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Resumo

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) — caracterizado por
sintomas de desatencdo, hiperatividade e impulsividade — manifesta-se ainda na infancia e
frequentemente persiste na idade adulta. Apesar da herdabilidade do TDAH ser estimada em
torno de 80%, a identificacdo de fatores genéticos especificos consistentemente associados ao
seu desenvolvimento tem sido de grande dificuldade. Desta forma, o estudo de possiveis
endofenotipos, como caracteristicas de personalidade, por exemplo, pode facilitar a
identificacdo de tais fatores genéticos. Os genes que codificam os receptores de dopamina D2
(DRD2) e D4 (DRD4) estdo entre 0os mais investigados na psiquiatria, apresentando resultados
controversos quanto aos seus papéis no TDAH e em dimensdes de temperamento. Esses genes
estdo também implicados em interacOGes epistaticas relacionadas a susceptibilidade ao
alcoolismo bem como no desenvolvimento do Transtorno de Conduta. Ambos transtornos séo
bastante frequentes em individuos com TDAH e, além de compartilharem alguns sintomas
similares, ha evidéncias de que tenham também uma base genética comum tanto com o
TDAH quanto com dimensdes de temperamento. Desta forma, o presente estudo tem como
objetivo verificar se variantes funcionais dos genes dopaminérgicos DRD2 e DRD4, bem
como a interacdo entre estas, estdo influenciando a modulacdo de caracteristicas de
temperamento em adultos com TDAH, o que poderia indicar uma possivel via pela qual esses
genes dopaminérgicos influenciam a manifestacdo de diferentes transtornos psiquiatricos.
Nossos resultados sugerem que o alelo T do rs2283265 do DRD2 esta associado com maiores
escores de Harm Avoidance (Esquiva de Dano) e menores de Persistence (Persisténcia) ainda
reportamos a associacdo da variante DRD4 7R com maior Novelty Seeking (Busca por
Novidades). Estes resultados estdo de acordo com relatos prévios implicando genes do
sistema dopaminérgico na modulacdo do temperamento. Nao foi observado efeito epistatico
da interacdo entre DRD2 e DRD4 na modulacdo das dimensdes de temperamento especificas
avaliadas nesta amostra. DRD2 e DRD4 ja foram associados com variagdes no
comportamento e outras caracteristicas neuropsicologicas. Neste contexto, é possivel que,
como relatado aqui, estas associacGes possam estar de fato refletindo o efeito desses genes
sobre os perfis especificos de personalidade e temperamento, os quais também estdo
associados aos diversos comportamentos e condi¢des psiquiatricas relacionados com DRD2 e
DRDA4.



1 Introdugéo

1.1 Os Transtornos Psiquiatricos

Individuos acometidos por transtornos psiquiatricos muitas vezes sofrem com o
estigma, a descriminacéo, a violagcdo de seus direitos e dificuldades financeiras relacionadas
ao alto custo do tratamento e, frequentemente, da impossibilidade de continuar ativamente no
mercado de trabalho. Os prejuizos causados por esses transtornos excedem o ambito
individual e comprometem também a familia e a sociedade em geral. O Centro de Controle de
Doencas, nos Estados Unidos (CDC — Center for Disease Control'), estima que 25% da
populacdo estadunidense adulta possui algum transtorno psiquiatrico, e até 50% da populacéo
ird desenvolvé-los ao longo da vida. Sugere-se dados semelhantes na populacéo brasileira,
sendo que a prevaléncia de transtornos psiquiatricos na populacéo adulta é estimada entre 20-
56%°. A alta prevaléncia destes transtornos afeta também a economia, com custos sendo

estimados em até 4% do produto interno bruto de nacdes desenvolvidas a cada ano’.

Em geral, os transtornos psiquiatricos sao divididos em duas categorias distintas de
acordo com a manifestacdo sintomatologica, os Transtornos Internalizantes e os Transtornos
Externalizantes®. Segundo essa distingdo, a internalizagdo de sintomas e de respostas
caracteristicas ao descontentamento e sofrimento é tipica dos Transtornos Internalizantes,
como a Depressdo e a Ansiedade. Ja os Transtornos Externalizantes manifestam-se de
maneira que o descontentamento é voltado para o ambiente externo, assim, € comum a
presenca de comportamentos agressivos e anti-sociais. Dentre os Transtornos Externalizantes,
estdo o Transtorno de Deéficit de Atencdo e Hiperatividade, Transtorno por Uso de

Substancias e Transtorno de Conduta.

Devido ao grande impacto que os transtornos psiquiatricos causam na vida dos
individuos afetados e na sociedade como um todo, assim como ao forte componente genético
envolvido na susceptibilidade a esses transtornos, grandes esforgcos tem sido empreendidos no

sentido de melhor compreender os fatores genéticos e neurobioldgicos envolvidos.



1.1.1 O Transtorno de Déficit de Atencao e Hiperatividade (TDAH)

O TDAH ¢é um transtorno psiquiatrico caracterizado por prejuizos persistentes
causados por sintomas de desatenco, hiperatividade e impulsividade *. Esses sintomas devem
estar presentes de forma mais intensa do que em individuos no mesmo estagio de
desenvolvimento®. Apesar de ser tradicionalmente considerado como um transtorno da
infancia, ja foi demonstrado que uma grande parcela das criancas com TDAH continuam
apresentando os sintomas na idade adulta, e assim, desde 1980 o TDAH é oficialmente

considerado um transtorno de natureza psiquica que se manifesta também em adultos °.

O TDAH ¢ um dos transtornos mais comuns na psiquiatria, e sua prevaléncia mundial
estimada é de 5,3% em criancas e adolescentes® e cerca de 2,5-4,4% em adultos” 8. O
diagnostico do TDAH e feito com base na presenca de sintomas de desatencdo e ou
hiperatividade e segundo 0 DSM-1V, € necessaria a presenga de seis ou mais sintomas em ao
menos uma destas areas, com manifestagdo antes dos sete anos de idade gerando prejuizo no
desenvolvimento, aprendizado e relagdes interpessoais. Recentemente, a partir da publicacao
do DSM-5, os critérios passaram a exigir cinco sintomas e a idade de inicio do prejuizo foi
estendida até os 12 anos de idade®. O diagnéstico do TDAH em adultos segue 0s mesmos
critérios indicados pelo DSM-5, utilizando-se apenas de adaptacGes dos sintomas mais
adequadas ao contexto da vida adulta. A persisténcia do TDAH nos adultos esta relacionada
com prejuizos no desempenho académico, profissional, assim como nos relacionamentos
afetivos e sociais, com claras desvantagens em seu funcionamento global quando comparados

a individuos sem o transtorno®’.

