
Universidade Federal do Rio Grande Do Sul 

Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EVIDÊNCIAS E IMPLICAÇÕES DE EFEITOS EPISTÁTICOS E DE AGRUPAMENTO 

GÊNICO EM UM CONJUNTO DE TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS 

 

 

 

Nina Roth Mota 

 

 

Tese submetida ao Programa de Pós-

Graduação em Genética e Biologia 

Molecular da UFRGS como requisito parcial 

para a obtenção do Grau de Doutor em 

Ciências (ênfase em Genética e Biologia 

Molecular). 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Claiton Henrique Dotto Bau 

 

 

Porto Alegre, junho de 2013



INSTITUIÇÕES E FONTES FINANCIADORAS 
 

As pesquisas foram realizadas no Laboratório de Genética Humana 

Molecular do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul e foram subvencionadas pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPq), Instituto do Milênio, Programa de Apoio a 

Núcleos de Excelência (PRONEX, Brasil) e Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS–DECIT/PPSUS, Brasil). A aluna 

recebeu bolsa de estudos concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPq) durante a maior parte de seu doutorado e pela 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) durante 

o seu estágio de Doutorado-Sanduíche no Exterior.  

Parte da presente Tese foi desenvolvida no Instituto de Psiquiatria do 

King’s College London, sob supervisão do Prof. Dr. Philip Asherson. 

 



	
   3	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Another turning point 
a fork stuck in the road 

Time grabs you by the wrist 
directs you where to go 

So make the best of this test 
and don't ask why 
It's not a question 

but a lesson learned in time 
 

It's something unpredictable 
but in the end it's right 

I hope you had the time of your life..." 

(Time of Your Life – Green Day) 
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“Brindo À Casa, Brindo À Vida, Meus Amores, Minha Família” 

(Mar de Gente - O Rappa) 
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RESUMO 

 

 

 

Os transtornos psiquiátricos causam forte impacto na vida dos indivíduos 

afetados e da sociedade como um todo e há muitas evidências indicando um forte 

componente genético envolvido na susceptibilidade a esses transtornos. Nos 

últimos anos houve um grande avanço tecnológico e analítico na área da 

genética, permitindo investigações em larga escala por fatores específicos que 

compõem a grande herdabilidade das doenças mentais. No entanto, os estudos 

genéticos têm esbarrado em dificuldades vinculadas à natureza complexa desses 

fenótipos. A presente Tese sugere abordagens alternativas para superar tais 

barreiras e que podem auxiliar na identificação de mecanismos e alterações 

genéticas com papéis relevantes em um conjunto de fenótipos comportamentais 

relacionados. A partir da compilação de evidências bioquímicas, fisiológicas e 

evolutivas, bem como do reconhecido papel do sistema dopaminérgico na 

modulação comportamental, procuramos esclarecer o papel de efeitos epistáticos 

e de agrupamentos gênicos no desenvolvimento do Transtorno de Déficit de 

Atenção/Hiperatividade (TDAH), Transtorno de Conduta (TC) e Transtorno por 

Uso de Álcool. Mais especificamente, identificamos uma interação entre variantes 

dos genes dos receptores de dopamina D2 (DRD2) e D4 (DRD4), a qual reflete 

padrões de heteromerização diferencial previamente demonstradas in vitro e in 

vivo, que exerce um papel importante na susceptibilidade ao Abuso/Dependência 

de Álcool. Além de identificarmos este efeito epistático em duas amostras 

independentes de adultos, em um estudo subsequente demonstramos que o 

efeito desta interação pode ser observado ainda na infância, estando associado 

com o desenvolvimento do TC em crianças com TDAH. Esses achados, além de 

esclarecerem associações controversas na literatura em relação ao papel dos 

genes DRD2 e DRD4 em fenótipos psiquiátricos, também sugerem um 

mecanismo potencial para a possível via causal que conecta a presença de TC na 

infância ao subsequente desenvolvimento do alcoolismo na vida adulta. Também 
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visando esclarecer muitos achados inconsistentes na literatura sobre o papel do 

DRD2 em transtornos psiquiátricos, realizamos uma análise evolutiva do 

agrupamento gênico NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2), o qual engloba o 

DRD2, além de um estudo que considerou os efeitos individuais e em conjunto de 

polimorfismos ao longo desta região. Os resultados obtidos indicam que o NTAD 

é um agrupamento gênico bastante antigo, o qual está sendo mantido com 

vizinhança gênica e sintenia conservadas desde a emergência dos vertebrados 

para o meio terrestre, provavelmente via mecanismos envolvidos em co-

regulação. Além disso, esta concepção do NTAD como uma “unidade funcional” é 

corroborada por resultados indicando a presença de múltiplos polimorfismos ao 

longo dos quatro genes associados com fenótipos comportamentais relacionados. 

Os resultados da presente Tese apoiam a premissa de que abordagens analíticas 

que consideram evidências de interações entre genes candidatos em amostras 

com vasta caracterização fenotípica representam uma alternativa muito 

promissora para o entendimento da fisiopatologia dos transtornos mentais. 
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ABSTRACT 
 

 

 

Psychiatric disorders are highly heritable diseases that cause a major 

impact in the lives of the affected individuals, as well as to the society as a whole.  

In the last few years, extensive technological advances have been achieved in 

genetics research, allowing the performance of high-throughput analysis searching 

for specific genetic risk factors for psychiatric disorders. These studies, however, 

have encountered difficulties probably associated with the complexity of such 

phenotypes. This Thesis presents alternative approaches to deal with such 

difficulties and that may help in the identification of biological mechanisms and 

genetic variations affecting a group of related psychiatric phenotypes. Based on 

biochemical, biological and from comparative genomics, as well as on the known 

central role of dopaminergic system in behavioural outcomes, we sought to 

investigate the role of epistatic effects and genetic clustering in the susceptibility to 

Attention Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD), Conduct Disorder (CD) and 

Alcohol Dependence. More specifically, we identified epistatic interaction between 

DRD2 and DRD4 gene variants, which probably reflect different heteromerization 

patterns previously revealed by in vitro and in vivo experiments, associated with 

Alcohol Dependence in two independent adult samples (Mota et al., 2013). Further 

studies allowed us to show that such epistatic effects are manifested early in life 

since this interaction was also associated with CD susceptibility among ADHD 

children (Mota et al., in press). These finding shed light into the inconsistencies 

found in the literature regarding the effects of the DRD2 in psychiatry and also 

suggest a potential mechanism of a possible causal pathway linking CD in 

childhood and the emergence of Alcohol Dependence in adulthood. Other 

attempts to clear such inconsistencies were made by taking an evolutionary 

approach in the analysis of the NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2) gene 

cluster and by analysing the effects of polymorphisms in these genes, both 

individually and in haplotypes, with psychiatric phenotypes. We were able to show 
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that the NTAD reflects an ancient cluster, which has been maintained with 

conserved neighbourhood and synteny since the emergence of vertebrate from 

the seas, probably with an important role of co-regulatory mechanisms (Mota et 

al., 2012). Furthermore, this idea of approaching the NTAD as a “functional 

cluster” is also supported by our results showing multiple polymorphisms along 

this cluster having independent effects on the same or relates psychiatric 

phenotypes. Overall, this Thesis supports that considering the epistatic effects and 

gene clustering in fully characterized samples of phenotypes represent promising 

approaches to better understand the physiopathology of psychiatric disorders. 
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Capítulo 1 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

“...Ignorance more frequently begets confidence than does 
knowledge: it is those who know little, and not those who know 

much, who so positively assert that this or that problem will 
never be solved by science.” 

Charles Darwin (1809-1882) 

1 
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1. TRANSTORNOS PSIQUIÁTRICOS 

  

Os transtornos psiquiátricos causam sofrimento e comprometimento em 

diversos contextos na vida dos indivíduos afetados e de pessoas próximas, além 

de terem grande impacto social e econômico na sociedade como um todo. Ao 

passo em que grandes avanços foram conquistados nas últimas décadas a 

respeito da prevenção, diagnóstico e/ou tratamentos de outros tipos de doenças 

complexas, como cardiopatias, hepatopatias e mesmo câncer, o diagnóstico dos 

transtornos psiquiátricos permanece essencialmente clínico, sem contar com o 

auxílio de exames laboratoriais eficientes e o tratamento para esses transtornos 

persiste como um dos maiores enigmas da medicina.   

Entretanto, grandes esforços têm sido implementados para melhor elucidar 

as bases etiológicas destes transtornos e muitos avanços têm sido alcançados 

neste sentido. Estudos clínicos e genéticos têm tradicionalmente subdividido os 

transtornos psiquiátricos comuns em duas categorias: Transtornos Internalizantes 

e Transtornos Externalizantes (Krueger 1999; Kendler et al., 2003; Cosgrove et 

al., 2011; Kessler et al., 2011; Roysamb et al., 2011).  

A categoria Internalizante, a qual reflete a propensão de reagir ao 

descontentamento voltando o seu sofrimento para si próprio, é marcada por 

sintomas de ansiedade, medo e tristeza e inclui Transtornos Depressivos e 

Transtornos de Ansiedade.  

Já a categoria Externalizante é descrita como a propensão de expressar 

descontentamento voltando-se contra o ambiente externo e costuma manifestar-

se na forma de comportamentos de desobediência, agressivos e anti-sociais, e 

inclui o Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade (TDAH), Transtorno 

Desafiador de Oposição (TDO), Transtorno de Conduta (TC), Transtorno de 

Personalidade Anti-Social (TPAS) e Transtornos por Uso de Substâncias (TUS). 

Evidências indicam que o desenvolvimento desses transtornos externalizantes 

compartilha mecanismos psicológicos, fisiopatológicos e de predisposição 

genética em comum (revisão em Arcos-Burgos et al., 2012).  
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Embora transtornos internalizantes e externalizantes conceitualmente 

representem categorias distintas (marcadas por forte correlação fenotípica, altas 

taxas de comorbidade e fatores de susceptibilidade genética compartilhados 

(Young et al., 2000; Kendler et al., 2003; Middeldorp et al., 2005; Kendler et al., 

2007; Edwards e Kendler 2012)), frequentemente transtornos de ambas as 

classes são encontrados em comorbidade (Angold 1999; Burcusa et al., 2003; 

Kessler et al., 2006; Jacob et al., 2007; Cosgrove et al., 2011). 

Há evidências indicando também uma parcela de sobreposição dos fatores 

genéticos que conferem susceptibilidade a essas duas categorias, ou seja, que 

existam fatores de risco compartilhados tanto por transtornos internalizantes 

quanto externalizantes (Cosgrove et al., 2011;  Lahey et al., 2011). Cosgrove et al. 

(2011) sugerem que a frequente co-ocorrência de transtornos internalizantes e 

externalizantes possa ser explicada, em parte, pelo efeito de influências genéticas 

(62%) em comum. 

Além disso, dimensões de personalidade também têm sido sugeridas como 

fatores de risco em comum que poderiam ser responsáveis pelas altas taxas de 

comorbidades dos transtornos psiquiátricos (Krueger et al., 2001; Khan et al., 

2005; Hink et al., 2013). Foi sugerido também que essa correlação das dimensões 

de personalidade com diferentes transtornos (internalizantes ou externalizantes 

ou ambos) possa refletir, ao menos em parte, influências genéticas em comum 

(Young et al., 2000; Kendler et al., 2007; Tackett et al., 2011; Hink et al., 2013; 

Mikolajewski et al., 2013). 

Ainda, grandes esforços vêm sendo implementados na tentativa de 

compreender melhor o curso de desenvolvimento dos transtornos psiquiátricos. 

Há um interesse crescente em desvendar como (e em que extensão) diferentes 

transtornos seriam capazes de predizer uns aos outros ao longo da vida. Estudos 

longitudinais têm mostrado que há um contínuo envolvendo os transtornos 

psiquiátricos que, iniciados durante a infância, podem persistir ao longo da vida 

não só por um padrão “homotípico” (persistência do mesmo transtorno), como 

também de maneira “heterotípica” (diferentes transtornos predizendo uns aos 
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outros ao longo do tempo) (Costello et al., 2003; Kim-Cohen et al., 2003; Kessler 

et al., 2011; Copeland et al., 2013).    

Em um estudo retrospectivo abordando o poder preditivo das categorias 

internalizante e externalizante na manutenção e/ou desenvolvimento posterior de 

transtornos psiquiátricos, Kessler et al. (2011) encontraram associações mais 

fortes de predição de transtornos dentro de cada categoria (ou seja, padrão 

homotípico) do que entre as duas categorias (padrão heterotípico). No entanto, 

dentre predições heterotípicas, transtornos externalizantes prévios foram mais 

consistentemente preditores do aparecimento subsequente de transtornos 

internalizantes do que o inverso (transtornos internalizantes predizendo 

externalizantes) (Kessler et al., 2011). Resultado similar foi descrito por Kim-

Cohen et al. (2003) em estudo prospectivo que indicou que a presença de 

TDO/TC na infância representava um dos mais importantes preditores tanto pra 

transtornos externalizantes como internalizantes.   

