosis were excluded.  All participants signed informed consent form approved by the Ethics 

Committee of the HCPA. 
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The ADHD and ODD diagnosis was performed with K-SADS-E (Mercadante et al. 

1995). Additionally, CD and ASPD diagnoses were assessed by Mini-International 

Neuropsychiatry Interview (MINI) (Sheehan et al, 1998), whereas for other psychiatric 

comorbidities the Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis I Disorders (SCID-I) (First et 

al, 1998) was used. Further characterization (restricted to the ADHD sample) included the 

evaluation of ADHD and ODD symptoms severity by the Swanson, Nolan and Pelham Scale 

(SNAP-IV) (Swanson et al, 2001) and the onset of ADHD symptoms by Barkley’s current and 

childhood symptoms scales (self-report forms) (Barkley and Murphy, 1998). All clinical 

interviews and diagnoses were performed by experienced psychiatrists.  

Sample characteristics and frequencies of the most common comorbidities are shown in 

Supplementary Table S1.  

 

Polymorphisms Selection and Genotyping 

SNARE polymorphisms were selected based on previous evidence of association with 

ADHD, SNP functionality description on the literature and minor allele frequency higher than 

10%. All SNPs were genotyped by Real Time PCR using Taqman allelic discrimination assays 

(STX1A-rs2228607, SYT1-rs2251214, SYT1-rs1880867, SNAP25-rs6108461, SNAP25-rs8636). 

Additionally, a VAMP2 insertion/deletion polymorphism of 26pb was genotyped by PCR 

followed by agarose electrophoresis gel 3.5%. All tested SNPs were in the Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE). Allele and genotype frequencies are shown in Supplementary Table S2. 

Since the frequency of homozygous for the minor allele was small for several SNPs, all analysis 

considered a dominant model.  

 

Statistical Analysis 

Exploratory case-control analysis:  

The association analyses between SNPs and ADHD susceptibility were performed by 

binary logistic regression in PLINK (Purcell et al. 2007). These analyses were corrected 

(Bonferroni) for the number of SNPs tested. Haplotypes (sliding window procedure) and 2 way 

interactions were also investigated.  



33 

 

 

In-depth analyses restricted to SYT1-rs2251214 

Analyses between associated SNP (SYT1-rs2251214) with representative characteristics 

of the clinical heterogeneity of ADHD were performed with ANOVA and binary logistic 

regression using both PLINK and SPSS softwares. The characteristics evaluated included age 

of onset of ADHD, comorbidities and relevant psychosocial characteristics. 

 

Composite variable analysis with SYT1-rs2251214 

Considering the pattern of associations with externalizing characteristics, an additional 

composite variable was designed by stratifying the sample as follows: (1) controls, (2) ADHD 

without history of ODD, CD or ASPD, (3) ADHD with history of ODD (without CD or ASPD), 

(4) ADHD with history of CD (with or without ODD, but no ASPD) and (5) ADHD with ASPD. 

These subgroups were analyzed by chi-square followed by post-hoc comparisons (WINPEPI - 

Abramson 2004). A secondary case-control analysis was performed of SYT1 excluding subjects 

with ASPD in order to verify if there is residual effect attributable to ADHD.  

 

Results 

 

Exploratory case-control analysis 

  We found a significant association between SYT1-rs2251214 and adulthood ADHD 

(P=0.005; Pcorr = 0.03), where the G homozygous presented an increased risk to ADHD (Table 

1). Haplotype analysis revealed a significant effect of the haplotype comprising SYT1 SNPs 

(rs1880867 and rs2251214), however it seems to be mainly due to the rs2251214 individual 

effect (data available upon request). Two-way SNP-SNP interactions were evaluated but no 

significant effect was found. Sex and age were included as covariates in all these analyses.  

 

In-depth analyses restricted to SYT1-rs2251214 

The SYT1-rs2251214 SNP was also associated with age at onset of ADHD symptoms (P 

= 0.028), where the genotype associated with ADHD susceptibility (GG) predicted earlier 

manifestation of symptoms (Table 2). Additionally, it was associated with externalizing 
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behaviors, such as school problems (suspension/expulsion) (P = 0.028) and problems with laws 

and authority (P = 0.001). It was also associated with comorbid ASPD (P = 0.016) and a trend 

of association with SUD (P = 0.056). Although no association with CD (P = 0.088) and ODD 

(P = 0.928) diagnoses were observed, the SNP was associated with number of CD symptoms (P 

= 0.014) and with ODD severity scores (P = 0.036). Results according to SYT1-rs2251214 

genotypes, along with association findings, are shown in Tables 2 and 3.  