O TDAH tem etiologia multifatorial, sendo causado pela confluéncia de fatores
genéticos e ambientais que conferem vulnerabilidade®. Trata-se de um dos transtornos
psiquiatricos com maior componente genético’®. Em sua revisdo de estudos de gémeos,

I** estimaram a herdabilidade do transtorno em 76%. De maneira similar, um

Faraone et a
outro estudo recente estimou a herdabilidade do TDAH em adultos em 80%*. Evidéncias
sugerem que, além do componente genético significativo envolvido nas causas do TDAH,
fatores ndo genéticos como exposicdo pré-natal a nicotina, anoxia neonatal, baixo peso ao
nascer, e exposicdo a altas concentracbes de chumbo na infancia também possam estar
envolvidos®®. No entanto, a compreensdo dos fatores especificos que contribuem para o

desenvolvimento do TDAH tem sido de grande dificuldade ja que, apesar de o transtorno ser



caracterizado pela presenca de sintomas de desatencdo, hiperatividade e impulsividade, ha

grande variacdo de idade de inicio, sexo e heterogeneidade clinica nos pacientes®.

Dessa forma, ressalta-se a importancia de analisar endofendtipos os quais podem
facilitar a identificacdo desses fatores. A definicdo de endofendtipos implica um fen6tipo mais
proximo & etiologia biolégica de um transtorno clinico do que seus sinais e sintomas e
influenciados por um ou mais dos mesmos genes de susceptibilidade do transtorno’®*’. Nessa
perspectiva, as dimensdes de personalidade, descritas na se¢do 1.2, ja foram associadas com
genes do sistema dopaminérgico e tem sido consideradas como um possivel endofendtipo
para 0 TDAH™.

1.1.2 TDAH Associado a Outros Transtornos Externalizantes

O TDAH raramente apresenta-se de forma isolada, sendo muito frequentemente
associado a comorbidades psiquiatricas; em adultos estima-se que 80% dos individuos com
TDAH apresentam alguma comorbidade’. Essa caracteristica clinica é atribuida ao fato de que
varios transtornos psiquiatricos compartilham, ao menos em parte, variantes genéticas
comuns, aumentando a chance de manifestacdo de um segundo transtorno em até quatro
vezes'®>. Em criancas, os transtornos externalizantes— que incluem, dentre outros, 0s
Transtornos de Conduta (TC) e de Desafio e Oposi¢do (TDO) — séo as comorbidades mais
prevalentes®®. Ja dentre adultos com TDAH, a prevaléncia de problemas relacionados &
conduta foi estimada em 57,8%, enquanto que em adultos sem TDAH essa estimativa € em
torno de 7%?°. Ainda dentre os transtornos externalizantes, o Transtorno por Uso de
Substancias (TUS) é uma das comorbidades mais comuns em adultos com TDAH, tendo sua

prevaléncia estimada em 15%".

De modo interessante, a revisdo realizada por Arcos-Burgos et al*

sugere que 0
desenvolvimento desses transtornos externalizantes possa ter mecanismos psicoldgicos,
fisiopatologicos e de predisposicdo genética em comum. Variagdes nos niveis de
neurotransmissores, como dopamina e noradrenalina, por exemplo, tem sido apontadas como
um dos fatores envolvidos desenvolvimento do TDAH. De maneira similar, os mesmos
mecanismos podem estar influenciando também na predisposicéo ao TUS, TC e TDO™ %, A

inter-relacdo entre o TDAH e os demais transtornos externalizantes ainda ndo esta
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completamente elucidada, mas ha fortes evidéncias de que o TDAH na infancia esta associado
a uma maior prevaléncia do TUS na vida adulta®® e que essa associacdo esteja também

relacionada ao TC na infancia®*.

1.2 As Dimensdes de Personalidade

Ja em 1937 Allport® cunhou uma das definicdes de personalidade mais utilizadas até
hoje; segundo ele, a personalidade ¢é caracterizada pela “organizacdo dindmica dos sistemas
psicofisicos do individuo que determinam seus ajustes especificos ao ambiente”. Uma das
teorias de estruturacdo da personalidade mais difundida nas pesquisas biomédicas € o Modelo
Psicobiolégico da Personalidade de Cloninger® ?’. Segundo o autor, a personalidade pode ser
dividida em sete dimensdes que descrevem tracos normais de personalidade, sendo quatro
delas de temperamento, e outras trés de carater. As quatro dimensdes de temperamento sao
Busca por Novidades (NS, do inglés Novelty Seeking), Esquiva de Dano (HA, do inglés Harm
Avoidance ), Dependéncia de Recompensa (RD, do inglés Reward Dependence) e Persisténcia
(P), enquanto que as trés dimensbes de carater sdo compostas por Cooperatividade,

Autotranscedéncia e Autodirecionamento, as quais nao serdo revisadas neste trabalho.

De acordo com o modelo de Cloninger, os tracos de personalidade consistem em
fendtipos complexos gerados a partir de multiplas interacdes genéticas, bem como ambientais.
Assim, o temperamento, caracteristica que se manifesta inicialmente, apresentaria uma base
biologica altamente herdavel e estavel; ja o carater, pouco herdavel, e com manifestacdo em
geral mais tardia, seria a expressdo da modulacdo sociofamiliar. De fato, as estimativas de
herdabilidade das dimensdes de temperamento estéo entre 51-57%%, ja a herdabilidade das
dimensbes de carater estd entre 27-45%%. Cloninger propde também correlacdes das
dimensdes com vias neuronais e sistemas neurotransmissores monoaminérgicos, de forma que
a dimensdo de NS estaria relacionada com o sistema dopaminérgico, ja as dimensdes de RD e
P estariam relacionadas com o sistema adrenérgico, e por fim a dimensdo de HA estaria
relacionada com o sistema serotoninérgico. No entanto, essa distincdo de sistemas e
temperamento ndo parece ser tdo rigida, de modo que genes do sistema dopaminérgico ja
foram implicados também com a dimensdo de HA® 3% 3% 33 o RD3* 3 hem como do

serotoninérgico com a dimensdo de NS3¢37,



9

O Inventéario de Temperamento e Carater (TCI), questionario derivado da teoria de
Cloninger ¢ utilizado na avaliacdo dos tracos de personalidade. Nossos estudos sdo focados
primariamente nas dimensdes de temperamento pela maior probabilidade de que expressem
caracteristicas herdaveis de personalidade, podendo atuar como um endofendtipo comum a
vérias psicopatologias®’. A dimensdo de NS envolve uma tendéncia hereditéria & iniciagdo de
atividade exploratoria e tomada de decisGes impulsivas relacionadas ao aumento de
recompensa, extravagancia e perda rapida de temperamento além de prevencdo ativa de
frustracbes e punicbes. Ja a dimensdo de HA reflete um viés hereditario de inibicdo
comportamental intensa frente a novidades, frustragbes e punigdes, caracterizando um
individuo pessimista, timido e receoso. A dimensdo de RD reflete uma tendéncia herdada de
resposta intensa a estimulos de recompensa social e manutencdo do comportamento
recompensado previamente. Por fim, a dimensdo de P, previamente considerada como uma
parte integrante de RD, demonstra a tendéncia hereditaria na manutencéo de comportamento e
sentimentalidade apesar da frustracao, fadiga e reforco intermitente.