Em estudo recente, Copeland et al. (2013) corroboram a idéia de que a 

presença de transtornos psiquiátricos na infância/adolescência seja um forte fator 

de risco para uma gama de transtornos na vida adulta. Dentre os achados mais 

interessantes estão a forte predição homotípica do TDAH ao longo do 

desenvolvimento e o efeito da presença de TDAH, TDO e TC na adolescência na 

predição de TUS na vida adulta (Copeland et al., 2013).  

 

 

 

A seguir, será apresentada uma breve descrição dos transtornos 

psiquiátricos que fazem parte do foco central de estudos desta Tese. Dentre estes 

estão o Transtorno por Uso de Álcool (o qual é parte integrante do TUS), o TDAH 

e o TC. Além disso, uma menção à relevância de dimensões de personalidade e 

do sistema dopaminérgico a esses transtornos será apresentada.  
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1.1 Transtorno por Uso de Álcool  

 

A seção de TUS da 4ª Edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Doenças Mentais (DSM-IV-TR; American Psychiatric Association, 2000) inclui os 

Transtornos por Uso de Álcool, Nicotina, Cocaína, Opióides, entre outros. Em 

geral, o diagnóstico desses transtornos é subdivido em critérios para Abuso ou 

Dependência de determinada substância. Os critérios para diagnóstico de 

Transtorno por Uso de Álcool e de dois dos mais comuns Transtornos Induzidos 

pelo Álcool (Intoxicação com Álcool e Abstinência de Álcool) são apresentados na 

Tabela I. 

 

Tabela I. Critérios Diagnósticos do Transtorno por Uso de Álcool e de Transtornos 
Induzidos pelo Álcool adaptado do DSM-IV-TR (APA, 2000). 

 
Transtornos por Uso de Álcool 
 
303.90 Dependência de Álcool 

 
Um padrão mal adaptativo de uso de álcool, levando a comprometimento ou sofrimento clinicamente 
significativo, manifestado por três (ou mais) dos seguintes critérios, ocorrendo em qualquer momento no 
mesmo período de 12 meses: 

(1) tolerância, definida por qualquer um dos seguintes aspectos: 
(a) necessidade de quantidades progressivamente maiores de álcool, para obter a intoxicação ou 
o efeito desejado  
(b) acentuada redução do efeito com o uso continuado da mesma quantidade de álcool 
(2) abstinência, manifestada por qualquer dos seguintes aspectos: 
(a) síndrome de abstinência característica de álcool (consultar os Critérios A e B dos conjuntos 
de critérios para Abstinência de Álcool)  
(b) o álcool é consumido para aliviar ou evitar sintomas de abstinência 
(3) o álcool é frequentemente consumido em maiores quantidades ou por um período mais longo 
do que o pretendido 
(4) existe um desejo persistente ou esforços malsucedidos no sentido de reduzir ou controlar o 
uso de álcool  
(5) muito tempo é gasto em atividades necessárias para a obtenção do álcool, na utilização da 
álcool  ou na recuperação de seus efeitos 
(6) importantes atividades sociais, ocupacionais ou recreativas são abandonadas ou reduzidas 
em virtude do uso de álcool  
(7) o consumo de álcool continua, apesar da consciência de ter um problema físico ou 
psicológico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pelo álcool (p. ex., 
consumo continuado de bebidas alcoólicas, embora o individuo reconheça que uma úlcera piorou 
devido ao consumo do álcool) 

 
305.00 Abuso de Álcool 
 

A. Um padrão mal adaptativo de uso de álcool levando a prejuízo ou sofrimento clinicamente 
significativo manifestado por um (ou mais) dos seguintes aspectos, ocorrendo dentro de um período de 
12 meses:  

(1) uso recorrente de álcool, acarretando fracasso em cumprir obrigações importantes no 
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trabalho, na escola ou em casa (p. ex., repetidas ausências ou fraco desempenho ocupacional 
relacionados ao uso de álcool; faltas, suspensões ou expulsões da escola relacionadas a 
utilização de álcool, negligência dos filhos ou dos afazeres domésticos) 
(2) uso recorrente de álcool em situações nas quais isto representa perigo para a integridade 
física (p. ex., dirigir veículo ou operar máquina quando prejudicado pelo uso do álcool)  
(3) problemas legais recorrentes relacionados ao álcool (p. ex., detenções por conduta 
desordeira relacionada ao álcool) 
(4) uso continuado do álcool, apesar de problemas sociais ou interpessoais persistentes ou 
recorrentes causados ou exacerbados pelos efeitos deste (p. ex., discussões com o cônjuge 
acerca das consequências da intoxicação, lutas corporais) 

B. Os sintomas jamais satisfizeram os critérios para Dependência de Álcool.  
 
 
Transtornos Induzidos pelo Álcool 
 
 
303.00 Intoxicação com Álcool 
 

A. Ingestão recente de álcool. 
B. Alterações comportamentais ou psicológicas clinicamente significativas e mal adaptativas (p. 
ex., comportamento sexual ou agressivo inadequado, humor instável, prejuízo no julgamento, prejuízo 
no funcionamento social ou ocupacional) desenvolvidas durante ou logo após a ingestão de álcool. 
C. Um ou mais dos seguintes sinais, desenvolvidos durante ou logo após o uso de álcool 

(1) fala arrastada 
(2) incoordenação 
(3) marcha instável  
(4) nistagmo 
(5) comprometimento da atenção ou da memória 
(6) estupor ou coma 

D. Os sintomas não se devem a uma condição medica geral, nem são mais bem explicados por 
outro transtorno mental. 

 
291.81 Abstinência de Álcool 
 

A. Cessação (ou redução) do uso pesado ou prolongado de álcool 
B. Dois (ou mais) dos seguintes sintomas, desenvolvidos dentro de algumas horas a alguns dias 
após o Critério A: 

(1) hiperatividade autonômica (p. ex., sudorese ou frequência cardíaca acima de 100) 
(2) tremor intenso 
(3) insônia 
(4) náuseas ou vômitos 
(5) alucinações ou ilusões visuais, táteis ou auditivas transit6rias 
(6) agitação psicomotora 
(7) ansiedade 
(8) convulsões de grande mal 

C. Os sintomas no Critério B causam sofrimento ou prejuízo clinicamente significativo no 
funcionamento social, ocupacional ou em outras áreas importantes da vida do indivíduo. 
D. Os sintomas não se devem a uma condição medica geral, nem são mais bem explicados por 
outro transtorno mental. 

 

 

O consumo de bebidas que contém álcool, uma droga psicoativa que provoca 

efeitos relaxantes e eufóricos, está presente na maioria das culturas. Em geral, os 

efeitos por ingestão excessiva de álcool seguem um padrão temporal bifásico, 

caracterizado por uma sensação inicial de relaxamento e entusiasmo seguida de 

ressaca, exaustão e depressão.  Quando ingerido em grandes quantidades pode 

também causar náusea, vômito, dificuldade/ incapacidade de controle físico, 
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perda de consciência e há risco de morte. A prevalência de Abuso/Dependência 

de Álcool (que durante a presente Tese poderá ser referido como sinônimo do 

Transtorno por Uso de Álcool) é estimada em torno de 13% (Kessler et al., 2005; 

Witkiewitz et al., 2013). Assim, embora as bebidas alcoólicas sejam de fácil 

acesso e seu consumo amplamente difundido na sociedade, apenas uma parcela 

dos indivíduos que ingerem álcool vem a ter problemas significantes relacionados 

a seu consumo. Esse fato torna interessante a busca pela identificação de fatores 

de risco que possam afetar a susceptibilidade individual ao Transtorno por uso de 

Álcool. Fatores genéticos, bem como a presença prévia ou simultânea de outros 

transtornos psiquiátricos, podem ser considerados como fortes candidatos na 

investigação de tais fatores de risco.     

Estima-se que a contribuição genética para a variação da susceptibilidade ao 

Transtorno por Uso de Álcool seja em torno de 50-70% em ambos os sexos 

(revisão em Agrawal e Lynskey, 2008). É aceito na literatura que a suscetibilidade 

aos diferentes tipos de TUS possui uma base genética em comum (compartilhada 

entre os transtornos por uso de diferentes substâncias), além de fatores genéticos 

de risco que são substância-específicos (Kendler et al., 2007; Agrawal e Lynskey, 

2008; Uhl et al., 2008; Palmer et al., 2012).  

O sistema dopaminérgico tem um papel central na vulnerabilidade ao 

Abuso/Dependência de Álcool e outras substâncias de abuso, e assim, muitos 

estudos investigando o papel de variações genéticas relacionadas a esse sistema 

vêm sendo conduzidas. Essas informações serão detalhadas na Seção 1.5 – O 

Papel Central do Sistema Dopaminérgico, bem como na Seção 2 – Estudos 

Moleculares do presente Capítulo. Entretanto, embora seja consenso que fatores 

genéticos possuem uma forte influência na susceptibilidade ao Transtorno por 

Uso de Álcool e que o sistema dopaminérgico tenha um papel importante no TUS, 

a identificação desses fatores genéticos de risco não tem sido tão simples quanto 

se esperava. 

Nos últimos anos, com a possibilidade de ampliação do volume de 

polimorfismos investigados, vários estudos de associação por varredura genômica 

(GWAS – do inglês Genome-Wide Association Study) foram conduzidos na 
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tentativa de identificar fatores genéticos associados à Dependência de Álcool 

(revisão em Kimura e Higuchi, 2011). Dentre os mais recentes, Bierut et al. 

(2010), contando com uma amostra de 1897 casos e 1932 controles, identificaram 

15 polimorfismos de base única (SNP, do inglês Single Nucleotide Polymorphism) 

associados à Dependência de Álcool com P<10-5, porém nenhum destes 

permaneceu significativamente associado (P<0.05) na etapa de replicação do 

estudo. No mesmo ano, outro GWAS também não foi capaz de identificar 

associação significativa de SNPs pelos critérios convencionais de significância em 

GWAS; no entanto, os autores revelam que o sinal de associação mais forte foi 

obtido em uma região específica do Cromossomo 11 (Edenberg et al., 2010). Em 

uma análise subsequente através de uma abordagem gene-candidato, na qual 48 

genes com evidência prévia de associação foram analisados, foi possível 

corroborar o papel de alguns desses genes na dependência de álcool, embora 

nenhum SNP tenha ultrapassado o valor de significância requerido por GWAS, 

(Kendler et al., 2011). Um desses genes candidatos associados (ANKK1) é foco 

de estudos da presente Tese e será descrito nas Seções 2.1 – O Tradicional 

Receptor De Dopamina D2 (DRD2) e 2.3 – O Complexo Gênico NTAD (NCAM1-

TTC12-ANKK1-DRD2) do presente Capítulo.  

O Transtorno por Uso de Álcool, bem como de outras substâncias, é 

normalmente precedido por uma gama de comportamentos de risco, 

característicos de transtornos externalizantes, durante a infância e adolescência. 

Um estudo indicou que quase ¾ dos adolescentes dependentes de álcool (com 

idades entre 13 e 17 anos) apresentavam diagnóstico para ao menos um outro 

transtorno externalizante (Kuperman et al., 2001). Os resultados de uma meta-

análise recente indicam que a prevalência do TDAH é bastante elevada (23.1%) 

entre os indivíduos com TUS (Oortmerssen et al., 2012). Já em uma amostra de 

adultos internados em clínica de reabilitação devido ao TUS, 39% apresentavam 

diagnostico para o TC (Schubiner et al., 2000).  

A presença concomitante de TDAH em adultos com grave dependência de 

substâncias está associada a uma maior incidência de acidentes automobilísticos 

e, dentre as mulheres, a um aumento no número de tratamentos para o Abuso de 

Álcool (Schubiner et al., 2000). Da mesma forma, a presença de TC nesses 



	
   23	
  

pacientes está associada a um início mais precoce do desenvolvimento da 

Dependência de Álcool, à maiores taxas de dependência de outras substâncias 

(cocaína, estimulantes, alucinógenos e/ou cannabis) e a um maior prejuízo social, 

acadêmico e profissional (Schubiner et al., 2000). Foi indicado também que tanto 

a presença de TC como de TDAH estavam associadas a uma idade mais precoce 

de experimentação com álcool (Sartor et al., 2007). 

Embora tradicionalmente os estudos relacionados aos padrões etiológicos 

e de comorbidade do Abuso/Dependência de Álcool tenham focado 

primariamente em sintomas e transtornos externalizantes, é importante enfatizar 

que transtornos internalizantes também frequentemente co-ocorrem com o 

mesmo (Davis et al., 2006; Hasin et al., 2007; Blanco et al., 2013; Hamdi e Iacono 

2013). Adolescentes com histórico de transtornos de ansiedade ou depressivos 

possuem risco aumentado de desenvolver Dependência de Álcool, bem como 

TUS em geral (Bruckl et al., 2007). Dentre adultos diagnosticados com Transtorno 

Depressivo Maior, dois grandes estudos indicaram que a presença concomitante 

do Transtorno por Uso de Álcool foi observada entre 23.6% (Davis et al., 2006) e 

40.3% (Hasin et al., 2005) desses pacientes. Além disso, há evidencias de que  

filhos de indivíduos dependentes de álcool apresentam risco elevado de 

desenvolverem Transtorno Depressivo Maior (Hill et al., 2008).  