 

Composite variable with SYT1-rs2251214 

 The sample was categorized according to the presence of externalizing disorders as 

described above (i.e. controls; ADHD without ODD, CD nor ASPD; ADHD with comorbid 

ODD; ADHD with comorbid CD; and ADHD with comorbid ASPD). Analysis of the 

externalizing phenotypes subgroups revealed a significant difference concerning the SYT1-

rs2251214 genotype frequencies (P = 0.007). Post-hoc analysis demonstrated that all subgroups 

differ from the group of ADHD with comorbid ASPD (Table 4). This finding elicited a 

secondary association analysis between ADHD patients and controls excluding subjects with 

comorbid ASPD. The association remained significant (P = 0.022) with slightly decreased odds 

ratios (1.421 vs. 1.327). 

 

 

Discussion 

We report a significant association of the SYT1-rs2251214 SNP with ADHD 

susceptibility, where G homozygous showed increased risk to ADHD. Exploring its effects on 

clinical heterogeneity among ADHD subjects, G homozygous presented an earlier onset of 

ADHD symptoms and several characteristics suggestive of a more externalizing phenotype. A 

composite variable further clarified the role of SYT1-rs2251214 on comorbid ASPD. Finally, 

apart from this effect, the association with ADHD remains significant when subjects with 

comorbid ASPD were excluded. 

Although Synaptotagmin 1 plays an important role in neurotransmission, there are few 

genetic studies regarding its role on psychiatric disorders. In the ADHD literature, although first 

studies with children did not find any significant association with SYT1 SNPs (Brookes et al. 
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2005, 2006) succeeding studies found several SYT1 SNPs associated with childhood ADHD 

(Guan et al. 2009; Sánchez-Mora et al. 2013). In adulthood, only one study has been conducted 

so far and found a nominal association between SYT1-rs2251214 and ADHD in adults, but not 

in children (Sánchez-Mora et al. 2013). While in the Sánchez-Mora et al. (2013) study, G-allele 

confers risk to ADHD in an additive model, our findings under a dominant model are in the 

same direction, showing a risk effect of GG genotype.  

Concerning other psychiatric disorders, a segment of chromosome 12 encompassing 

SYT1 gene was implicated in Autism Spectrum Disorders in a Copy Number Variation study 

(Szatmari et al. 2007). Moreover, recently a rare variation in the SYT1 gene (I368T) was 

associated with a neurodevelopmental disorder characterized mainly by involuntary 

movements, delayed motor development and severe intellectual disability; this variation seems 

to have a negative effect on synaptic vesicle recycling (Baker et al. 2015). Additionally, animal 

studies demonstrated that a rat model of depression presented increased Syt1 mRNA levels in 

the hypothalamus (Ge et al. 2013).  

In our study, SYT1-rs2251214 was also associated with age of onset of ADHD 

symptoms, where the G homozygous present an earlier onset. Lasky-Su et al. (2008) have 

already reported a nominal association of two other SYT1 SNPs on age of ADHD onset in 

children. Since patients with ADHD with earlier onset have a more externalizing profile 

(Connor et al. 2003; Karam et al. 2009; Guimarães-da-Silva et al. 2012; Lin et al. 2015) we 

further explored the effect of this SNP on externalizing phenotypes among ADHD subjects. We 

found that G homozygous besides having increased risk and earlier onset of ADHD also present 

more externalizing behaviors.  

The externalizing behaviors contribute to the high heterogeneity observed in ADHD and 

imply in negative outcomes (Loe & Feldman 2007; Karam et al. 2009), possibly with varying 

degrees according to the disorder (Vitola et al. 2012). The composite variable analysis reported 

here showed that the GG genotype frequency differ significantly in all groups when compared 

with the group with ADHD subjects with comorbid ASPD. There was a trend for increasing 

frequencies from controls < pure ADHD  < ADHD with other externalizing phenotypes < 

ASPD. Interestingly, the association remained significant but weaker in the case-control 

analysis excluding subjects with comorbid ASPD.  These finding suggest that SYT1 SNPs may 
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be associated in varying degrees in a spectrum of externalizing behaviors. Also, together with 

the age of onset, these findings may be consistent with the developmental role of SNARE 

proteins. 