O modelo de Cloninger vem sendo estudado em diversos transtornos psiquiatricos,
incluindo o TDAH, o TC, TUS, crises de ingestdo alimentar, compulsdo sexual, depressdo e
ansiedade®® *. Foi sugerido também que a correlacéo das dimensdes de personalidade com

diferentes transtornos possa refletir, a0 menos em parte, influéncias genéticas em comum?®® .

Amostras clinicas de TDAH, repetidamente apresentam altos escores de NS e HA™ %2

43 44,45 46: 47 a1ém de baixos escores na dimensdo de P*® “°, resultados em relacéo & RD s&o
bem menos consistentes®” **. E possivel que essas diferencas no temperamento possam ainda
estar contribuindo para a variabilidade clinica do TDAH®*® **. Além disso, o estudo de gémeos

conduzido por Merwood et al*®

encontrou correlacBes genéticas positivas entre 0s sintomas de
desatencdo e NS e HA e entre os sintomas de hiperatividade-impulsividade e NS, indicando
assim que os sintomas de TDAH compartilham uma base etiolégica em comum com essas

dimensdes de temperamento.

1.3 Estudos Moleculares

Devido ao grande componente genético implicado na etiologia dos transtornos
psiquiatricos, varios estudos foram e continuam sendo desenvolvidos com o intuito de

identificar genes associados a estes. No caso do TDAH, a maioria dos estudos envolve genes
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relacionados aos sistemas de neurotransmissdo, ja que hé grande possibilidade destes estarem
envolvidos na fisiopatologia do transtorno®, dentre esses, destacam-se genes componentes do
sistemas dopaminérgico®. De fato, dentre os genes candidatos apoiados por resultados de
meta-analises, encontram-se aqueles relacionados ao sistema dopaminérgico, mais
especificamente os genes que codificam os receptores de dopamina dos tipos D4 e D5 além
do seu transportador DAT>*. Por outro lado, até 0 momento, os estudos de associacio por
varreduras gendmicas (GWAS, do inglés Genome Wide Association Studies) ainda ndo foram
capazes de identificar polimorfismos significativamente associados a0 TDAH®.

Assim como no TDAH, estudos moleculares relacionados as caracteristicas de

personalidade vém mostrando resultados conflitantes. Desde que Ebstein et al*®

publicaram o
primeiro achado relacionando polimorfismos no DRD4 com escores elevados de NS em uma
amostra de alcoolistas, diversos autores dedicaram-se a desvendar as bases genéticas das
dimensdes de personalidade, porém meta-analises desses resultados ndo corroboram as

57; 58; 59

associagOes encontradas Recentemente estudos de varredura gendmica também

buscaram elucidar variantes genéticas envolvidas com as caracteristicas de personalidade,
porém assim como as meta-analises seus resultados foram inconclusivos®® °*.

Os receptores de dopamina sdo capazes de regular diversas atividades no sistema
nervoso central através de moléculas sinalizadoras, dentre essas atividades destacam-se
refor¢o positivo ou recompensa, cognicéo e controle metabdlico, sendo que e a dopamina é o
neurotransmissor que atua na regulacdo de atencdo e nas sensacBes de prazer™. Assim, o
sistema dopaminérgico € apontado como tendo papel central no desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos comuns, incluindo o TDAH e o TUS (revisdo em Tripp e
Wickens®?). E possivel que estes genes ou outros genes relacionados ao sistema
dopaminérgico estejam, na verdade, associados a endofen6tipos ou caracteristicas comuns as
estes transtornos, como os escores de personalidade

Desta forma, focaremos mais especificamente nos genes que codificam os receptores
de dopamina dos tipos D2 (DRD2) e D4 (DRD4) (revisdo em Purper-Ouakil et al **) os quais
estdo entre os mais investigados na psiquiatria como um todo e recebem um destaque especial

nos estudos relacionados aos transtornos externalizantes.
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1.3.1 O Receptor de Dopamina D2

Esse receptor de dopamina é amplamente expresso no cérebro como um todo, sendo
encontrado preferencialmente em neurénios GABAérgicos e interneurdnios colinérgicos no
estriado e nucleo accumbens, onde sua principal funcdo é inibir a adenilato ciclase e canais de
Ca e ativar canais de K®. O gene DRD2 que codifica o receptor de dopamina do tipo D2
localiza-se na regido cromossémica 11g23. Através do mecanismo de splicing alternativo, o
gene DRD2 codifica duas isoformas proteicas que diferem na presenca de 29 aminoécidos,
funcéo e localizacdo preferencial: a isoforma curta D2S preferencialmente pré-sinaptica, onde
age como um autorreceptor, enquanto a isoforma longa D2L é tipicamente p6s-sinaptica®*.

Polimorfismo do gene DRD2 j& foram associados a diferentes transtornos

psiquiatricos. De fato, Blum et al®

relataram a primeira descoberta de uma associagdo de
genes relacionados a neurotransmissdo e uma condicao psiquiatrica, a dependéncia de alcool.
O polimorfismo analisado entdo foi o rs1800497, também conhecido como TagqlA. Este SNP
estd realmente localizado em um gene vizinho chamado ANKK1, mas acredita-se estar em
forte desequilibrio de ligagdo com variantes do DRD2 e, portanto, permanece considerado
como um marcador de DRD2. Muitos outros estudos tem abordado essa associacdo com a
dependéncia de 4lcool e até agora quatro meta-analises apoiam a sua associagdo® 67 & ©9,
Polimorfismos do DRD2 também tém sido associados a fenotipos relacionados a outras
drogas de abuso’™® %72,

A presenca de um SNP (polimorfismo de Unico nucleotideo) funcional localizado na
regido intronica do gene DRD2, rs2283265, altera a expressdo das duas isoformas D2S e D2L
ao interferir no processo de splicing alternativo™. O alelo menos frequente desse
polimorfismo, alelo T, aumenta a razdo de expressao da isoforma D2L em relacdo a D2S ao
favorecer a inclusdo do 6° éxon durante o evento de splicing. Esse alelo foi associado com
uma pior resposta em testes que avaliaram memoria de trabalho e controle da atencéo’®, além
de ter sido associado também com overdose de cocaina’. E interessante notar que,
recentemente, Ford” mostrou que a reducdo na disponibilidade de D2S leva a uma maior
sensibilidade ao &lcool e cocaina, mas da mesma forma a falta de D2L também aumentou o
consumo de alcool e cocaina. Estes resultados implicam que tanto as isoformas pré e pds-
sinapticas do receptor D2, cuja taxa de expressdo estd diretamente relacionada com o

rs2283265, podem estar envolvidos no desenvolvimento e/ou susceptibilidade ao TUS.
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Meta-analises de associagdo do DRD2 com TDAH tem relatado resultados
conflitantes, e o papel deste gene na susceptibilidade ao transtorno permanece inconclusivo’®