 

1.2 Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade (TDAH) 

 

O TDAH caracteriza-se por um conjunto de sintomas que ocorrem em níveis 

inapropriados para a idade (ou etapa de desenvolvimento), causando sofrimento e  

prejuízo significantes. Esses comportamentos são divididos em duas dimensões 

principais de sintomas: sintomas de desatenção e sintomas de hiperatividade/ 

impulsividade. Segundo o DSM-IV-TR (APA, 2000), o TDAH é dividido em três 

subtipos principais – Combinado, Predominantemente Desatento e 

Predominantemente Hiperativo-Impulsivo – de acordo com o número e grupo de 

sintomas apresentados na Tabela II. 
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Tabela II. Critérios diagnósticos do DSM-IV-TR para Transtorno de Déficit de Atenção/ 
Hiperatividade (APA, 2000). 

Transtorno de Déficit de Atenção/ Hiperatividade 
 

A. 0u (1) ou (2)  
 

(1) seis (ou mais) dos seguintes sintomas de desatenção persistiram pelo período mínimo de 6 
meses, em grau mal adaptativo e inconsistente com o nível de desenvolvimento: 
 

Desatenção:  
(a) frequentemente não presta atenção a detalhes ou comete erros por omissão em atividades 
escolares, de trabalho ou outras 
(b) com frequência tem dificuldade para manter a atenção em tarefas ou atividades lúdicas 
(c) com frequência parece não ouvir quando lhe dirigem a palavra 
(d) com frequência não segue instruções e não termina seus deveres escolares, tarefas 
domésticas ou deveres profissionais (não devido a comportamento de oposição ou incapacidade 
de compreender instruções) 
(e) com frequência tem dificuldade para organizar tarefas e atividades 
(f) com frequência evita, demonstra ojeriza ou reluta em envolver-se em tarefas que exijam 
esforço mental constante (como tarefas escolares ou deveres de casa) 
(g) com frequência perde coisas necessárias para tarefas ou atividades (p. Ex., brinquedos, 
tarefas escolares, lápis, livros ou outros materiais) 
(h) é facilmente distraído por estímulos alheios à tarefa 
(i) com frequência apresenta esquecimento em atividades diárias 

 
(2)  seis (ou mais) dos seguintes sintomas de hiperatividade persistiram pelo período mínimo de 
6 meses, em grau mal adaptativo e inconsistente com o nível de desenvolvimento: 

 
Hiperatividade: 
(a) frequentemente agita as mãos ou os pés ou se remexe na cadeira 
(b) frequentemente abandona sua cadeira na sala de aula ou outras situações nas quais se 
espera que permaneça sentado 
(c) frequentemente corre ou escala em demasia, em situações impróprias (em adolescentes e 
adultos, pode estar limitado a sensações subjetivas de inquietação) 
(d) com frequência tem dificuldade para brincar ou se envolver silenciosamente em atividades de 
lazer 
(e) esta frequentemente "a mil" ou muitas vezes age como se estivesse "a todo vapor" 
(f) frequentemente fala em demasia 

 

Impulsividade: 
(g) frequentemente da respostas precipitadas antes de as perguntas terem sido completamente 
formuladas 
(h) com frequência tem dificuldade para aguardar sua vez 
(i) frequentemente interrompe ou se intromete em assuntos alheios (p. ex., em conversas ou 
brincadeiras) 

 

B. Alguns sintomas de hiperatividade-impulsividade ou de desatenção causadores de comprometimento 
estavam presentes antes dos 7 anos de idade. 

C. Algum comprometimento causado pelos sintomas esta presente em dois ou mais contextos (p. ex., na 
escola [ou trabalho] e em casa).  

D. Deve haver claras evidencias de um comprometimento clinicamente importante no funcionamento 
social, acadêmico ou ocupacional. 

E. Os sintomas não ocorrem exclusivamente durante o curso de um Transtorno Global do 
Desenvolvimento, Esquizofrenia ou outro Transtorno Psicótico, nem são mais bem explicados por outro 
transtorno mental (p. ex Transtorno do Humor, Transtorno de Ansiedade, Transtorno Dissociativo ou 
Transtorno da Personalidade).  

 
Codificar com base no tipo: 
 
314.01 Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade, Tipo Combinado: se tanto o Critério A1 quanto 
o Critério A2 são satisfeitos durante os últimos  6 meses. 
314.00 Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade, Tipo Predominantemente Desatento: se o 
Critério A1 é satisfeito, mas não o Critério A2, durante os últimos 6 meses. 
314.01 Transtorno de Déficit de Atenção/Hiperatividade, Tipo Predominantemente Hiperativo-
Impulsivo: se o Critério A2 é satisfeito, mas não o Critério A1, durante os últimos 6 meses. 
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Estima-se que cerca de 5,3% das crianças apresentem o TDAH, sendo a 

prevalência semelhante nos diversos continentes (Polanczyk et al., 2007). 

Embora não haja consenso sobre o percentual exato, acredita-se que cerca de 

metade das crianças manterão o diagnóstico quando adultos (Kessler et al., 

2010), sendo a prevalência de TDAH adultos estimada em 2,5% (Simon et al., 

2009). O diagnóstico do TDAH em adultos é feito seguindo os mesmos critérios 

indicados pelo DSM-IV-TR, no entanto, a descrição dos sintomas é normalmente 

adaptada para o contexto de vida de adultos. A permanência dos sintomas do 

TDAH nos adultos está relacionada a diversos prejuízos na vida profissional, 

acadêmica e nos relacionamentos sociais e está associada com riscos maiores 

para o desenvolvimento de outras patologias psiquiátricas (Wender et al., 2001; 

Barkley et al., 2006; Rosler et al., 2010).  

A herdabilidade do TDAH é estimada em 76% em crianças, estando entre 

as mais altas dentre os transtornos psiquiátricos (Faraone et al., 2005). Já a  

herdabilidade da forma persistente de TDAH (permanência do TDAH em adultos) 

foi inicialmente estimada em 30% (Boomsma et al., 2010), valor bem abaixo da 

estimada para crianças. No entanto, para tal estudo, os questionários utilizados 

para avaliação dos sintomas de TDAH foram respondidos somente de acordo 

com a auto-avaliação de cada indivíduo, diferentemente do que ocorre com as 

crianças, onde medidas de sintomatologia são obtidas através da avaliação dos 

pais. Assim, a estimativa da herdabilidade do TDAH em adultos permanecia como 

uma questão em aberto uma vez que é sugerido que contar somente com 

medidas de auto-avaliação pode representar uma critério pouco robusto no caso 

de pacientes com TDAH (Kooij et al., 2010; Franke et al., 2012).  

No início deste ano, no entanto, um grande estudo longitudinal, contando 

tanto com dados de auto-avaliação como de informantes (pais), revelou que a 

herdabilidade dos sintomas relacionados ao TDAH mantem-se alta ao longo do 

desenvolvimento, sendo estimada em cerca de 80% desde a infância até o início 

da vida adulta (19 a 20 anos) (Chang et al., 2013). Os autores desse estudo 

revelam outro fato interessante: eles sugerem que a manutenção de alta 

herdabilidade no decorrer do desenvolvimento é resultado tanto de estabilidade 

como de inovação genética. Ou seja, o conjunto de fatores genéticos 
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responsáveis pela alta herdabilidade do TDAH na infância explica somente uma 

parcela (24%) da herdabilidade do TDAH na adolescência e na vida adulta, 

períodos em que o efeito de conjuntos de fatores genéticos distintos é 

manifestado (Chang et al., 2013). 

Com base em resultados vindos de modelos animais, considerações 

teóricas e na eficácia do uso de estimulantes no tratamento do TDAH, genes 

implicados no sistema dopaminérgico são apontados como tendo papel 

importante na susceptibilidade ao TDAH, embora genes não relacionados a este 

sistema já tenham também sido implicados. Essas informações serão detalhadas 

na Seção 1.5 – O Papel Central do Sistema Dopaminérgico deste Capítulo.  

A abordagem por GWAS vem sendo empregada na busca por 

polimorfismos genéticos comuns que contribuam para a etiologia do TDAH e 

também como uma ferramenta para validar associações previamente encontradas 

e/ou gerar novas hipóteses biológicas. Pelo menos sete GWAS (Lasky-Su et al., 

2008; Lesch et al., 2008; Neale et al., 2008; Mick et al., 2010; Neale et al., 2010a; 

Hinney et al., 2011; Stergialouli et al., 2012) e uma meta-análise (Neale et al., 

2010b) foram conduzidos para o TDAH até o momento, no entanto ainda não foi 

possível a identificação de variantes que estejam significativamente associadas 

ao transtorno após correção estatística para múltiplos testes. Embora esses 

estudos ainda não tenham sido capazes de identificar associações com SNPs 

específicos, os resultados vêm apontando para um papel importante de genes 

evolvidos em processos celulares básicos, tais como adesão celular, migração 

neuronal, reguladores de plasticidade sináptica e de canais iônicos (Poelmans et 

al., 2011; Franke et al., 2012).   

O TDAH é um transtorno bastante heterogêneo no qual as frequentes 

comorbidades parecem exercer uma forte influência em sua manifestação clínica. 

Dentre crianças com TDAH, já foi sugerido que até 87% apresentem pelo menos 

uma comorbidade e 67% tenham pelo menos duas comorbidades (Kadesjo e 

Gillberg, 2001). Da mesma forma, dentre adultos com TDAH, estima-se que entre 

68-89% apresentem uma ou mais comorbidades (Sobanski, 2006). A prevalência 

tanto de transtornos externalizantes quanto internalizantes é elevada em 
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indivíduos com TDAH. Estudos recente indicam que entre 40% e 50% das 

crianças e adolescentes com TDAH apresentem comorbidade com transtornos 

externalizantes (TC e/ou TDO) e entre 17% e 36% tenham algum transtorno 

internalizante (transtornos de ansiedade e depressivos) (Elia et al., 2009; Perera 

et al., 2012).  

O TC e o TDO estão reconhecidamente entre as comorbidades mais 

prevalentes no TDAH (Elia et al., 2009). Em crianças e adolescentes com TDAH a 

taxa de comorbidade com TC pode ser estimada em torno de 17% (Hamshere et 

al., 2013). Já a prevalência de problemas relacionados a conduta em adultos com 

TDAH foi estimada em 57,8%, enquanto que em adultos sem TDAH essa 

estimativa é em torno de 7% (Ebejer et al., 2012). Dentre os adultos com TDAH, a 

presença de histórico de TC (atual ou passado) está associada com maior 

gravidade dos sintomas e grau de prejuízo do TDAH, bem como com taxas mais 

elevadas de comorbidade com transtornos psiquiátricos durante a vida adulta 

(Vitola et al., 2012; Ebejer et al., 2012). 

Além disso, dentre os indivíduos com a TDAH, a presença concomitante do 

TC parece formar um subgrupo distinto, o qual possui uma maior influência de 

fatores genéticos bem como uma apresentação clínica mais grave (Thapar et al., 

2001). Recentemente uma meta-análise com dados de GWAS de TDAH 

corroborou essa concepção ao indicar que o subgrupo de crianças com TDAH 

com comorbidade com TC apresentavam escores de risco genético mais 

elevados que aquelas que não tinham TC (Hamshere et al., 2013). Assim, há um 

forte conjunto de evidências, vindo de estudos com pares de gêmeos, sugerindo 

que o TDAH e o TC compartilhem, ao menos em parte, fatores genéticos de risco 

em comum e que isso, por sua vez, poderia contribuir para explicar as altas taxas 

de comorbidade observadas entre o TDAH e o TC (Thapar et al., 2001 Nadder et 

al., 2002; Dick et al., 2005). 

Como descrito na seção anterior (Seção 1.1 – Transtorno por uso de 

Álcool), a ocorrência concomitante do TDAH e do TUS também tem sido relatada 

em vários estudos (Wilens, 2004; Upadhyaya, 2008; Oortmerssen et al., 2012). Já 

foi sugerido que mesmo os parentes de 1o grau de indivíduos com TDAH 
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apresentam risco elevado para o desenvolvimento do TUS, independentemente 

de eles próprios apresentarem ou não TDAH (Biederman et al., 2008). A relação 

entre a presença do TDAH durante a infância e o subsequente desenvolvimento 

do TUS na vida adulta vem sendo intensamente investigada e foi recentemente 

avaliada por dois estudos de meta-análise (Lee et al., 2011; Charach et al., 2011). 

Ambas indicaram que o TDAH na infância está associado a uma maior 

prevalência do TUS na vida adulta. Como será descrito a seguir, há evidências 

também de que essa relação entre TDAH e TUS possa ser mediada pela 

presença do TC.  