The complex pattern of associations and the role of comorbidities may help to explain 

some of previous contradictory findings. We did not find significant association of VAMP2 

indel26pb nor STX1A-rs2228607 on ADHD susceptibility in adults, as reported by Kenar et al. 

2014 and Sánchez-Mora et al. 2013 respectively. Association with childhood ADHD and 

SNAP25-rs8636 have also been reported (Guan et al. 2009; Sarkar et al. 2012), however this 

finding was not replicated in other studies (Hawi et al. 2013; Sánchez-Mora et al. 2013; Gao et 

al. 2015) neither in our adult sample. Additionally, the association between SNAP25-rs6108461 

and ADHD in children reported by Hawi et al. 2013 was not replicated in children (Sánchez-

Mora et al. 2013) nor in our adult sample.  

Regarding limitations, we highlight the lack of a sample of subjects with ASPD but 

without ADHD to further clarify the SNP effect on both disorders. Another issue is the lack of 

information on the functional role of SYT1-rs2251214. Despite being in an intronic region with 

no functionality described, it might be in linkage disequilibrium with other functional variants 

or have regulatory properties not described yet. Sample size certainly limited the statistical 

power, but the inclusion of data on consortia and meta-analyses emerges as a promising 

perspective for addressing this issue. Although our findings are in the same direction of 

Sanchez-Mora et al. (2013), their analysis was under an additive model. Testing this model, our 

findings remain significant, but we preferred to present only the dominant model considering 

the small number (n=19) of AA homozygous subjects. 

  In conclusion, we found a significant association of SYT1-rs2251214 SNP on a range of 

externalizing phenotypes, including ADHD itself and its age of onset, as well as other comorbid 

disruptive disorders. These results suggest an etiological mechanism linking different 

externalizing phenotypes through underlying shared genetic factors that go beyond DSM 

boundaries.  
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Table 1 Analysis of the influence of SNARE complex gene variants on ADHD susceptibility 

Genotype Reference Genotype df OR (CI 95%) P-Value 

STX1A - rs2228607  AA 1 0.9619 (0.7171-1.29) 0.795 

SYT1 - rs1880867 TT 1 1.055 (0.8328-1.336) 0.658 

SYT1 - rs2251214  GG 1 1.421 (1.112-1.817) 0.005 / 0.03* 
VAMP2 - indel26bp  Ins/ins 1 0.9435 (0.7228-1.232) 0.669 

SNAP25 - rs6108461  GG 1 1.028 (0.7921-1.333) 0.838 

SNAP25 - rs8636  CC 1 1.044 (0.8194-1.331) 0.726 

ADHD: Attention Deficit/Hyperactivity Disorder; OR: Odds Ratio; CI: Confidence Interval; 

STX1A, SYT1, VAMP2 and SNAP25: gene coding Syntaxin 1A, Synaptotagmin 1 VAMP-2 

and SNAP-25, respectively. Age and sex was used as covariates. 

*Pcorr; corrected for multiple comparisons



Table 2 Quantitative variables of SYT1-rs2251214 on age of symptoms onset and externalizing behavior among adults with 

ADHD. 

Variable Total rs2251214-GG rs2251214-A+ P-value 

 Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)  

Age of ADHD symptoms onset 7.97 (4.37) 7.67 (3.51) 8.56 (5.65) 0.028 

ADHD severity scores 30.30 (9.51) 30.56 (9.68) 29.83 (9.18) 0.395 

ODD severity scores 7.51 (4.73) 7.83 (4.91) 6.92 (4.35) 0.036 

CD symptoms (≤15 years old) 0.80 (1.12) 0.88 (1.20) 0.63 (0.95) 0.014 

A+: A carriers (AA + AG). SD: Standard Deviation; ODD: Opposite Defiant Disorder and CD: Conduct Disorders. 



Table 3 Categorical variables of SYT1-rs2251214 in externalizing behavior among adults with ADHD. 