- Além disso, ja foi demonstrado que vérios polimorfismos do DRD2 afetam também

caracteristicas de personalidade em tanto em amostras de abusadores de substancias®® *

|30;32;34

como

amostras da populacdo adulta em gera

1.3.2 O Receptor de Dopamina D4

O gene que codifica o receptor de dopamina do tipo D4 (DRD4) encontra-se na regido
11p.15 e os receptores codificados apresentam-se nas formas pré-sindptica e pds-sinaptica,
sendo preferencialmente expressos no cértex pré-frontal e no estriado, locais onde podem
estar co-localizados com os receptores de dopamina D2'®. Apesar de altamente polimérfico, o
gene do DRD4, possui um polimorfismo do tipo nimero variavel de repeticdes em tandem
(VNTR) de 48 pb localizado no 3° éxon™ que concentra grande parte dos estudos
relacionados a esse gene. O numero de repeticoes desse VNTR pode variar de 2 a 11, sendo
os alelos de 4, 7 e 2 repeticdes 0s que apresentam maior frequéncia na populacéo,
respectivamente. Esse polimorfismo esta localizado na regido que codifica a terceira alca
citoplasmatica do receptor. Esta mesma regido esta envolvida no acoplamento e inibicdo de
protefnas G, que culmina na inibicdo das cascatas de sinalizagdo do neuronio®. Ashgari et al”
observam que as variantes proteicas do receptor D4 provenientes de cada alelo apresentavam
funcionalidade distintas. Foi observado que o alelo de 4 repeticbes (DRD4 4R), considerado
normal, teria a maior capacidade de ligacdo a dopamina, o alelo DRD4 2R seria intermediario
e que o alelo DRD4 7R teria funcionalidade de duas a trés vezes menor do que a do alelo
DRD4 4R.

O alelo DRD4 7R foi repetidamente considerado como o alelo de "risco” em estudos
genéticos psiquiatricos, uma vez que a sua isoforma correspondente cria uma inibicdo menos
eficaz das proteinas G e sua sinalizagdo, quando comparado com as isoformas ndo-7R"”. De
fato, o alelo DRD4 7R tem sido implicado na susceptibilidade ao TDAH, com quatro meta-
analises corroborando esta associagdo’® %% 8 8 Além disso, em relacdo aos estudos sobre

temperamento, varios grupos tem encontrado associacdo entre 0 DRD4 7R e maiores escores

30; 31; 36; 56; 84; 85 32: 45; 86: 87;
de NS

, enguanto outros ndo conseguiram reproduzir estes resultados

88 89 Estudos meta-analiticos até agora ndo suportam tal associacdo, embora alguns desses
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estudos tem indicado que a falta de significAncia possa ser devido a alta heterogeneidade entre

os estudos®” %8 %°,

1.3.3 Interagcdo DRD2/DRD4

Recentemente as interagcbes gene-gene entre DRD2 e DRD4 vem ganhando maior
interesse e destaque na literatura. A partir de experimentos in vivo e in vitro, foi demonstrado
que os receptores de dopamina D2 e D4 podem formar heterdmeros, 0s quais apresentam
efeitos sinérgicos®™ °!. Receptores heteromeros sdo expressos a fim de regular processos
fisiolégicos no tecido em que se encontram®. Esses receptores s&o formados por complexos
macromoleculares compostos por duas ou mais moléculas funcionais com propriedades
diferentes do que aquelas dos seus componentes individuais®. Além disso, Borroto-Escuela et

1
|9

al® e Gonzalez et al** revelam que o processo de heteromerizacdo é influenciado pelas

diferentes combinacgdes das isoformas de D2 e D4. A formacéo de receptores heterdmeros de
D2L é menos eficiente quando a variante de D4 presente é D4-7R%, ainda Gonzalez et al®*
observaram que ndo havia formacgédo heterdmeros formados por D2S e D4-7R, somente com
as variantes D4-2R e D4-4R. A avaliacdo de funcionalidade demonstrou que os heterdmeros

demonstravam reforco alostérico a partir da interacao dos dois receptores (Figura 1).

Com base neste novo conjunto de evidéncias, Mota et al*®* % avaliaram o papel da
interacdo entre os polimorfismos dos genes DRD2 (rs2283265) e DRD4 (48-pb VNTR), os
quais estdo diretamente relacionados as isoformas analisadas nos estudos bioquimicos, na
susceptibilidade a transtornos externalizantes. Os autores observaram efeito epistatico
significativo da interacdo DRD2/DRD4 na susceptibilidade ao alcoolismo em duas amostras
independentes de homens adultos (individuos com e sem TDAH)®. Além disso, em um

I** mostram que a interacdo DRD2/DRD4 est4 também associada ao

segundo estudo, Mota et a
desenvolvimento do TC em criancas/adolescentes com TDAH (Mota et al, 2013b), sugerindo
mecanismo potencial que ligaria o TC na infancia com o subsequente desenvolvimento de
TUS na vida adulta. No entanto, apesar da interacdo DRD2/DRD4 ter sido associada a
transtornos externalizantes em trés amostras independentes, ndo foi observada uma associacao

direta desta com a susceptibilidade ao TDAH®,
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Neurdnio pré-sindptico

D4-2R or 4R

Neurdnio pés-sinaptico

D4-2R or 4R

Figura 1. Diferentes padrdes de heteromerizacdo dos receptores de dopamina D2 e D4 de
acordo com a isoforma presente. A variante curta pré-sinaptica do D2 (D2S) é capaz de
formar heterdmeros com D4-2R e D4-4R (A), mas nao com a variante D4-7R (B). Por outro
lado, a variante pos-sinaptica (D2L) é capaz de heteromerizar com as trés variantes (D4-2R,
D4-4R e D4-7R), no entanto, este processo parece ser mais eficaz com 0s D4-2R e D4-4R (C)

do que com a isoforma D4-7R (D).
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2 Objetivos

Objetivo Geral: verificar o papel de genes dopaminérgicos na modula¢do do
temperamento em adultos com TDAH, o que poderia indicar uma possivel via pela qual esses

genes influenciam na manifestacdo de diferentes transtornos psiquiatricos.
Obijetivos Especificos

1. Verificar a associagdo do polimorfismo rs2283265 do DRD2 com as diferentes

dimensdes de temperamento

2. Verificar a associagdo do polimorfismo VNTR do DRD4 com as diferentes

dimensdes de temperamento

3. Verificar se a ja descrita interacdo DRD2/DRD4 possa ser estar influenciando na

susceptibilidade a transtornos externalizantes atraves das dimensdes de temperamento
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Abstract