 

1.3 Transtorno de Conduta (TC) 

 

Como vem sendo descrito nas seções anteriores, o TC é um transtorno 

externalizante altamente comórbido com o TDAH e o TUS. O TC caracteriza-se 

por um padrão de comportamento repetitivo e persistente no qual são violados os 

direitos individuais dos outros, ou normas, ou regras sociais importantes próprias 

da idade (APA, 2000). Segundo o DSM-IV-TR (APA, 2000), o diagnóstico de TC é 

feito com base na presença de três (ou mais) dos critérios listados na Tabela III 

nos últimos 12 meses, com a presença de pelo menos um deles nos últimos 6 

meses.  

A estimativa da prevalência nos Estados Unidos do TC ao longo da vida é 

de 9,5% (12% no sexo masculino e 7,1% no sexo feminio) (Nock et al., 2006) e 

estudos com pares de gêmeos estimaram a herdabilidade do TC entre 40-80% 

(Hicks et al., 2004; Maes et al., 2007).  

Comparado a outros transtornos psiquiátricos na infância, a presença de 

TC está dentre os mais fortes preditores de TUS na vida adulta (Kim-Cohen et al., 

2003). Inclusive, um estudo recente avaliando 1.774 gêmeos indicou que a maior 

parte da associação genética entre o TDAH na adolescência e a Dependência de 

Álcool na vida adulta é compartilhada com o TC, o que poderia estar refletindo um 

risco generalizado a esses transtornos externalizantes (Edwards e Kendler, 2012). 
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Tabela III. Critérios Diagnósticos DSM-IV Transtorno de Conduta 

Transtorno da Conduta 
 

A. Um padrão repetitivo e persistente de comportamento no qual são violados os direitos individuais dos 
outros, ou normas, ou regras sociais importantes próprias da idade, manifestado pela presença de três 
(ou mais) dos seguintes critérios nos últimos 12 meses, com presença de pelo menos um deles nos 
últimos 6 meses:  

 
Agressão a pessoas e animais 
(1) provocações, ameaças e intimidações frequentes 
(2) lutas corporais frequentes 
(3) utilização de arma capaz de infligir graves lesões corporais (p. ex., bastão, tijolo. garrafa 
quebrada, faca, revolver) 
(4) crueldade física para com pessoas 
(5) crueldade física para com animais 
(6) roubo em confronto com a vitima (p. ex., bater carteira, arrancar bolsa, extorsão, assalto a 
mão armada) 
(7) coação para que alguém tivesse atividade sexual consigo 
 
Destruição de patrimônio 
(8) envolveu-se deliberadamente na provocação de incêndio com a intenção de causar sérios 
danos 
(9) destruiu deliberadamente o patrimônio alheio (diferente de provocação de incêndio) 
 
Defraudação ou furto 
(10) arrombou residência, prédio ou automóvel alheios 
(11) mentiras frequentes para obter bens ou favores ou para esquivar-se de obrigações legais (i. 
é, ludibria pessoas) 
(12) roubo de objetos de valor sem confronto com a vítima (p. ex., furto em lojas, mas sem 
arrombar e invadir; falsificação) 
 
Sérias violações de regras 
(13) frequente permanência na rua à noite, contrariando proibições por parte dos pais, iniciando 
antes dos 13 anos de idade 
(14) fugiu de casa à noite pelo menos duas vezes, enquanto vivia na casa dos pais ou em lar 
adotivo (ou uma vez, sem retornar por um extenso período) 
(15) gazetas frequentes, iniciando antes dos 13 anos de idade 

 
B. A perturbação do comportamento causa comprometimento clinicamente significativo do funcionamento 

social, acadêmico ou ocupacional. 
C. Se o indivíduo tem 18 anos ou mais, não são satisfeitos os critérios para Transtorno da Personalidade 

Anti-Social. 
 

Codificar com base na idade de início: 
 

312.81 Tipo com início na Infância: início de pelo menos um critério característico do Transtorno da 
Conduta antes dos 10 anos de idade. 
312.82 Tipo com início na Adolescência: ausência de quaisquer critérios característicos do Transtorno da 
Conduta antes dos 10 anos de idade. 
312.89 Transtorno da Conduta, início Inespecificado: a idade do início não é conhecida. 

 

Ainda salientando o papel do TC  sobre o risco de TUS, tem sido sugerido 

que o TC na infância (comórbido ou não com TDAH), e não o TDAH 

especificamente, seja preditor do Transtornos por Uso de Álcool na vida adulta. 

Além disso, alguns estudos têm indicado que a relação entre o TDAH e TUS 

deixa de ser significativa quando a análise é controlada para a presença de TC 
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(Disney et al., 1999; Pardini et al., 2007; Fergusson et al., 2007; Elkins et al., 

2007; Palmer et al., 2013).  

Dessa forma, um conjunto forte de evidências indica que o TC possa 

exercer um efeito mediador na relação entre o TDAH na infância e o subsequente 

desenvolvimento de Transtorno por Uso de Álcool e/ou outros TUS na vida adulta  

(Brook et al., 2008; Brook et al., 2010; Fergusson et al., 2007; Tuithof et al., 2012; 

Palmer et al., 2013). Entretanto, devido a diversos achados associando o TDAH 

ao TUS, confirmados por meta-análises (Lee et al., 2011; Charach et al., 2011), 

um papel independente do TDAH nessa predição não pode ser prontamente 

excluído. 

 

1.4 Dimensões de Personalidade 

 

Existem diversos instrumentos para avaliar medidas de personalidade, mas 

um dos mais usados atualmente em estudos de genética psiquiátrica é o 

Inventário de Temperamento e Caráter proposto por Cloninger et al. (1993). Por 

esse questionário são avaliadas quatro dimensões de temperamento (Procura por 

Novidades, Evitação de Dano, Dependência de Recompense e Persistência) e 

três de caráter (Auto-Direcionamento, Cooperatividade e Auto-Transcedência). As 

medidas de caráter, ao contrário das de temperamento, parecem ser dimensões 

com baixa herdabilidade, ter uma manifestação mais tardia no curso do 

desenvolvimento e ser influenciadas pelo nível de estudo e pelo ambiente familiar 

(Cloninger et al., 1993). 

Os resultados mais consistentes da relação entre essas dimensões de 

personalidade e o TDAH indicam que indivíduos adultos com TDAH apresentam 

escores mais elevados tanto de Procura por Novidades quanto de Evitação de 

Dano do que indivíduos sem TDAH (Downey et al., 1997; Anckarsater et al., 2006; 

Jacob et al., 2007; Faraone et al., 2009). Há também indícios de que o TDAH 
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esteja associado com escores mais baixos de Persistência e, em menor grau, de 

Dependência de Recompensa (Rettew et al., 2004; Faraone et al., 2009).  

Alguns autores, no entanto, sugerem que essa relação entre as dimensões 

de temperamentos possa variar de acordo com a gravidade dos sintomas de 

desatenção e/ou hiperatividade-impulsividade e com subtipo de TDAH (Salgado et 

al., 2009; Muller et al., 2010; Gomez et al., 2012; Merwood et al., 2013a). Um 

estudo de gêmeos recente indica que, enquanto escores de Procura por Novidade 

estão associados tanto com sintomas de desatenção quanto de hiperatividade-

impulsividade, os escores de Evitação de Dano estão correlacionados somente 

com o sintomas de desatenção e que escores de Persistência estão 

negativamente correlacionados com sintomas de desatenção e positivamente 

correlacionados com sintomas de hiperatividade-impulsividade (Merwood et al., 

2013a). Além disso, este estudo indica que os sintomas de TDAH compartilham 

uma base etiológica em comum com essas dimensões de temperamento, tendo 

sido encontradas correlações genéticas positivas entre os sintomas de 

desatenção e Procura por Novidades e Evitação de Dano e entre os sintomas de 

hiperatividade-impulsividade e Procura por Novidades; é sugerido também que 

escores de Persistência tenham correlação genética positiva com sintomas de 

hiperatividade-impulsividade e negativa com sintomas de desatenção.  

Esses resultados estão de acordo com achados prévios do nosso grupo de 

pesquisa que indicaram que a gravidade de sintomas de desatenção estava 

associada com escores elevados de Evitação de Dano enquanto que sintomas de 

hiperatividade-impulsividade estavam associados com aumento nos escores de 

Procura por Novidades e Persistência (Salgado et al., 2009). Nessa mesma linha, 

um estudo subsequente indicou que indivíduos com TDAH do subtipo Desatento 

apresentavam escores significativamente mais altos de Evitação de Dano e mais 

baixos de Procura por Novidade do que os indivíduos dos subtipos Hiperativo-

Impulso e Combinado (Muller et al., 2010). Gomez et al. (2012) corroboram 

também a relação entre os sintomas de desatenção e escores elevados de 

Evitação de Dano e entre os sintomas de hiperatividade-impulsividade e escores 

elevados de Persistência.  
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Indivíduos com escores elevados de Procura por Novidades são 

normalmente descritos como impulsivos, curiosos, instáveis, temperamentais, 

irritáveis, extravagantes e indisciplinados, são dispostos a se engajar em novas 

atividades e interesses, mas têm tendência a negligenciar detalhes importantes e 

ficam distraídos ou entediados facilmente (Cloninger et al., 1987). Essas 

características assemelham-se bastante com os sintomas de TDAH, 

especialmente os sintomas de hiperatividade-impulsividade.  

Já indivíduos com escores altos de Evitação de Dano são caracterizados 

como sendo mais cautelosos, tensos, apreensivos, medrosos, inibidos, 

envergonhados, pessimistas e se cansam facilmente (Cloninger et al., 1987). A 

presença de escores elevados de Evitação de Dano, caracterizada por um viés 

para comportamentos inibitórios ou de internalização, em indivíduos com TDAH 

está de acordo com a frequente comorbidade do TDAH com transtornos de 

ansiedade e depressivos (Biederman et al., 2006; Kessler et al., 2006). 

Especialmente dentre os indivíduos com mais sintomas de desatenção, para os 

quais já foram atribuídos níveis mais elevados de Evitação de Dano, a prevalência 

de transtornos internalizantes costuma estar elevada (Acosta et al., 2008). 

Adicionalmente, uma meta-análise recente encontrou escores significativamente 

elevados de Evitação de Dano em pacientes da maioria dos transtornos 

psiquiátricos investigados, incluindo os Transtornos Depressivo Maior, Bipolar, 

Obssessivo-Compulsivo, de Pânico, Fobia Social, Anorexia Nervosa, Bulimia 

Nervosa e Esquizofrenia (Miettunen e Raevuori, 2012). 

A dimensão de Persistência, originalmente pertencente à dimensão de 

Dependência de Recompensa e posteriormente incluída no modelo psicobiológico 

de Cloninger et al., (1993) como uma dimensão independente, reflete a 

capacidade de perseverança apesar da frustação e fatiga. É sugerido que escores 

de baixa Persistência em adultos com TDAH indicam que eles tendem a desistir 

facilmente quando frustrados e que eles são menos propensos a se empenhar por 

seus objetivos e a perseverar em tarefas (Faraone et al., 2009). Essa baixa 

persistência é consistente com os déficits de funcionamento executivo visto em 

muitos pacientes com TDAH (Biederman et al., 2007).  
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1.5 O Papel Central do Sistema Dopaminérgico 

 

Como mencionado na Seção anterior, embora não seja o único sistema 

implicado, o sistema dopaminérgico é considerado como tendo papel central no 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos comuns, incluindo o TUS e o TDAH 

- principais focos de estudo desse doutorado (revisões em Tripp e Wickens 2009; 

Volkow et al., 2009; Dichter et al., 2012; Gorwood et al., 2012).  

Alguns autores sugerem que o mecanismo crucial para a dependência de 

diferentes tipos de substâncias está relacionado com a ativação da transmissão 

dopaminérgica induzida por essas substâncias através da via mesolímbica (Wise 

e Bozarth, 1987; revisão em Dichter et al., 2012), enquanto outros defendem que 

o desenvolvimento do TUS, na verdade, reflete um estado de hipo-função 

dopaminérgica (Melis et al., 2005). Independente do mecanismo primário de 

susceptibilidade, diversas linhas de evidências apoiam a noção de que indivíduos 

com TUS são caracterizados por uma diminuição do interesse/resposta a 

estímulos normais – não provocados pelo uso de substâncias (álcool, drogas) – 

fenômeno conhecido como “síndrome de deficiência de recompensa” (Blum et al., 

1996; revisões em Diana, 2011; Diechter et al., 2012). Assim, dentre os vários 

possíveis genes ou sistemas candidatos a estudo da vulnerabilidade ao TUS, os 

genes relacionados ao sistema dopaminérgico têm recebido especial interesse 

(revisões em Bowirrat e Oscar-Berman 2005; Le Foll et al., 2009).  