Variable Total rs2251214 – GG rs2251214 – A+ OR (CI 95%) P-value 

 n (%) n (%) n (%)   

School expulsion/suspension       

Yes 170 (31.5) 122 (71.8) 48 (28.2) 
1.554 (1.047-2.306) 0.028 

No 369 (68.5) 229 (62.0) 140 (38.0) 

Law and authority problems      

Yes 232 (43.0) 169 (72.8) 63 (27.2) 
1.842 (1.275-2.662) 0.001 

No 307 (57.0) 182 (59.3) 125 (40.7) 

SUD      

Yes 101 (18.8) 74 (73.3) 27 (26.7) 
1.599 (0.9877-2.588) 0.056 

No 437 (81.2) 276 (63.2) 161 (36.8) 

Tobacco smoking      

Yes 234 (43.4) 155 (66.2) 79 (33.8) 
1.091 (0.7627-1.561) 0.633 

No 305 (56.6) 196 (64.3) 109 (35.7) 

ODD      

Yes 268 (53.6) 172 (64.2) 96 (35.8) 
1.017 (0.7051-1.466) 0.928 

No 232 (46.4) 148 (63.8) 84 (36.2) 

CD (≤15 years old) *      

Yes 108 (20.2) 78 (72.2) 30 (27.8) 
1.497 (0.9402-2.382) 0.089 

No 427 (79.8) 271 (63.5) 156 (36.5) 

ASPD      

Yes 34 (6.4) 29 (85.3) 5 (14.7) 
3.281 (1.248-8.623) 0.016 

No 501 (93.6) 320 (63.9) 181 (36.1) 

A+: A carriers (AA + AG). SD: Standard Deviation; OR: Odds Ratio; CI: Confidence Interval; ASPD: Antisocial Personality 

Disorder; SUD: Substance Use Disorder; ODD: Opposite Defiant Disorder and CD: Conduct Disorders. *retrospective data 



 

Table 4 Genotype frequencies of SYT1-rs2251214 in externalizing comorbidities according to composite variable. 

 1Controls 2ADHD* 3ADHD + ODD 4ADHD + CD 1,2,3,4ADHD + ASPD 

SYT1-rs2251214 n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) 

GG 352 (57.4) 125 (63.1) 144 (63.7) 50 (67.6) 29 (85.3) 

A+ 261 (42.6) 73 (36.9) 82 (36.3) 24 (32.4) 5 (14.7) 

*without ODD, CD and ASPD comorbidities. A+: A carriers (AA + AG); ADHD: Attention Deficit Hyperactivity Disorder; ODD: 

Opposite Defiant Disorder; CD: Conduct Disorder. Multiple comparisons P-Value: 1 P < 0.001, 2 P = 0.003, 3 P = 0.006, 4 P = 0.042. 



Supplementary Table S1 Characteristic of participants 

 ADHD Controls 

 n = 549 n = 643 

Gender (male) 301  (54.5) 318 (49.4) 

Age (years) 33.7 (10.8) 29.1 (8.7) 

Comorbidities – lifetime   

Opposite Defiant Disorder 271 (49.4) 24 (3.7) 

Major Depressive Disorder 210 (38.2) 179 (27.8) 

Conduct Disorder 111 (20.2) 1 (0) 

Generalized Anxiety Disorder 110 (20.0) 66 (10.3) 

Substance Use Disorder 102 (18.6) 22 (3.4) 

Bipolar Disorder 92 (16.7) 19 (2.9) 

Antisocial Personality Disorder 34 (6.2) 0 (0) 

Data are represented as n (%) or mean (standard deviation).  
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Supplementary Table S2 Allele and genotype frequencies. 

 ADHD (n = 549) Control (n= 643) 

STX1A – rs2228607    

A  242 (44.1) 301 (46.8) 

G 296 (53.9) 339 (52.7) 

AA 108 (19.7) 129 (20.0) 

AG 267 (48.6) 343 (53.2) 

GG 163 (29.7) 168 (26.0) 

SYT1 – rs1880867   

G 169 (30.8) 204 (31.7) 

T 368 (67.0) 438 (68.2) 

GG 59 (10.7) 64 (9.9) 

GT 219 (39.9) 280 (43.4) 

TT 259 (47.2) 298 (46.2) 

SYT1 – rs2251214   

A 102 (18.6) 151 (23.5) 

G 431 (78.5) 531 (82.6) 

AA 19 (3.5) 35 (5.4) 

AG 165 (30.1) 232 (36.0) 

GG 348 (63.4) 370 (57.4) 

VAMP2 – indel26bp   

Ins 469 (85.4) 556 (86.5) 

Del 80 (14.6) 85 (13.2) 