Temperament traits are substantially heritable and thus influenced by genetic variants
and their interactions with other variants and the environment. Dopamine neurotransmitter
systems have been associated with temperament traits; the genes encoding dopamine D2
receptor (DRD2) and dopamine D4 receptor (DRD4) are among the most studied genes in
psychiatric genetics, with controversial results as to their roles in Attention Deficit
Hyperactivity Disorder (ADHD) and temperament dimensions. Therefore, this study aimed to
determine whether functional variants of dopaminergic genes DRD2 (rs2283265) and DRD4
(exon 111 VNTR), as well as their interaction are exerting a modulatory role on temperament
characteristics in adults with ADHD, which could indicate a possible mechanism by which
these dopaminergic genes influence the expression of different psychiatric disorders.
Temperament traits scores were obtained from a sample of 535 Brazilian adults with ADHD
who answered the Temperament and Character Inventory. ANOVA results suggest that the T
allele of DRD2 rs2283265 is associated with higher scores of Harm Avoidance (P=0.004) and
lower scores of Persistence (P=0.001), also an association of the DRD4 7R variant with higher
Novelty Seeking scores (P=0.030) was found. No interaction effect between these genes was
seen in any of the temperament traits evaluated. These results are in agreement with previous
reports involving genes of the dopaminergic system in the modulation of temperament.
Moreover, it is possible that these findings, analyzed together with the current knowledge on
the relationships between temperament and psychiatric disorders, may actually be reflecting
the effect of these genes on the specific profiles of personality and temperament, which are

also associated with various behaviors and psychiatric conditions related to DRD2 and DRD4.
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Introduction

Temperament is characterized as the individual’s typical emotional and behavioral
response, it is manifested early in life, keeping at least moderate stability across lifetime and
is influenced by genetic factors (Cloninger, 1987). The Psychobiological Model of
Personality proposes four temperament dimensions - Novelty Seeking (NS), Harm Avoidance
(HA), Reward Dependence (RD) and Persistence (P) - which reflect individuals’ behavioral
variability in response to stimuli (Cloninger et al., 1993). Although these personality traits
present heritability estimates between 30-60%, genome-wide association studies have not
been able to identify association with specific genetic factors (Verweij et al., 2010; Service et
al., 2012).

The dopaminergic system is one of the most studied neurotransmitter systems in
personality. Many studies have evaluated the role of dopaminergic genes on different
temperament and other personality characteristics, with reports mostly centered on DRD2 and
DRD4 genes (Ebstein et al., 1996; Noble et al., 1998; Lee et al., 2003; Nyman et al., 2009).

The DRD2 gene, located on Chrl1qg.23 region, encodes the Dopamine D2 Receptor
(D2). This is the most widely expressed dopamine receptor in the brain, being expressed and
highly active in striatum area, where it affects learning and conditioning (Graybiel, 2005;
Huertas et al., 2010). DRD2 encodes two protein isoforms through alternative splicing. The
shorter isoform (D2S) is encountered mainly in the presynaptic region, where it acts as an
auto receptor, and the longer isoform (D2L) is mainly expressed in the postsynaptic region
(Usiello et al., 2000). The DRD2 rs2283265 SNP is a functional polymorphism that alters the
expression ratio between the two isoforms in favor of D2L. This SNP less frequent allele (T
allele) was associated with significant reduced performance on working memory and attention
control tests (Zhang et al., 2007). This same allele was also associated with cocaine overdose
(Moyer et al., 2011). Moreover, several DRD2 polymorphisms have been shown to affect
personality traits in general population samples (Noble et al., 1998; Nyman et al., 2009;
Kazantseva et al., 2011) as well as in samples of substance dependents (Teh et al., 2012;
Wang et al., 2013).

Another important dopaminergic gene is the DRD4, mapped to the Chr11p.15 region,
which encodes the Dopamine D4 Receptor (D4). The most studied DRD4 polymorphism is a

48bp variable number of tandem repeats (VNTR) localized on its third exon, the region
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encoding the third cytoplasmic loop of the receptor. This same region is involved in coupling
and inhibiting G proteins, which culminates in inhibition of the inward signaling cascades in
the neuron (Rondou et al., 2010). The most common alleles for this polymorphism are the 2, 4
and 7 repeat alleles (2R, 4R and 7R, respectively), which have been shown to implicate in
differences in protein shape and function (Asghari et al., 1995). The DRD4 7R allele has been
considered as the “risk” allele on most psychiatric genetic studies, since its correspondent
isoform creates a less effective inhibition of the G proteins and their signaling when compared
to shorter D4 isoforms (Asghari et al., 1995). Several studies have found association between
the DRD4 7R allele and higher NS scores (Ebstein et al., 1996; Noble et al., 1998; Strobel et
al., 1999; Benjamin et al., 2000; Lee et al., 2003; Becker et al., 2005), while others have failed
to replicate these findings (Vandenbergh et al., 1997; De Brettes et al., 1998; Swift et al.,
2000; Frank et al., 2004; Nyman et al., 2009; Mller et al., 2010). Meta-analytic studies so far
do not support such association, although some of these meta-analyses have indicated that the
lack of significance would be due to high heterogeneity between studies (Kluger et al., 2002;
Schinka et al., 2002; Munafo et al., 2008).

Both DRD2 and DRD4 genes have been implicated in Attention Deficit Hyperactivity
Disorder (ADHD) susceptibility. ADHD is characterized by clinically important impairment
due to inattention and/or hyperactivity and impulsivity symptoms and is one of the most
common psychiatric disorders in children (APA, 1994). Two meta-analyses of DRD2
association with ADHD have reported conflicting results, and its role on ADHD susceptibility
remains inconclusive (Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012). The DRD4 7R allele has been
implicated in ADHD susceptibility, with four meta-analyses corroborating this association
(Faraone et al., 2001; Li et al., 2006; Gizer et al., 2009; Smith, 2010). Studies have repeatedly
shown that adults with ADHD present higher NS and HA scores than adults without ADHD
(Downey et al., 1997; Anckarsater et al., 2006; Sizoo et al., 2009; Muller et al., 2010; Jacob et
al., 2014). Fewer studies have also reported association of ADHD with lower P scores
(Rettew et al., 2004; Faraone et al., 2009; Cho et al., 2009; Purper-Ouakil et al., 2010) and
positive results regarding RD scores and ADHD are scarce (Jacob et al., 2007; Cho et al.,
2008). Additionally, it has been shown that these differences in temperament may be specific
to the different ADHD dimensions (Salgado et al., 2009; Gomez et al., 2012).

Analyzing phenotypic correlation data from twin-pairs, Young et al. (2000) have

shown a significant association and genetic covariation between NS and ADHD, Conduct
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Disorder and Substance Use behaviors. Indeed, a more recent review by Arcos-Burgos et al.
(2012) suggests that the development of these externalizing phenotypes share psychological,
pathophysiological and genetic predisposition mechanisms.

Some authors have previously suggested that DRD2 and DRD4 genes could interact
and that such gene-gene interaction might be influencing phenotypes related to externalizing
behavior, such as impulsivity (Eisenberg et al., 2007) and Conduct Disorder in male
adolescents and antisocial behavior in adult men (Beaver et al., 2007). Recent experimental
studies have shown that D2 and D4 receptors are able to form heteromers and that this
heteromerization process is influenced by the involvement of different D2 and D4 isoforms
(Borroto-Escuela et al., 2011; Gonzalez et al., 2012). Following such evidences, our group
showed a DRD2/DRD4 epistatic effect between genetic variants that likely reflect differences
in such heteromerization pattern. This interaction was associated with alcohol dependence
susceptibility in two independent samples of adult men, with and without ADHD (Mota et al.,
2013b). In a subsequent study an epistatic effect of this same interaction was observed on
susceptibility to Conduct Disorder in a large sample of children with ADHD (Mota et al.,
2013a).