Da mesma forma, em 1991, Levy propôs a teoria dopaminérgica do TDAH, 

na qual era sugerido que déficits dopaminérgicos em regiões cerebrais 

específicas poderiam resultar em sintomas característicos do TDAH. Desde 

então, muitos estudos têm sido conduzidos na tentativa de compreender os 

mecanismos e fatores pelos quais o sistema dopaminérgico poderia predispor ao 

TDAH. A investigação do papel deste sistema na etiologia do TDAH torna-se 

especialmente interessante uma vez que o uso de psico-estimulantes, os quais 

elevam os níveis de dopamina extracelular, causam rápido alívio dos sintomas em 

até 70% dos indivíduos com TDAH (Spencer et al., 1996). O metilfenidato (mais 

conhecido no Brasil pelos nomes comerciais Ritalina e Concerta) é o 
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medicamento de escolha para o tratamento do TDAH há mais de 50 anos e age 

inibindo a função de recaptação do transportador de dopamina e, 

consequentemente, aumentando os níveis de dopamina na fenda sináptica que 

estarão disponíveis para serem ligados aos receptores de dopamina (Volkow et 

al., 2005). Assim, o metilfenidato funciona aumentando a neurotransmissão 

dopaminérgica e essa é uma das evidências mais robustas do envolvimento deste 

sistema com o TDAH. Embora não haja ainda um consenso sobre fatores 

específicos, evidências de estudos genéticos, neurobiológicos e com modelos 

animais também vêm indicando que a neurotransmissão dopaminérgica 

desempenha um papel importante da na etiologia do TDAH (revisões em Tripp e 

Wickens, 2009; Genro et al., 2012; Wu et al., 2012; Shen et al., 2012). 
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2. ESTUDOS MOLECULARES 

 

Embora já tenha sido demonstrado que grande parte dos transtornos 

psiquiátricos comuns apresentam uma herdabilidade moderada a alta e que 

alguns conjuntos de genes candidatos tenham sido propostos, um maior 

entendimento a respeito dos fatores diretamente envolvidos na susceptibilidade 

genética a esses transtornos ainda se faz necessária. Acredita-se que a etiologia 

desses fenótipos complexos compreenda o efeito de muitas variantes comuns 

presentes em diversos genes, cada uma contribuindo com um tamanho de efeito 

muito pequeno (fenômeno conhecido como “doenças comuns – variantes 

comuns”), embora o papel de variantes raras com tamanho de efeito maior não 

seja de forma alguma descartada (revisão em McClellan e King, 2010).  

Os tradicionais estudos avaliando genes candidatos pela abordagem caso-

controle resultam em associações que muitas vezes não são replicadas. Já os 

estudos de GWAS, onde tantas esperanças foram depositadas por grande parte 

da comunidade científica, vêm apresentando resultados aquém dos desejados. 

Os estudos de genes candidatos do tipo caso-controle normalmente testam a 

associação individual de um ou poucos polimorfismos em genes plausivelmente 

envolvidos com o fenótipo de interesse. Os GWAS não contam com uma hipótese 

prévia de quais genes estão envolvidos e testam individualmente um grande 

número de SNPs (de milhares a milhões) espalhados ao longo do genoma. Em 

decorrência disso, amostras extremamente grandes são necessárias para a 

identificação de variantes que ultrapassem o critérios de significância 

estabelecidos para GWAS devido a correção para múltiplos testes. 

Alguns fatores importantes, na maioria das vezes negligenciados por 

ambas as abordagens, podem estar contribuindo para a complexidade dos 

estudos genéticos de transtornos psiquiátricos. Um deles seria, além do pequeno 

tamanho de efeito atribuído a diversas variantes genéticas comuns, a presença de 

ampla heterogeneidade genética, onde variantes diferentes acarretam fenótipos 

similares. Uma possível maneira de lidar com essa característica é estimando o 

efeito de vários polimorfismos em conjunto. Isso pode ser feito pela análise de 
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agrupamentos gênicos, os quais podem vir a representar unidades funcionais, 

com efeitos relacionados, portando múltiplos polimorfismos de risco e onde 

haplótipos ultrapassam as delimitações de cada gene, englobando SNPs de 

genes vizinhos (Gelernter et al., 2006; Yang et al., 2007, 2008). Outra maneira de 

analisar o efeito conjunto de vários polimorfismos é através da análise de escores 

de risco poligênicos utilizando dados gerados em GWAS, onde é possível estimar 

a parcela de risco que pode ser atribuída ao conjunto geral de variantes genéticas 

comuns (revisão em Dudbridge et al., 2013).  

Um segundo fator complicador nesses estudos seria a própria 

heterogeneidade clínica característica dos transtornos psiquiátricos comuns. No 

caso do TDAH, por exemplo, a presença de determinadas comorbidades pode 

indicar perfis clínicos e de susceptibilidade genética distintos (Thapar et al., 2001; 

Hamshere et al., 2013). Assim, é interessante também investigar o papel de 

fatores genéticos na modulação clínica desses transtornos, uma vez que esses 

fatores podem estar associados à presença de comorbidades e características de 

personalidades específicas dentre indivíduos com um mesmo transtorno.  

O terceiro fator que vale a pena chamar a atenção é a possibilidade de que 

efeitos epistáticos (descritos em mais detalhes na Seção 2.2 Efeitos Epistáticos e 

o Papel da Heteromerização deste Capítulo) tenham um papel importante na 

susceptibilidade a esses transtornos, uma vez que é esperado que a maioria das 

proteínas codificadas interaja fisicamente ou funcionalmente com outras proteínas 

ao longo de rotas biológicas e dependam dessas interações para o seu 

funcionamento (Zuk et al., 2012; Hemani et al., 2013).  

Foram justamente estes três fatores limitantes nos estudos genéticos de 

transtornos psiquiátricos comuns (ou mesmo de fenótipos de herança complexa 

em geral) que motivaram e guiaram os estudos conduzidos durante este 

doutorado. As seções a seguir refletem 1) o ponto de partida que instigou a 

concepção de novas abordagens para tentar responder antigas questões, 2) a 

inclusão imediata e aproveitamento de dados provindos de outras áreas de 

pesquisa na geração de hipóteses baseadas em evidências e 3) a caracterização 

dos genes/agrupamento gênico que investigamos durante esse período, incluindo 
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os motivos que os tornam fortes candidatos a este estudo, bem como a 

identificação da necessidade de abordar outros aspectos (não clínicos) de um 

agrupamento gênico específico. 

 

2.1 O Tradicional Receptor de Dopamina D2 (DRD2) 

 

Genes que codificam os receptores de dopamina vêm sendo alvo de 

intensos estudos na tentativa de melhor esclarecer o papel relativo de cada 

subtipo distinto de receptor, tanto na modulação da variabilidade comportamental 

comum quanto patológica. Existem cinco tipos de receptores de dopamina 

(DRD1-DRD5), os quais são subdivididos em receptores do tipo D1-like (DRD1 e 

DRD5) e receptores do tipo D2-like (DRD2, DRD3 e DRD4) de acordo com sua 

capacidade de ativar ou inibir, respectivamente, a enzima Adenil Ciclase, 

responsável pela conversão de ATP em AMP cíclico (Figura 1). Os receptores de 

dopamina estão envolvidos com uma gama de proteínas sinalizadoras de 

resposta e, dessa forma, são capazes de regular diversas atividades relacionadas 

com locomoção, reforço positivo ou recompensa, cognição e controle metabólico 

no sistema nervoso central (revisão em Lee e Wong, 2010). A distribuição de 

cada um dos tipos de receptores de dopamina no cérebro apresenta padrões 

distintos, no entanto há várias áreas de sobreposição (revisão em Wu et al., 

2012).  

O gene DRD2 (sigla proveniente do nome em inglês: Dopamine Receptor 

D2), localizado na região cromossômica 11q23, codifica o receptor de dopamina 

D2. Com cerca de 65.000 nucleotídeos, o gene DRD2 consiste em oito éxons, 

sendo que a sua região codificadora abrange do 2o ao 8o éxon (Figura 1). Através 

do mecanismo de splicing alternativo, este gene codifica duas isoformas que 

diferem na presença de 29 aminoácidos correspondentes ao 6o éxon: a forma 

curta D2S (com 414 aminoácidos) apresenta localização preferencialmente pré-

sináptica, enquanto a forma longa D2L (com 443 aminoácidos) age 

preferencialmente em sítios pós-sinápticos (Usiello et al., 2000). Essa distribuição 
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neuronal distinta entre as duas isoformas do receptor de dopamina D2 na sinapse 

indica que elas exercem diferentes funções na transmissão dopaminérgica 

(Usiello et al., 2000). Assim, além de ser um dos receptores de dopamina pós-

sináticos mais abundantes, o receptor de dopamina D2 age como auto-receptor 

pré-sináptico em terminais de neurônios dopaminérgicos. 

 

 

 
Figura 1. Representação esquemática da estrutura gênica dos receptores de dopamina D1-like 
(DRD1 e DRD5) e D2-like (DRD2, DRD3 e DRD4).  Blocos numerados representam éxons: em 
cinza éxons traduzidos; em branco éxons não traduzidos. Linhas entre éxons representam íntrons. 
Região do DRD2 envolvida no processo de splicing alternativo é indicada pela localização do 6o 
éxon (bloco pontilhado), o qual está presente na isoforma longa desse receptor (D2L) mas não na 
isoforma curta (D2S). *O número de aminoácidos (aa) codificados pelo DRD4 depende do número 
de repetições no polimorfismo VNTR de 48pb, o qual está indicado no 3o éxon (neste caso, é 
ilustrada a variante de 7 repetições – D4.7R). Mais detalhes da estrutura desses receptores 
podem ser encontrados em Missale et al., 1998,  Lee e Wong 2010 e Wu et al., 2012.  

 

 

Estudos de neuroimagem têm consistentemente indicado que indivíduos 

com TUS (incluindo dependentes de álcool, nicotina, cocaína, heroína, entre 

outros) apresentam diminuição significativa da disponibilidade de receptores de 

dopamina D2 na região estriatal do cérebro, a qual persiste mesmo após meses 

de desintoxicação (Volkow et al. 1993; Nader et al., 2006; Dalley et al., 2007, 
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revisão em Volkow et al., 2009). Este achado sugere que essa possa ser uma 

característica neurobiológica de predisposição à dependência de substâncias e 

assim, diferenças individuais de expressão de DRD2 provocadas por 

polimorfismos neste gene poderiam estar associadas a processos 

comportamentais específicos que conferem vulnerabilidade ao abuso de drogas.  

Experimentos com modelos animais sugerem que a presença de 

receptores de dopamina D2 é crucial para a manifestação das propriedades de 

reforço/recompensa de substâncias de abuso uma vez que esses efeitos, os 

quais estão relacionados com a capacidade dessas substâncias de gerar 

dependência psíquica, estão ausentes em camundongos deficientes do gene 

DRD2 (DRD2-knockout) (Maldonado et al., 1997).  

 Um dos polimorfismos mais estudados na genética psiquiátrica, 

principalmente em relação ao TUS, é o SNP Taq1A (T/C; rs1800497). Acreditava-

se até 2004 que este SNP situava-se em uma região não traduzida a 3’ do gene 

DRD2 uma vez que estava a cerca de 10 kb de sua região codificadora e não 

havia um gene descrito para esta região. No entanto, Neville et al. (2004) 

identificaram e caracterizaram um novo gene situado a 3’ do gene DRD2, 

denominando-o ANKK1 (do inglês Ankyrin Repeat and Kinase Domains contaning 

1). Revelou-se, então, que o polimorfismo Taq1A na verdade corresponde a um 

polimorfismo não-sinônimo situado no oitavo éxon do gene ANKK1. Dessa forma, 

a transição do alelo “C” (A2) para o alelo “T” (A1) no SNP Taq1A provoca uma 

troca de aminoácidos (Glu713Lys) no domínio C-terminal de da proteína 

codificada, para o qual há indícios de papel mediador em interações proteína-

proteína (Michaely et al., 2002; Neville et al., 2004). Mais detalhes sobre o gene 

ANKK1 serão apresentados na Seção 2.3.1 – Características Individuais dos 

Genes do NTAD. 

Ainda em 1990, Blum et al. identificaram pela primeira vez a associação do 

SNP Taq1A (identificado então como polimorfismo do gene DRD2) com 

dependência de álcool. Essa foi a primeira evidência da associação entre genes 

de receptores de  neurotransmissores e susceptibilidade à dependência de 

substâncias. Após esse achado inicial, centenas de outros estudos investigaram 
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não só o papel deste polimorfismo em relação à dependência de álcool e outros 

transtornos mas também o seu possível efeito neurofisiológico para explicar tais 

associações.  

Há um forte conjunto de evidências indicando que portadores do alelo A1 

(T) do Taq1A apresentam uma função dopaminérgica reduzida. Diversos estudos 

indicam que a presença desse alelo confere redução significante (entre de 10% a 

40%) do número de receptores D2 em diferentes áreas cerebrais relacionadas ao 

estriado (Noble et al., 1991; Thompson et al., 1997; Pohjalainen et al., 1998; 

Jonsson et al., 1999). Além disso, foi indicado que o alelo A1 do Taq1A está 

associado a um aumento da atividade estriatal da descarboxilase de aminoácido 

L-aromático, a enzima final da biossíntese da dopamina (Laakso et al., 2005). Os 

autores sugerem que esse achado possa ser explicado por uma redução da 

expressão de DRD2, levando a uma diminuição da sua função como auto-

receptores nos portadores desse alelo e um aumento na taxa de síntese de 

dopamina (Laakso et al., 2005). 