Ins/Ins 399 (72.7) 477 (74.0) 

Del/Ins 140 (25.5) 159 (24.7) 

Del/Del 10 (1.8) 5 (0.8) 

SNAP25 – rs6108461   

A 243 (44.3) 296 (46.0) 

G 295 (53.7) 347 (54.0) 

AA 106 (19.1) 130 (20.2) 

AG 274 (49.9) 332 (51.5) 

GG 158 (28.8) 181 (28.1) 

SNAP25 – rs8636   

C 337 (61.4) 406 (63.1) 

T 182 (33.2) 233 (36.2) 

CC 217 (39.5) 254 (39.4) 

CT 240 (43.7) 304 (47.1) 

TT 62 (11.3) 81 (12.6) 

ADHD: Attention Deficit/Hyperactivity Disorder; STX1A, 

SYT1, VAMP2 and SNAP25: genes coding Syntaxin 1A, 

Synaptotagmin 1 VAMP-2 and SNAP-25, respectively 
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Capítulo IV 

4. Discussão Geral 
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Os estudos genéticos em fenótipos multifatoriais têm evoluído do ponto de vista de 

possibilidades, tanto em técnicas laboratoriais, com as plataformas de microarranjos genômicos, 

quanto em termos analíticos, contando com  programas de computador capazes de processar o 

enorme volume de dados novos. No entanto, apesar disso, a identificação de mecanismos 

específicos continua a desafiar os pesquisadores em todo o mundo. A perspectiva de estudo que 

ainda predomina na maioria dos centros de pesquisa é, então, a delimitação de focos de análise 

utilizando-se de hipóteses prévias baseadas no conhecimento existente a partir da fisiopatologia 

dos transtornos. Essas hipóteses geralmente provêm de modelos animais disponíveis ou estudos 

bioquímicos. Com base nisso, a presente dissertação teve por tema a genética do complexo 

SNARE, sistema com um papel central na liberação de neurotransmissores na fenda sináptica. 

Os nossos resultados contribuem com o conhecimento existente sobre o papel dos genes 

do complexo SNARE sobre a patofisiologia do TDAH e de outros fenótipos externalizantes de 

duas maneiras principais. Em primeiro lugar, por replicar a associação do SYT1-rs2251214 com 

a susceptibilidade ao TDAH em adultos (Sanchez-Mora et al. 2014). As replicações são um 

elemento crucial para dar consistência e validar os achados em fenótipos multifatoriais. Assim, 

na genética psiquiátrica, muitas vezes as replicações são mais valorizadas do que achados 

originais, uma vez que aumentam a confiabilidade do resultado, diminuindo a chance de falsos-

positivos. 

Em segundo lugar, também apresentamos dados originais (admitindo a necessidade de 

futuras replicações – ver perspectivas abaixo) ao expandir o efeito desse SNP para a idade de 

início dos sintomas do TDAH e uma série de fenótipos externalizantes. O genótipo GG, além 

de conferir maior susceptibilidade ao transtorno em si, também leva a uma manifestação mais 

precoce dos sintomas. Tendo em vista que tal início mais precoce está associado a um perfil 

mais externalizante, nós decidimos explorar o efeito desse SNP também sobre outros fenótipos 

externalizantes. Nossos resultados apontam a associação do SYT1-rs2251214 com importantes 

desfechos negativos relacionados a comportamentos externalizantes, como expulsões, 

suspensões, problemas com autoridade/disciplina e problemas com lei/polícia. Além disso, 

nosso estudo revelou um importante papel da SYT1 sobre o TPAS comórbido e sobre sintomas 

de TOD e TC. Esse efeito da SYT1 sobre o espectro externalizante pode estar refletindo o 
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importante papel desempenhado pelo Complexo SNARE no neurodesenvolvimento, visto que 

alguns desses transtornos, como TOD e TC, geralmente iniciam na infância. 

No entanto não encontramos associação com VAMP2-indel26pb nem com a STX1A-

rs2228607, como encontrado por Kenar et al. 2014 e Sánchez-Mora et al. 2013, 

respectivamente. Existem evidências de associação do SNAP25-rs8636 e do SNAP25-rs6108461 

com TDAH em crianças (Guan et al. 2009; Sarkar et al. 2012; Hawi et al. 2013), no entanto, os 

resultados são contraditórios (Hawi et al. 2013; Sánchez-Mora et al. 2013; Gao et al. 2015). 