The present study investigates the effect of DRD2 and DRD4 variants, as well as their
interaction, on temperament dimensions in adults with ADHD. Our goal is to contribute to the
current knowledge regarding the role of these dopaminergic genes in modulating personality
in ADHD patients and ultimately indicate a possible mechanism by which they influence the

development of different psychiatric disorders.
Methods

Our sample was composed of 535 individuals with ADHD recruited from an
outpatient program at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) from 2003 to 2013.
All individuals included in this study are white native Brazilians (i.e., of primarily European
descent), aged 18 years or older, which have fulfilled clinical diagnosis of ADHD according
to DSM-IV criteria, both currently and during childhood (retrospectively). Individuals were
excluded if they presented clinically significant neurological disease history (e.g. e.g.,
delirium, dementia, epilepsy, head trauma, multiple sclerosis) past or present symptoms of
psychosis and/or an estimated 1Q < 70. All participants signed an informed consent form
approved by the Ethics Committee of HCPA.
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Diagnostic procedures for ADHD and comorbid disorders followed DSM-1V criteria
and were carried out by trained psychiatrists and psychologists through semi structured
interviews with the following instruments: (i) Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children—-Epidemiologic version (K-SADS-E) for assessing
ADHD and Oppositional Defiant Disorder; (ii) Structured Clinical Interview for DSM-IV
(SCID-IV-R) for assessing Axis | psychiatric disorders; and (iii) Mini-International
Psychiatric Interview for the diagnoses of Conduct Disorder and Anti-Social Personality
Disorder. K-SADS-E protocols were adapted to better suit the adult life context. A
comprehensive protocol was also applied in order to assess sociodemographical data and
medical history.

The Temperament and Character Inventory (TCI) was used to assess temperament
dimensions scores (Cloninger et al., 1993). It is an instrument created to evaluate Cloninger’s
personality theory (Cloninger et al., 1993) and differential TCI profiles have been associated
to many psychiatric disorders (Cloninger, 2006). TCI employs a list of 240 sentences to be
read and rated as true/false. This scale is subdivided in 4 temperament dimensions (NS, HA,
RD and P) and 3 other character dimensions (Self-directedness, Cooperativeness, and Self-
transcendence). For the purpose of this study, only the four temperament dimensions were
analyzed since they are considered to be more stable throughout lifetime and have a higher
estimated heritability (Cloninger et al., 1993; Keller et al., 2005).

DNA extraction was performed from peripheral blood by the salting out method
(Lahiri & Nurnemberger, 1991). The studied genetic polymorphisms are the same as in Mota
et al (2013a; 2013b), which were chosen based on the premise that they indirectly (DRD2) or
directly (DRD4) reflect the protein variants used to evaluate heteromerization process in
previous experimental studies (Borroto-Escuela et al., 2011; Gonzalez et al., 2012). DRD2
rs2283265 SNP was genotyped by Tagman allelic discrimination assay (Applied Biosystems)
and genotypes were obtained for 503 individuals (94% of total sample). Polymerase chain
reaction (PCR) amplification of the DRD4 VNTR polymorphism was performed using
primers and conditions described by Roman et al. (1999), followed by agarose gel
electrophoresis for genotyping. Subjects were classified according to the presence of the
DRD2 and DRDA4 risk alleles (T and 7R, respectively) and when the presence of DRD4 rare
alleles (non 2R, 4R or 7R) was detected, subjects were excluded from the analyses involving

DRD4 genotype because so far there is no information regarding rare allele’s
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heteromerization pattern. After excluding subjects with rare DRD4 alleles, 464 individuals
were included in the DRD4 analyses.

Analyses of Variance (ANOVA) were used to compare mean temperament scores in
each genotype group. General Linear Models were used to assess possible gene-gene
interactions affecting temperament scores. Analyses of Covariance (ANCOVA) were
performed to compare the different mean temperament scores to each genotype when
covariates were included. Variables that were associated at a level of p<0.1 with both
outcome and genotype were considered as covariates. Analyses were also performed
excluding subjects with Alcohol Abuse/Dependence in order to avoid a false positive result.
All analyses were performed with SPSS statistical software (version 21, SPSS Inc, Chicago,
IL, USA) and significance level was established at p<0.05.

Results

Sample characteristics such as sex, mean age and temperament scores and DRD2
(rs2283265) and DRD4 (48bp VNTR) allelic frequencies are shown in Table 1. The major
comorbidities from this sample of adults with ADHD were smoking (42.7%), Major
Depressive Disorder (36.5%), Generalized Anxiety Disorder (20.6%), Conduct Disorder
(18.5%), Alcohol Abuse/Dependence (15.3%) and Anti-Social Personality Disorder (6.8%).

Association results are displayed in Table 2. As depicted in Figure 1, individuals who
carried the DRD2 T allele (T+) had significantly higher HA and lower P scores than
individuals without this allele (i.e. GG homozygotes). Moreover, DRD4 7R carriers (7R+)
presented higher NS scores than 7R non-carriers (i.e. 2R/2R, 4R/4R and 2R/4R) (Figure 1).
Analyses were performed both with and without adjusting for possible covariates effects. The
inclusion of such covariates did not result in major changes in the DRD2 main results as i) it
remained associated with HA (P.=0.006) when controlling for sex and Major Depressive
Disorder diagnosis; ii) there was still no significant association to NS (Pag=0.361) and RD
(Pagi=0.354) traits. According to the adopted criteria, there were no covariates to be included

in the DRD2 analyses of P scores neither on any DRD4 analyses.

Similarly, results did not differ significantly when excluding subjects with Alcohol
Abuse/Dependence. Additionally, results from the interaction analyses revealed no significant
epistatic effects on any temperament measures (NS: P= 0.277; HA: P= 0.811; RD: P= 0.527,
P: P=0.396).
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Discussion

We report a significant association between the presence of the T allele of the
functional polymorphism DRD2 rs2283265 with higher HA scores and lower P scores in
adults with ADHD. We also show an association between the DRD4 allele with high NS
temperament trait scores. These results reinforce the role of the dopaminergic system in the
modulation of temperament dimensions. Additionally, although there is robust evidence that
DRD4 7R allele is associated with ADHD, and that subjects with ADHD present higher NS
scores, to the best of our knowledge this is the first time that such DRD4 allele is shown to be
associated with higher NS scores in a sample of adults with ADHD.

DRD2 and Harm Avoidance (and Persistence): an internalizing pull?