Por outro lado, os resultados do papel do Taq1A na susceptibilidade à 

Dependência de Álcool e a outros transtornos psiquiátricos e características 

comportamentais têm se mostrados bastante inconsistentes. O papel do SNP 

Taq1A no TDAH foi inicialmente relatado em um amostra de crianças com 

Síndrome de Tourette (Comings et al., 1991; Comings et al., 1996), indicando 

uma associação entre a presença do alelo A1 do Taq1A e maior prevalência 

TDAH. Na sequência, estudos utilizando amostras específicas para TDAH foram 

delineados, os quais foram posteriormente analisados em meta-análise. Gizer et 

al. (2009) incluíram seis desses estudos  para avaliar o papel do SNP Taq1A 

(utilizado como sendo marcador/representante do gene DRD2) no TDAH em 

crianças. Os resultados dessa meta-análise foram conflitantes, sendo que sob o 

modelo de análise de efeitos fixos eles encontram associação do alelo A1 do 

Taq1A com TDAH (OR=1.54 CI95%= 1.29-1.83 P<0.001) enquanto que sob o 

modelo de efeitos aleatórios eles relatam que somente uma baixa tendência para 

associação foi encontrada (OR=1.65, CI95%=0.89-3.06, P=0.110) (Gizer et al., 

2009). É sugerido que esse resultado contraditório possa ser reflexo da forte e 

significante heterogeneidade nos tamanhos de efeito encontrados em cada 
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estudo individual e, assim, mais estudos são necessários para esclarecer o papel 

do SNP Taq1A, ou mesmo de outros SNPs funcionais do gene DRD2 (ou do 

ANKK1), na susceptibilidade ao TDAH. Mais recentemente, outra meta-análise 

incluindo nove estudos indicou associação do Taq1A com TDAH (OR=1.65, 

CI95%=1.05-2.58, P<0.0001) (Wu et al., 2012). No entanto, devido ao excesso de 

heterogeneidade encontrado em ambas meta-análises, os resultados a respeito 

do efeito do Taq1A na susceptibilidade ao TDAH permanecem inconclusivos 

(Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012).  

Da mesma forma, três meta-análises foram conduzidas para avaliar o papel 

do SNP Taq1A no tabagismo e obtiveram também resultados conflitantes, 

marcados por alta heterogeneidade (Li et al., 2004; Munafò et al., 2004, 2009). Li 

et al. (2004) conduziram uma meta-análise de 12 estudos e indicaram uma 

prevalência do alelo A1 do Taq1A significativamente maior em fumantes do que 

em não fumantes (OR=1.50, CI95%=1.33-1.70, P<0.0001). Por outro lado, 

Munafò et al. (2009), incluindo 29 estudos em sua meta-análise, não encontraram 

associação significante do Taq1A com características do tabagismo (idade de 

início, persistência, intensidade). Entretanto, eles encontram associação entre o 

número de participantes do sexo masculino nos estudos e o tamanho de efeito 

dos estudos individuais, indicando que a associação do Taq1A com a idade de 

início e a persistência do tabagismo seja mais forte em homens (Munafò et al., 

2009). 

Associações desse SNP também já foram relatadas com outros fenótipos, 

na maioria dos casos indicando o alelo A1 como sendo de risco, como por 

exemplo, Dependência de Cocaína (Noble et al., 1993), Dependência de Heroína 

(Perez de los Cobos et al., 2007), resposta ao tratamento para dependência e 

intensidade de uso de heroína (Lawford et al., 2000), TPAS em dependentes de 

álcool (Ponce et al., 2003), abuso de substâncias em filhos de dependentes de 

álcool (Conner et al., 2005), atenção e controle inibitório (Rodriguez-Jimenez et 

al., 2006b), sintomas de ansiedade/depressão (Lawford et al., 2006; Hayden et 

al., 2010), Doença de Parkinson (Oliveri et al., 2000; Grevle et al., 2000), 

Esquizofrenia (nesse caso o alelo A2 (C) sendo o de risco; Parsons et al., 2007; 
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Dubertret et al., 2010). No entanto, outros estudos não encontram tais 

associações, como por exemplo, para Esquizofrenia (Ambrosio et al., 2004), 

resposta ao tratamento da dependência de heroína (Barrat et al., 2006), Doença 

de Parkinson (Comings et al., 1991; Kiyohara et al., 2011) e depressão (Comings 

et al., 1991). 

Em estudos avaliando o efeito do Taq1A em dimensões de personalidade, 

a presença do alelo A1 já foi associada com escores elevados de Procura por 

Novidades (Noble et al., 1998; Berman et al., 2002) e reduzidos de Persistência 

(Nyman et al., 2009); embora um efeito oposto tenha sido descrito em relação à 

Procura por Novidades e à Dependência de Recompensa (Kazantseva et al., 

2011). Ainda, em um estudo de ligação, Hill et al. (1999) mostraram que o SNP 

Taq1A estava ligado à dimensão de Evitação de Dano em uma amostra familiar 

de dependentes de álcool. 

Atualmente, o achado mais consistente do Taq1A continua a ser em 

relação ao seu papel na susceptibilidade à Dependência de Álcool, havendo 

quatro meta-análises que corroboram esta associação (Munafò et al., 2007, Smith 

et al., 2008, Le Foll et al., 2009 e Wang et al., 2013). Munafò et al. (2007) 

incluíram em sua meta-análise dados de 40 estudos publicados entre 1990 e 

2006 (total de 4.962 casos e 5.253 controles) e demonstraram que o alelo A1 do 

SNP Taq1A confere um risco moderado à Dependência de Álcool tanto em 

populações europeias (OR=1,19) quanto em asiáticas (OR=1,17). Resultado 

semelhante foi encontrado por Smith et al. (2008) e Le Foll et al. (2009), indicando 

que indivíduos com a presença do alelo A1 tinham um risco à Dependência de 

Álcool significativamente aumentado em relação àqueles indivíduos sem este 

alelo. A mais recente meta-análise incluiu dados de 61 estudos publicados entre 

1990 e agosto de 2012 (total de 9.590 casos e 9.140 controles) e também 

corrobora a associação entre o alelo A1 do SNP Taq1A e à Dependência de 

Álcool (Wang et al., 2013).  

Uma característica recorrente destas meta-análises é a evidência de 

heterogeneidade significativa entre os estudos incluídos. Diferenças quanto ao 

sexo, idade, histórico familiar, gravidade da dependência, presença de 
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comorbidades e características de personalidade entre as amostras dos 

diferentes estudos são alguns dos fatores que podem estar contribuindo para tais 

achados.  

No entanto, uma vez que o Taq1A não afeta a expressão do gene DRD2, 

alvo de interesse tradicional de tais estudos, Wang et al. (2013) sugerem três 

hipóteses alternativas para explicar a associação deste SNP com à Dependência 

de Álcool: 1) este SNP pode estar localizado em um mesmo bloco de forte 

desequilíbrio de ligação de variantes causais; 2) pode estar codificando um 

elemento regulatório que afeta a expressão do gene DRD2 diretamente; 3) pode 

influenciar a expressão do gene ANKK1 o qual, subsequentemente, poderia afetar 

a expressão do gene DRD2. Outro fator importante apontado por Wang et al. 

(2013) que pode levar a tal heterogeneidade seria o efeito de possíveis interações 

epistáticas envolvendo o gene DRD2 (ou mesmo o ANKK1). 

 

2.2 Efeitos Epistáticos e o Papel da Heteromerização 

 

 

2.2.1 Efeitos Epistáticos  

O termo “epistasia” foi cunhado por William Bateson há mais de 100 anos e 

desde então o seu conceito inicial foi expandido sendo hoje utilizado para definir 

praticamente qualquer conjunto de interações complexas entre loci genéticos 

(revisão em Phillips, 2008). Em 1918, R.A. Fisher definiu o termo relacionado 

“epistacy” como qualquer desvio estatístico da combinação aditiva de dois loci nos 

seus efeitos em um fenótipo, o que hoje é usualmente chamado de epistasia 

estatística ou interações estatísticas. Assim, epistasias biológicas (também 

chamadas interações genéticas ou interações gene-gene), de maneira geral, 

podem ser descritas como o fenômeno que ocorre quando alterações em um 

gene modifica o efeito de outro (e vice-versa), e podem ser detectadas 

comparando os efeitos no fenótipo de interesse (susceptibilidade a transtornos, 
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por exemplo) de alterações em um único gene (presença do alelo de risco de um 

dos genes, por exemplo) com os efeitos de alterações nos dois genes 

simultaneamente. Para isso, no modelo estatístico usado para testar a associação 

nos genes/marcadores moleculares investigados com o fenótipo de interesse, 

inclui-se um termo de interação e a melhora na qualidade de ajuste do modelo é 

avaliada (Ahlbom e Alfredsson, 2005).  

Como mencionado anteriormente (Seção 2 – Estudos Moleculares), a 

abordagem utilizada por grande parte dos estudos gene-candidatos baseia-se na 

análise da associação de um ou mais polimorfismos em um gene específico com 

a presença de um diagnóstico específico em um grupo de indivíduos comparado 

com um outro grupo de indivíduos que não recebeu tal diagnóstico. Na era de 

GWAS, as análises em larga escala passaram a testar conjuntos muito grandes 

de polimorfismos, mas estas premissas de análise continuaram as mesmas. 

No entanto, as funcionalidades de múltiplas proteínas parecem estar inter-

relacionadas, seja por meio de interação física, por efeitos compensatórios ou por 

estarem na mesma rota funcional. Efeitos epistáticos podem gerar combinações 

de alto risco (com grande tamanho de efeito) a partir da interação de alelos de 

baixo risco (Moore et al., 2009). Além disso, mesmo não sendo observados 

efeitos principais significativos de SNPs individuais, muitos polimorfismos 

genéticos podem agir sinergicamente, levando ao fenótipo afetado (presença do 

transtorno, por exemplo) quando combinados (Okser et al., 2013). Desta forma, 

os efeitos epistáticos podem ter um papel fundamental na compreensão e 

esclarecimento dos tantos achados incongruentes entre estudos relatados na 

literatura, assim como para a falha na detecção de associações de SNPs 

individuais em estudos por GWAS (Ritchie, 2011; Zuk et al., 2012; Hemani et al., 

2013).  

Em estudos de GWAS, os SNPs individuais que atingiram nível de 

significância raramente explicam mais do que uma fração modesta da 

herdabilidade dos transtornos psiquiátricos, deixando no ar a questão do que 

poderia explicar o restante da herdabilidade, ou seja, a “herdabilidade perdida” 

(Manolio et al., 2009). Muitas hipóteses para explicar onde estão escondidos 
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esses efeitos genéticos vem sendo sugeridas, incluindo a presença de muitos 

outros polimorfismos de efeitos menores que ainda não foram descobertos, a 

presença de variantes raras (possivelmente conferindo tamanhos de efeito 

maiores), variante estruturais, interações gene-gene (efeitos epistáticos) e até 

estimativas inadequadas da herdabilidade (Manolio et al., 2009).  

 

 

Figura 2. Probabilidade de identificar variantes genéticas pela frequência do alelo de risco e do 
tamanho de efeito (odds ratio). Adaptada de Manolio et al. (2009) os quais sugerem que maior 
ênfase e interesse são dados em identificar associações com características apresentadas dentre 
as linhas diagonais pontilhadas. 

 

Atualmente, o debate entre quais caminhos levarão mais rapidamente e 

eficientemente à descoberta de onde ficou perdida a herdabilidade gira em torno 

de duas propostas principais: Por um lado, um grupo de pesquisadores sugere 

que as investigações devem ser principalmente direcionadas a encontrar 

variantes de baixa frequência, com tamanhos de efeitos modestos a 

intermediários, e também variantes raras com tamanhos de efeito intermediários a 
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altos (Figura 2; Manolio et al., 2009; Yang et al., 2010). Eles sugerem que essas 

variantes, combinadas às variantes comuns de tamanho de efeito pequeno a 

moderado já detectadas por GWAS, seriam capazes de explicar a herdabilidade 

fenotípica não fosse o tamanho amostral atual ainda insuficiente e os padrões de 

desequilíbrio de ligação incompletos entre as variantes causais e os SNPs 

genotipados. Estudos incluindo a abordagem de avaliação de escores de risco 

poligênicos apoiam essa ideia. Por exemplo, em torno de 50 SNPs foram 

identificados por GWAS associados com altura em humanos, explicando apenas 

cerca de 5% da variância fenotípica (Weedon et al., 2008; Lettre et al., 2008; 

Gudbjartsson et al., 2008; Visscher, 2008). Entretanto, ao considerarem os efeitos 

de todos os SNPs do GWAS simultaneamente, eles foram capazes de explicar 

45% da variância e sugeriram que a maior parte da herdabilidade não está 

perdida e sim escondida em SNPs de efeitos muito pequenos para atingirem os 

níveis de significância (Yang et al., 2010).  