Existem evidências de que os transtornos externalizantes possam ser vistos como um só 

construto, compartilhando mecanismos fisiopatológicos e psicopatológicos, e parecem também 

apresentar fatores genéticos e ambientais em comum (Young et al. 2000; Krueger et al. 2002; 

Acosta et al. 2004; Arcos-Burgos et al. 2004; Elia et al. 2009; Arcos-Burgos & Muenke 2010; 

Martinez et al. 2011; Arcos-Burgos et al. 2012). Essa visão vai de acordo com nossos resultados, 

onde o SYT1 parece afetar diversos fenótipos de um espectro externalizante, não respeitando 

limites de diagnóstico. 

O estudo também pode constituir-se em um exemplo da pleiotropia em estudos genéticos. 

Outro estudo do nosso grupo (Mota et al. 2015) foi recentemente destacado por representar uma 

abordagem especial nos estudos de gene candidato por incluir a perspectiva da pleiotropia 

(Franke 2015). Tal abordagem enfatiza a importância de uma amostra bem caracterizada, 

levando em conta a heterogeneidade clínica dos transtornos. Esta é a perspectiva mais moderna 

dentro da psiquiatria, sendo de extrema relevância por subsidiar o desenvolvimento de novos 

estudos já voltados para fenótipos mais próximos da base biológica dos transtornos, tal como 

preconizado pelo National Institute of Mental Health (NIMH) no quadro de investigação RDoC 

(Reserach Domain Criteria Iniciative).  

 A presente dissertação responde a algumas perguntas, mas, principalmente, gera 

hipóteses e perspectivas de pesquisa. Uma delas, a mais imediata, é a replicação dos achados 

relacionados com a associação entre SYT1 e fenótipos externalizantes. Para tanto, nossa 

perspectiva em relação a esse estudo é colaborar com o grupo da Espanha (o qual reportou 

primeiramente a associação do SYT1-rs2251214 com TDAH em adultos), a fim de explorar o 

efeito da SYT1 sobre fenótipos externalizantes também na amostra deles.  Esse grupo, assim 

como o nosso, é membro do IMpACT (International Multi-centre persistent ADHD 
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CollaboraTion). Acreditamos que atualmente grandes colaborações sejam essenciais na melhor 

compreensão de fatores genéticos envolvidos na etiologia dos transtornos psiquiátricos. Já que 

estas possibilitam replicações e viabilizam estudos com amostras maiores, o que tem se 

mostrado necessário devido ao pequeno tamanho de efeito esperado dos fatores genéticos sobre 

transtornos psiquiátricos. Outra perspectiva é relacionar tais achados com dados de 

neuroimagem estrutural e funcional, a ser desenvolvida em meu projeto de doutorado. 
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ABSTRACT 

Several investigations documented that Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is 

better conceptualized as a dimensional disorder. At the same time, the disorder seems to have 

different neurobiological underpinnings and phenotypic presentation in children compared to 

adults.  Neurodevelopmental genes could explain, at least partly these differences. The aim of 

the present study was to examine possible associations between polymorphisms in SNAP25, 

MAP1B and NOS1 genes and ADHD symptoms in Brazilian samples of children/adolescents 

and adults with ADHD. The youth sample consisted of 301 patients whereas the adult sample 

comprises 485 individuals with ADHD. Diagnoses of ADHD and comorbidities were based on 

the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders – 4th edition criteria. The Swanson, 

Nolan and Pelham Scale-Version IV (SNAP-IV) was applied by psychiatrists blinded to 

genotype. The total SNAP-IV scores were compared between genotypes. Impulsivity SNAP-IV 

scores were also compared according to NOS1 genotypes. Adult patients homozygous for the C 

allele at SNAP25 rs8636 showed significantly higher total SNAP-IV scores (F = 11.215; 

adjusted P-value = 0.004). Impulsivity SNAP-IV scores were also significantly different 

according to NOS1 rs478597 polymorphisms in adults with ADHD (F = 6.282; adjusted P-value 

= 0.026). These associations were not observed in children and adolescents with ADHD. These 

results suggest that SNAP25 and NOS1 genotypes influence ADHD symptoms only in adults 

with ADHD. Our study corroborates previous evidences for differences in the genetic 

contribution to adult ADHD compared with childhood ADHD. 
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