Although extensively associated to Alcohol Dependence and externalizing behaviors
since 1990 (Blum et al.,, 1990; Comings et al., 1991; Noble et al., 1993), DRD2
polymorphisms have also been shown to influence internalizing phenotypes (Lawford et al.,
2006; Hayden et al., 2010). Elevated HA scores have been reported in patients of diverse
psychiatric disorders, including alcoholism (Cloninger et al., 1996), ADHD (Faraone et al.,
2009), Major Depressive and Bipolar disorders (Miettunen and Raevuori, 2012).

One possible mechanism by which DRD2 gene could be affecting internalizing
behaviors and avoidant related traits is through the effect of D2 on striatum. Striatum is
classically known as the brain region responsible for modulating locomotor behavior as well
as reward cascades. In this region, D2 is mainly expressed in neurons that act in the indirect
striatal pathway, which is responsible for inhibiting locomotor behavior and mediating
punishment and learning related to aversive stimuli (Hikida et al., 2010; Kravitz and Kreitzer,
2012). It is possible that such pathway may also play a key role in HA dimension, a closely
related trait (Cloninger, 1987), and, consequently, variation on DRD2 expression levels may

affect HA temperament modulation.

In this context, the evidence mentioned above support the observed association
between the DRD2 rs2283265 functional polymorphism and HA dimension. This SNP affects
the D2S/D2L isoforms expression rates, with the minor T allele favoring the expression of the
postsynaptic D2L in detriment of the presynaptic D2S autoreceptor (Zhang et al., 2007).
Reduced D2S autoreceptor levels have been shown to lead to higher pre-synaptic dopamine

release and a greater activation of striatum neurons and their cascades (Laakso et al 2005).
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Increased dopamine availability in the striatum has been extensively reported in various
psychiatric disorders, such as ADHD (Ernst et al., 1999), Schizophrenia (Dao-Castellana et
al., 1997), psychosis (Egerton et al., 2013) and Substance Use Disorders, (Tiihonen et al.,
1998; Salokangas et al., 2000; Tai et al., 2011). Moreover, it has been shown that individuals
with these psychiatric disorders present elevated HA scores (Sizoo et al., 2009; Mller et al.,
2010; Etter, 2010; Miettunen and Raevuori, 2012). Therefore, the abnormal dopamine
signaling caused by the presence of DRD2 rs2283265 T allele might reflect one possible
mechanism by which DRD2 could be influencing internalizing behavior and personality
characteristics, as seen here.

Overall, the observed association between DRD2 and HA temperament is well
supported by previous studies and one possible mechanism by which D2 could affect such
personality trait could even be suggested, as depicted above. Its effect on P, however, is much
less clear. Although the genetic association of DRD2 rs2283265 SNP and P scores seems to
be fairly robust (P=0.001), it is yet to be investigated whether the underlying physiological

mechanism and pathways involved are unique or the same as for HA trait.

DRD4 and Novelty Seeking: an externalizing push?

The association between DRD4 7R allele and higher NS scores in a sample of adults
with ADHD may contribute to the understanding of the high heterogeneity observed in
previous personality meta-analyses (Kluger et al., 2002; Schinka et al., 2002; Munafo et al.,
2008) since the presence of psychiatric disorders such as ADHD might modulate the DRD4
effect on personality (i.e. association could be dependent on the psychiatric profile of the
sample). In this sense, this finding may provide clues to better understand the genetic

heterogeneity of temperament as well as of ADHD itself.

The neurobiological mechanism underlying the association of DRD4 7R to either NS
or ADHD has not been fully elucidated, but it appears to be related to a differential function
between the D4 isoforms. The presence of the DRD4 7R allele leads to impaired post-synaptic
neuron inhibition, since its isoform of the D4 protein is less capable to inhibit signaling
cascades, leading to higher glutamate activation of the next neurons (Asghari et al., 1995;
Rubinstein et al., 2001; Gonzalez et al., 2012; Thomas et al., 2008). Studies with knockout
DRD4 mice revealed that D4 modulates cortical excitability by playing an inhibitory role and
that the absence of D4 leads to higher glutamate activity (Rubinstein et al., 2001), especially
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in the striatum area (Thomas et al., 2008). Interestingly, patients with ADHD also present
increased levels of glutamate in the striatum (Carrey et al., 2007). Therefore, it is possible that
the deficient D4-dependent glutamatergic inhibition caused by the DRD4 7R allele is
modulating NS and related behaviors, and is also playing a role in ADHD susceptibility.

Additionally, it is possible that the presence of the DRD4 7R allele is not only playing
a role in modulating NS, but has a more general scope being evolutionary selected to
predispose to externalizing and exploratory behaviors. Wang et al. (2004) showed that the
DRD4 7R allele was subjected to strong positive selection during the last major out-of-Africa
exodus. The presence of this allele appears to have contributed to human migration in the
past, since 7R carriers were risk-takers, more efficient on problem solving and responded
better and less emotionally in face of adversity (Wang et al., 2004). In this study, the authors
suggested that the same variant responsible for an evolutionary adaption might now,
combined with other risk variants, be influencing on traits that could be classified as
detrimental (e.g. ADHD).

In this context, the association of the DRD4 7R allele and higher NS scores in
individuals with ADHD shown here, together with its evolutionary history and previous
evidence of association to a more liberal thinking and having more friendships (Settle et al.,
2010), a more promiscuous sexual behavior (Ben Zion et al., 2006; Garcia et al., 2010) and
even longevity in humans (Grady et al., 2013) seem to corroborate DRD4 7R association with

exploratory behaviors in general.

DRD2 and DRD4 interaction — could it affect temperament traits?

This study did not find a direct association of DRD2/DRD4 gene-gene interaction on
any of the specific temperament dimensions evaluated. However, the main effects found on
DRD2 and DRD4 genes may modulate overall personality characteristics, which in turn may
have an influence on the susceptibility and development of psychiatric disorders in general.
Previous studies indicated that the interaction between the evaluated DRD2 and DRD4
polymorphism affects the susceptibility to Alcohol Dependence and Conduct Disorder, with
the concomitant presence of the risk alleles (T and 7R) having a protective effect (Mota et al.,
2013a; 2013b). Since these disorders (especially alcoholism) have both externalizing
(Zernicke et al., 2010; Weiland et al., 2014) and internalizing characteristics (Hussong et al.,
2011; Kushner et al., 2012), one possible interpretation could be that either DRD2 and high
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HA (via an internalizing pathway) or DRD4 and high NS (through an externalizing pathway)
may be underlying the increased risk of developing psychiatric disorders. However, when
both risk alleles are present the externalizing and internalizing traits are counterbalanced,
promoting a personality profile with a protective effect regarding these disorders.

Limitations

Statistical power is usually a limitation in genetic association studies. This study has
not reported any gene-gene interactions and although our sample is one of the largest samples
of adults with ADHD, the expected effect size for these interactions is small, thus it is still
premature to completely rule out this association. Despite this study not having a case-control
design, population stratification is always an issue to be considered in genetic association
studies as well. However, population stratification was considered unlikely since it has been
shown that the southern Brazilian population of European descent presents predominantly
European ancestry (94%) and there is no apparent population structure in this group
(Zembrzuski et al, 2006; Santos et al, 2010).