Por outro lado, há quem defenda que a compreensão da herdabilidade 

perdida passa pela investigação dos efeitos epistáticos das interações gênicas. 

Zuk et al. (2012) sugerem que não levar em consideração os efeitos epistáticos 

no cálculo da herdabilidade de um determinado fenótipo resulta em uma 

superestimativa da herdabilidade total e consequente subestimativa da parcela 

dessa herdabilidade explicada pelas variantes conhecidas, ampliando o fenômeno 

da herdabilidade perdida. Assim, mesmo quando todas as variantes que afetam 

um determinado fenótipo forem descobertas, a herdabilidade explicada por elas 

pode não chegar a 100%, fenômeno conhecido como “herdabilidade fantasma” 

(Zuk et al., 2012).  

A importância do efeito de interações epistáticas vem ganhando destaque 

e grande empenho tem sido investido na elaboração e aprimoramento de novos 

métodos analíticos para a investigação desses efeitos em dados de GWAS (Zhu 

et al., 2013; Okser et al., 2013). No entanto, fica claro que a busca por interações 

entre todas as possíveis combinações de SNPs dos GWAS, além de ser 

computacionalmente limitante, implicaria na obtenção de amostras de tamanhos 

exorbitantes e em correções estatísticas para múltiplos testes (que visam  reduzir 

o número de falsos-positivos) que raramente permitiriam a sobrevivência de 
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alguma associação significativa (provocando um aumento do número de falsos-

negativos). Assim, muitas das novas abordagens que vêm sendo desenvolvidas 

estão baseadas no uso de evidências estatísticas e/ou biológicas a priori visando 

selecionar um número reduzido de marcadores genéticos para serem testados 

nas interações (revisão em Ritchie, 2011; Liu et al., 2012; Nazarian et al., 2012).  

 

 

2.2.1 Receptores de Dopamina D2 e D4: Heteromerização e Epistasia 

Além do DRD2, um dos genes mais investigados atualmente em estudos 

de transtornos psiquiátricos e de variações normais do comportamento é o gene 

que codifica o receptor de dopamina D4 (DRD4). Assim como o DRD2, ele está 

localizado no cromossomo 11, mas encontra-se na região 11p.15.5, e é composto 

por quatro éxons (Figura 1). Os receptores de dopamina D4 são 

preferencialmente expressos na áreas estriatais do cérebro e no córtex pré-

frontal, de forma pré- ou pós-sináptica, e onde podem estar co-localizados com os 

receptores de dopamina D2 (de Almeida e Mengod, 2010; Svingos et al., 2000, 

Rivera et al., 2002; De Mei et al., 2009). Evidências sugerem ainda que tanto os 

receptores D4 quanto D2 (especialmente D2S) podem encontrar-se localizados 

em terminais glutamatérgicos córtico-estriatais (Tarazi et al., 1998, Svingos et al., 

2000, De Mei et al., 2009).  

O polimorfismo mais estudado do DRD4 corresponde a um conjunto de 48 

pares de base (pb) que apresenta-se em número variável de repetições em 

tandem (VNTR, do inglês variable number of tandem repeats). Conhecido como 

VNTR de 48-pb do DRD4, esse polimorfismo está localizado no éxon 3 do DRD4 

e, na proteína codificada, corresponde a uma porção da terceira alça 

citoplasmática (Asghari et al, 1995). O número de repetições desse VNTR de 48-

pb pode variar de 2 a 11, sendo os alelos de 2, 4 e 7 repetições (DRD4-2R, 

DRD4-4R e DRD4-7R, respectivamente) os mais comuns. Estudos in vitro 

indicam que a funcionalidade, ou seja, a resposta à dopamina, do alelo DRD4-7R 

seria de duas a três vezes menor do que a do alelo DRD4-4R e que o alelo 
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DRD4-2R apresentaria funcionalidade intermediária (Asghari et al., 1995). No 

entanto, estas diferenças funcionais entre o alelo DRD4-7R e as demais variantes 

ainda não estão completamente elucidadas.  

O VNTR de 48-pb do DRD4 foi primeiramente associado com a 

variabilidade normal da dimensão de Procura por Novidades (Ebstein et al., 

1996), estando o alelo DRD4-7R associado com escores elevados desta 

dimensão. Esse achado foi posteriormente replicado por dezenas de estudos e 

contestado por tantos outros, de forma que meta-análises não apoiam tal 

associação (Schinka et al., 2002; Kluger et al., 2002; Munafò et al., 2008). Um dos 

achados mais robustos envolvendo este VNTR de 48-pb refere-se a seu papel no 

TDAH, tendo pelo menos quatro meta-análises apoiando a associação do DRD4-

7R com o TDAH (Faraone et al., 2001; Li et al., 2006; Gizer et al., 2009; Smith, 

2010).  

Embora tanto o DRD2 quanto o DRD4 sejam frequentemente alvo de 

intensas investigações, os resultados de tais estudos, via de regra, são bastante 

inconsistentes, indicando forte heterogeneidade entre os achados. Alguns 

estudos, inclusive, já sugeriram a presença de interações epistáticas envolvendo 

estes dois genes, o que poderia, por sua vez, ajudar a explicar parte dos 

resultados incongruentes. Efeitos epistáticos foram associados com TC em 

adolescentes do sexo masculino e com TPAS em homens adultos (Beaver et al., 

2007). Evidências de interação entre os genes DRD2 e DRD4 foram também 

sugeridas como tendo efeito na performance de um teste que avalia impulsividade 

comportamental (DDT – do inglês, Delay Discounting Task) (Eisenberg et al., 

2007). No entanto, para investigar o efeito de interações epistáticas entre estes 

dois genes dopaminérgicos, estes estudos avaliaram o polimorfismo Taq1A como 

marcador do DRD2. Como o SNP Taq1A está de fato localizado no gene ANKK1 

e, até o momento, não há evidências de que ele represente um SNP funcional 

que exerça um efeito direto sobre o DRD2, torna-se mais plausível que o Taq1A, 

na verdade, esteja refletindo os efeitos de um ou mais polimorfismos funcionais 

do DRD2 que estejam em desequilíbrio de ligação (moderada a forte) com ele.  
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Como mencionado anteriormente, o gene DRD2 codifica duas isoformas, 

que apresentam localização e funções distintas e que diferem em 29 

aminoácidos: a forma curta D2S, com localização pré-sináptica e função de auto-

receptor e a forma longa D2L, com localização e função pós-sináptica (Usiello et 

al., 2000). Foi identificado que dois SNPs do gene DRD2, rs2283265 e 

rs1076560, os quais encontram-se em muito forte/total desequilíbrio de ligação, 

são capazes de interferir no processo de splicing alternativo, e assim, modular a 

taxa de D2S/D2L expressa (Zhang et al., 2007). Os alelos menos frequentes 

destes dois SNPs favorecem a inclusão do 6o éxon e assim reduzem a expressão 

da isoforma curta D2S em relação à longa D2L. Usando a técnica de análise de 

imagens de ressonância magnética funcional (fMRI, do inglês functional magnetic 

resonance imaging) tais alelos foram associados com aumento da atividade no 

estriado e córtex pré-frontal durante testes de memória de trabalho e com 

reduções de performances de memória de trabalho e controle de atenção (Zhang 

et al., 2007). Há evidências também de que esses alelos representam fatores de 

risco em casos de overdose por cocaína (Moyer et al., 2011).  

Recentemente, estudos desenvolvidos por Borroto-Escuela et al. (2011) e 

González et al. (2012), utilizando múltiplas abordagens in vitro, in vivo e ex vivo, 

identificaram que os receptores de dopamina D2 e D4 são capazes de formar 

heterômeros e que variantes destes receptores são capazes de interferir nesse 

processo de heteromerização. Borroto-Escuela et al. (2011) avaliaram a 

capacidade e eficiência do processo de heteromerização entre a isoforma D2L e 

as três variantes mais comuns do DRD4 geradas pelo VNTR de 48-pb (DRD4-2R, 

DRD4-4R e DRD4-7R). Os resultados obtidos indicam que o D2L é capaz de 

formar heterômeros com as três principais variantes do DRD4, sendo esse 

processo de heteromerização menos eficiente com o DRD4-7R. Além disso, 

interações alostéricas foram observadas nos heterômeros D2L–DRD4-2R e D2L–

DRD4-4R, indicando a existência de um efeito potencializador desta interação 

entre receptores nesses heterômeros (Borroto-Escuela et al., 2011).  

Por outro lado, González et al. (2012), avaliaram esse processo de 

heteromerização entre o receptor D2 e as principais variantes do DRD4 focando 

na isoforma D2S (auto-receptor). Eles demonstram que enquanto DRD4-2R e 
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DRD4-4R são capazes de formar heterômeros com o D2S, o mesmo não ocorre 

com o DRD4-7R. Os autores revelam ainda que, tanto em células transfectadas 

quanto do estriado de camundongos, a co-estimulação dos receptores D2S e D4 

nos heterômeros D2S–DRD4 tem um efeito sinérgico, potencializando a via de 

sinalização, mas esse efeito não ocorre em células expressando DRD4-7R.  

Além disso, é demonstrado pela primeira vez que interações dos 

receptores D2S–DRD4 modulam a liberação de glutamato estriatal, sugerindo que 

os heterômeros D2S-DRD4 permitem que a dopamina faça um ajuste fino na 

neurotransmissão glutamatérgica (González et al., 2012). É sugerido que, em 

baixas concentrações, a dopamina se ligaria aos receptores D4 (com os quais 

tem mais afinidade; Rondou et al., 2010) inibindo a liberação de glutamato; no 

entanto, concentrações elevadas de dopamina ativariam também D2S e assim, a 

interação sinérgica dos heterômeros D2S-DRD4 seria capaz de produzir uma 

inibição ainda mais robusta da liberação de glutamato (González et al., 2012). Os 

autores sugerem que a presença da variante DRD4-7R implica em um controle 

mais fraco da neurotransmissão glutamatérgica e que esse poderia ser um dos 

mecanismos envolvidos tanto na patofisiologia do TDAH quanto na variabilidade 

de resposta ao tratamento com psico-estimulantes (os quais elevam as 

concentrações de dopamina) (González et al., 2012).  

Dessa forma, é possível supor que os SNPs rs2283265 e rs1076560 que 

modulam o splicing alternativo do gene DRD2 interfiram na taxa de 

heteromerização entre os receptores de dopamina D2 e D4. Com base no efeito 

desses polimorfismos na expressão diferencial das isoformas do DRD2, as quais 

interagem de maneiras distintas com as principais variantes do DRD4, é bastante 

plausível inferir eles estejam diretamente envolvidos na modulação dos efeitos 

epistáticos dos genes DRD2 e DRD4, sendo que estes efeitos representariam, ao 

menos em parte, um reflexo das variações na eficiência do processo de 

heteromerização dos receptores D2 e D4.  

A presença de interações entre os genes DRD2 e DRD4 influenciando 

diretamente manifestações clínicas de transtornos relacionados ao sistema 

dopaminérgico poderia contribuir para explicar, ao menos em parte, a forte 
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heterogeneidade característica dos estudos envolvendo o gene DRD2. Como 

mencionado, a grande maioria das centenas de estudos de associação com o 

gene DRD2 utilizou como marcador genético o SNP Taq1A, o qual está em 

desequilíbrio de ligação parcial com vários polimorfismos do DRD2 (Figura 3), e 

não considerou o possível efeito de interações epistáticas envolvendo o DRD2. 

Com os achados de Borroto-Escuela et al. (2011) e González et al. (2012), pode-

se sugerir a hipótese de que as inconsistências marcantes entre os resultados de 

associação do Taq1A poderiam estar refletindo o fato de ele servir como 

marcador de variantes funcionais gene DRD2, as quais, por sua vez, interagem 

com variantes do DRD4 e tais achados poderiam estar sendo modulados por 

alterações no processo e eficiência de heteromerização desses dois receptores 

dopaminérgicos. 