Conclusion

In conclusion, this study reports associations between DRD2 rs2283265 T allele with
higher HA and lower P scores, and of DRD4 7R allele and higher NS scores. No interaction
effect between these genes was found but their main effects might be modulating Alcohol
Dependence through overall personality characteristics. Neurobiological underpinnings are
discussed. Moreover, the findings reported here, together with the current state-of-the art on
the relationships between temperament and psychiatric disorders, suggest that changes in HA
and NS possibly influenced by polymorphisms in DRD2 and DRD4, might be involved in

pathways to various disorders.



Table 1: Temperament characteristics and DRD2 and DRD4 information
of a sample of adults with ADHD (total N=535)

N (%)

Sex Male 287 (53.6)
Female 248 (46.4)

DRD2 rs2283265 SNP GG 366 (72.8)
T+ 137 (27.2)

DRD4 48bp VNTR 2R/4R 266 (57.3)
7R+ 198 (42.7)
Mean (S.E.)
Age (years) 33.86 (0.47)
Novelty Seeking 24.27 (0.27)
Harm Avoidance 20.06 (0.30)
Reward Dependence 14.74 (0.17)
Persistence 4.20 (0.83)

Both DRD2 rs2283265 SNP and DRD4 48bp VNTR genotypes were
not obtained for all individuals included in the sample. Thus, the full
sample temperament scores were used in order to include subjects with
either one or both polymorphisms genotyped in the analyses.

DRD2 T+ includes all T allele carriers, while GG represents the GG
homozygotes. DRD4 7R+ includes all individuals with the DRD4 7R
allele and 2R/4R includes 7R non-carriers (i.e. 2R/2R, 4R/4R and
2R/4R). Individuals with DRD4 rare alleles (non 2R, 4R or 7R) were
excluded.

27



Table 2: Mean scores for temperament dimensions in adults with ADHD according to DRD2 (rs2283265)
and DRD4 (48bp VNTR) genotype.

DRD2 (N=503) DRD4 (N=464)
GG T+ P Padj 2R4R TR+ P
N=366 N=137 N=266 N=198

Novelty Seeking 24.21 (0.34) 24.61 (0.50) 0.522 0.361°  23.72 (0.38) 25.00 (0.45) 0.030
Harm Avoidance 19.45 (0.37) 21.46 (0.55) 0.004 0.006°  20.28 (0.43) 19.69 (0.52) 0.372
Reward Dependence 14.91 (0.21) 14.42 (0.34) 0.223 0.354° 14.84 (0.26) 14.46 (0.28) 0.325
Persistence 4.360 (0.10) 3.75(0.15) 0.001 412 (0.12) 4.33 (0.13) 0.234

Scores are represented by mean values and standard errors are in parentheses.
P values correspond to analyses not adjusted for any covariates.

Pagj correspond to analyses adjusted for ®: Major Depressive Disorder, ®- Sex and Major Depressive
Disorder, and c: Sex.

For DRD2 analyses of Persistence and all DRD4 analyses there were no covariates to be included,
as none of the tested variables were associated with both outcome and genotype at P<0.1
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Figure 1: Mean temperament scores according to the DRD2 rs2283265 SNP (pink circles)
and DRD4 48bp VNTR (blue squares) genotype in adults with ADHD. Bars represent the
95% confidence intervals and the dotted line represents the mean score for each temperament
dimension in the whole ADHD sample. DRD2 T+ includes all T allele carriers, while GG
represents the GG homozygotes. DRD4 7R+ includes all individuals with the DRD4 7R allele
and 2R/4R includes 7R non-carriers (i.e. 2R/2R, 4R/4R and 2R/4R). Individuals with DRD4

rare alleles (non 2R, 4R or 7R) were excluded.

* P <0.05

** P <0.005
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4 Concluséo e Perspectivas

Dada a ampla gama de comportamentos e caracteristicas neuropsicoldgicas que ja
foram associadas a genes dopaminérgicos como DRD2 e DRD4, variacdes nestes genes
provavelmente exercem um efeito pleiotrépico, modulando os comportamentos normais, bem
como influenciando na susceptibilidade a doengas psiquiatricas. Entretanto, um outro
possivel cenario € que estas associacdes possam estar de fato refletindo o efeito desses genes
sobre os perfis especificos de personalidade, 0s quais por sua vez estdo associados aos
diversos comportamentos e condi¢des psiquiatricas relacionados com DRD2 e DRDA4.

PontuacBes altas na escala de HA sdo consideradas uma caracteristica comum
subjacente aos transtornos internalizantes®™, no entanto escores elevados de HA foram
também associados com alguns transtornos externalizantes®. Por isso, é possivel que altos
escores de HA possam ser na verdade uma caracteristica subjacente aos transtornos
psiquiatricos em geral. Dessa forma, a associagdo do DRD2 com HA mostrada no presente
estudo pode estar retratando esse efeito subjacente de HA que poderia também estar
influenciando nas associacbes prévias do DRD2 com transtornos externalizantes e

internalizantes.

Além disso, Hink et al*

demonstraram que altos escores de NS estdo associados com
transtornos externalizantes. O gene DRD4 tem sido associado a varios fenotipos
externalizantes como tendéncias politicas mais liberais e ter mais amizades®’, comportamento

%: 9 ¢ até mesmo a longevidade em humanos'®. Portanto, nossos

sexual mais promiscuo
resultados mostrando uma associagdo do VNTR do DRD4 com NS podem também estar na

verdade retratando o efeito de NS sobre as varias associacdes previas de DRD4.

Adicionalmente, é possivel que os efeitos das variacbes de DRD2 e DRD4 dependam
também do contexto genético, ambiental e de possiveis interacdes com esses fatores. Por
exemplo, 0 nosso grupo demonstrou recentemente que a interacdo entre variantes do DRD4
com o polimorfismo rs2283265 do DRD?2 esta relacionada a susceptibilidade a dependéncia
do &lcool em adultos com e sem TDAH®. Além disso, foi demonstrado que essa interagdo
também parece influenciar na susceptibilidade ao TC em criancas e adolescentes com
TDAH*. Neste contexto, um possivel aspecto relacionado é que o efeito dessas variantes é

dependente do perfil clinico e comportamental dos individuos, como por exemplo, a presenca
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de transtornos psiquiatricos. Nesse sentido, parece muito plausivel que as variantes de DRD2
e DRD4 possam ter um efeito diferente em individuos com e sem TDAH ou outro transtorno
psiquiatrico, e tal efeito dependente do contexto clinico pode explicar, em parte, a
heterogeneidade observada nos estudos de meta-analise.

Temos como perspectivas continuar aumentando o tamanho amostral, a fim de
aumentar o poder das nossas analises, e ainda explorar como o efeito de outras variaveis,
como os diferentes subtipos do TDAH, por exemplo, poderiam estar influenciando nos
achados aqui reportados.
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