Sendo essa hipótese verdadeira, é possível também testar se tais 

manifestações clínicas moduladas por interações epistáticas entre os genes 

DRD2 e DRD4 podem ser detectadas em diferentes etapas de desenvolvimento 

da vida do individuo. De um ponto de vista genético, é bastante plausível que as 

mesmas influências genéticas sejam manifestadas como transtornos distintos 

durante as diferentes fases do desenvolvimento (manifestação heterotípica, 

descrita na Seção 1. Transtornos Psiquiátricos).   
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2.3 O Complexo Gênico NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2) 

 

Como vem sendo descrito ao longo dessa tese, um grande número de 

estudos tem tradicionalmente avaliado o papel do gene DRD2 em transtornos 

psiquiátricos, com resultados bastante inconsistentes para a maioria dos fenótipos 

em estudo. Uma vez identificado que o SNP mais estudado (Taq1A) relacionado 

ao DRD2 de fato pertence ao gene vizinho ANKK1, este passou também a 

receber um interesse maior nos estudos de associação. Além do complexo 

ANKK1/DRD2, dois outros genes localizados na vizinhança imediata revelaram-se 

fortes genes candidatos para o estudo de manifestações clínicas relacionas ao 

comportamento, em especial ao TUS. Os genes NCAM1 (Neural Cell Adhesion 

Molecule 1) e TTC12 (Tetratricopeptide Repeat Domain 12), juntamente com os 

genes ANKK1 e DRD2 formam um agrupamento gênico de cerca de 520kb na 

região cromossômica 11q22-23 e são coletivamente chamados de complexo 

gênico NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2) (Figura 3).   

Análises genômicas indicam que pares de genes vizinhos tendem a ter 

padrões de expressão similares e que genes com funções relacionadas têm uma 

tendência a localizarem-se próximos ao longo do cromossomo (Cohen et al., 

2000). Genes co-regulados também são encontrados em maior proximidade do 

que o esperado ao acaso, muitas vezes, inclusive como genes adjacentes (Janga 

et al., 2008; Arnone et al., 2012). 

No caso em estudo, há evidências de que a expressão de um dos genes 

(DRD2) do complexo gênico NTAD é modulada por variações em outro gene 

(ANKK1) deste mesmo agrupamento (Hoenicka et al., 2010). Além disso, há 

indícios de que os quatro genes que compõem o complexo gênico NTAD estão, 

independentemente e/ou em conjunto, envolvidos na susceptibilidade a 

transtornos psiquiátricos, mais especificamente, ao TUS (Gelernter et al., 2006; 

Yang et al., 207;2008; David et al., 2010; Ducci et al., 2011; Nelson et al., 2013).  
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A seguir é apresentada uma breve descrição de cada um dos genes com 

ênfase nos seus principais resultados. 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da região cromossômica 11q22-23, com o 
posicionamento dos genes do agrupamento NTAD: NCAM1 (317kb), TTC12 
(69KB), ANKK1 (13kb) e DRD2 (66kb). O Ideograma representa o cromossomo 
11 e a região 11q22-23 (marcada pelo traço vertical amarelo) está expandida 
abaixo para representar o posicionamento e orientação de transcrição dos genes 
do agrupamento NTAD. Por motivos ilustrativos, o gene NCAM1 está 
parcialmente representado. Os pequenos triângulos identificados nos genes 
referem-se ao SNPs estudados nos Capítulos 4 e 5 da presente Tese. 
Representações da taxa de recombinação ao longo desta região e a estrutura de 
desequilíbrio de ligação (D’; apresentada na forma de triângulo invertido onde 
quando mais intensa a cor maior o desequilíbrio) foram obtidas pelo programa 
Haploview (Barrett et al., 2005). 
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2.3.1 Características Individuais Dos Genes Do NTAD 

• Neural Cell Adhesion Molecule 1 (NCAM1) 

O gene NCAM1 é um gene extenso, com aproximadamente 317kb e 

contendo pelo menos 19 éxons, e está localizado na região 11q23.2, tendo sua 

extremidade 3’ próxima a extremidade 5’ do gene TTC12 (coordenadas 

genômicas GRCh37: 11:112,831,968 – 113,149,157) (Figura 3).  

A proteína codificada pelo gene NCAM1 (NCAM) é amplamente expressa 

no sistema nervoso, onde  localiza-se na superfície celular de células neuronais e 

tem função importante para o desenvolvimento e manutenção do sistema nervoso 

(revisão em Walmod et al., 2004). Durante os primeiros 30 anos após a 

identificação da proteína NCAM, ela era definida apenas como uma mediadora da 

adesão celular via ligação com outras moléculas NCAM (Rutishauser e Goridis, 

1986). No entanto, atualmente ela é considerada também um receptor de 

transdução de sinal que interage com uma ampla gama de moléculas, modulando 

assim processos biológicos como adesão celular, migração, proliferação, 

diferenciação, sobrevivência e plasticidade sináptica (revisão em Walmod et al., 

2004; Hansen et al., 2008).    

Esse gene é capaz de codificar múltiplas isoformas a partir de splicing 

alternativo e alterações pós-traducionais;  dentre as isoformas mais conhecidas, a 

NCAM-140 e a NCAM-180 são proteínas trans-membranas com um domínio 

citoplasmático variável enquanto a NCAM-120 está ligada por uma âncora à 

membrana celular. Além destas isoformas geradas por splicing alternativo, outra 

isoforma bastante investigada, a PSA-NCAM, resulta da adição pós-traducional 

do ácido poli-siálico (PSA) na molécula de NCAM e parece ter propriedades de 

adesão reduzidas, favorecendo processos de plasticidade estrutural neuronal  

(Sato e Kitajima 2013; Nacher et al., 2013).  

Variações nos níveis de expressão e no processo de splicing de NCAM já 

foram associadas com transtornos psiquiátricos como Transtorno Bipolar (Atz et 
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al., 2007), Transtorno Depressivo Maior (Tochigi et al., 2008), Esquizofrenia 

(Vawter et al., 2000; Gibbons et al., 2009) dentre outros (revisão em Vawter 2000; 

Gnanapavan e Giovannonni, 2013), assim como com sintomas depressivos e de 

ansiedade em modelos animais (Stork et al., 1999; Stork et al., 2000; Aonurm-

Helm et al., 2008; Bisaz e Sandi, 2012; Jurgenson et al., 2012). 

O envolvimento do gene NCAM1 em fenótipos tradicionalmente associados 

a funções dopaminérgicas poderia ser também explicado por evidências que 

vinculam a funcionalidade da NCAM ao sistema dopaminérgico através dos 

receptores D2. Já foi sugerido que a ativação de receptores D2 possa induzir a 

expressão da isoforma PSA-NCAM (Castillo-Goméz et al., 2008) e que esta 

modulação possa ter um papel central na plasticidade estrutural de circuitos 

inibitórios no cérebro (Castillo-Gomez et al., 2011). Os níveis de expressão de 

PSA-NCAM parecem estar alterados em indivíduos com Esquizofrenia, 

Transtorno Depressivo Maior e Transtorno Bipolar (Varea et al., 2012; Nachter et 

al., 2013, Wainwright e Galea 2013) e sua expressão está relacionada a sintomas 

correspondentes em modelos animais (Tsoory et al., 2008). Por outro lado, foi 

demonstrado que a NCAM é capaz de regular a sinalização dos receptores D2 ao 

promoverem a internalização e subsequente degradação destes receptores (Xiao 

et al., 2009). 

Estudos genéticos apontam que SNPs e haplótipos do gene NCAM1 estão 

associados com a susceptibilidade ao Transtorno por Uso de Álcool (Yang et al., 

2007); Transtorno Bipolar (Arai et al., 2004; Atz et al., 2007) e Esquizofrenia (Atz 

et al., 2007; Sullivan et al., 2007).  Um SNP em particular, o rs646558 localizado 

no íntron 13 (Figura 3), destaca-se por ter sido associado, individualmente ou em 

haplótipos, com todos esses transtornos anteriormente citados (Arai et al., 2004; 

Atz et al., 2007; Yang et al., 2007).  

• Tetratricopeptide Repeat Domain 12 (TTC12) 

O gene TTC12 contém 22 éxons, compreendendo cerca de 69kb, e está 

localizado entre os genes NCAM1 e ANKK1 (Figura 3). Este gene codifica uma 

proteína de 705 aminoácidos que possui um domínio proteico com repetições de 
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tetratricopeptídeos e três domínios de repetição Armadillo (Katoh e Katoh, 2003). 

Sua função permanece ainda pouco conhecida, no entanto, a presença de 

motivos proteicos de repetições Armadillo indica que possa estar relacionada a 

uma variedade de processos celulares, incluindo adesão celular, neurogênese e 

na via de sinalização Wnt-Beta-catenina (Katoh e Katoh, 2003). Sabe-se que a 

dopamina interage com Beta-cateninas na via de sinalização Wnt, modulando o 

desenvolvimento de neurônios dopaminérgicos (Castelo-Branco e Arenas, 2006).  

Assim, é sugerido que as funções do TTC12 possam estar relacionadas com as 

funções dos genes DRD2 e NCAM1 na transmissão dopaminérgica e no 

neurodesenvolvimento (Yang et al., 2007). 

Estudos genéticos vêm apresentando fortes associações de polimorfismos 

do gene TTC12 com fenótipos relacionados a TUS, como por exemplo os 

Transtornos por Uso de Álcool (Yang et al., 2007; 2008), de Nicotina (Gelernter et 

al., 2006; David et al., 2010; Ducci et al., 2011; Lobo et al., 2012) e de Heroína 

(Nelson et al., 2013) e também com escores elevados de Procura por Novidades 

(Ducci et al., 2011), reforçando o TTC12 como importante gene-candidato a 

estudos de dependência química ou mesmo de transtornos externalizantes em 

geral. 

O SNP rs2303380 localizado no íntron 7 do TTC12 (Figura 3) aparece 

dentre os polimorfismos do NTAD mais fortemente associados com Dependência 

de Nicotina (Gelernter et al., 2006; Ducci et al., 2011) e parece estar também 

relacionado à idade de início do tabagismo (Lobo et al., 2012) e à Dependência 

de Heroína (Nelson et al., 2013). Haplótipos contendo esse SNP também foram 

associados à Dependência de Nicotina, sendo que possíveis interações com sexo 

e/ou etnia foram sugeridas (David et al., 2010). Por outro lado, os resultados mais 

fortes de associação do NTAD com o Transtorno por Uso de Álcool foram 

encontrados com haplótipos centrados na região do éxon 3 do TTC12, tanto em 

estudos de família como na abordagem de caso-controle (Yang et al., 2007; 

2008).  
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• Ankyrin Repeat and Kinase Domains contaning 1 (ANKK1) 

O gene ANKK1 é composto por 8 éxons e codifica uma proteína de 765 

aminoácidos, a qual está provavelmente envolvida no circuito de transdução de 

sinal (Neville et al., 2004). Análises de sua sequência proteica identificam forte 

similaridade entre ANKK1 e a família de proteínas kinases que interagem com 

receptores (RIPKs, do inglês receptor-interacting protein kinases), as quais estão 

envolvidas na ativação do fator de transcrição NF-KB (Huang et al., 2009).   

Como descrito anteriormente, um dos polimorfismos mais intensamente 

estudados dentro da genética psiquiátrica, o SNP Taq1A (rs1800497), está 

situado no gene ANKK1 (Figura 3). No entanto, além do amplo e tradicional 

interesse pelo papel do Taq1A na susceptibilidade a transtornos psiquiátricos, 

outro polimorfismo do gene ANKK1 foi revelado como altamente promissor para 

estudo de tais transtornos.  

O SNP rs2734849 (G/A) (Figura 3) consiste de uma substituição não-

sinônima (Arg490Hist) que, assim como Taq1A, está localizado no oitavo éxon do 

gene ANKK1, no domínio C- terminal de repetições ankirina. Estudo realizado por 

Huang et al. (2009) mostrou que o SNP rs2734849 é capaz de alterar os níveis de 

expressão de genes que são regulados pelo fator de transcrição NF-κB. Eles 

sugerem que o alelo “A” está associado a uma supressão cerca de 30% maior 

dos genes regulados por NF-κB do que o alelo “G” (Huang et al., 2009). Foi ainda 

verificado que o resíduo trocado pelo rs2734849 (Arg490His) está localizado na 

superfície da proteína, o que seria um pré-requisito para o envolvimento na 

mediação das interações proteína-proteína dos processos de transdução de sinal 

que resultam na inibição de atividade por NF-κB.   

Esse achado torna-se especialmente interessante uma vez que o fator de 

transcrição NF-KB é um sinal necessário e suficiente para induzir a expressão do 

gene DRD2 (Fiorentini et al., 2002; Bontempi et al., 2007). Assim, os resultados 

obtidos por Huang et al. (2009) sugerem uma possível conexão entre variações 

no gene ANKK1 e expressão do gene DRD2. Maior supressão da expressão de 
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DRD2 leva a uma menor disponibilidade desses receptores em neurônios 

dopaminérgicos no cérebro, característica previamente associada com a 

vulnerabilidade ao abuso/dependência de substâncias. De fato, corroborando 

essa ideia, demonstrou-se que o SNP rs2734849, tanto individualmente quanto 

compondo haplótipos, está associado à Dependência de Nicotina e a medidas de 

intensidade/gravidade de tal dependência (Huang et al., 2009).  

Além disso, foi também identificado que os promotores dos genes ANKK1 e 

DRD2 apresentam elementos para regulação transcricional idênticos e estudos in 

vitro mostraram que o ANKK1 é capaz de ser ativado pela apomorfina, a qual é 

um agonista dopaminérgico (Hoenicka et al., 2010).    

 

• Dopamine Receptor D2 (DRD2) – Informações Adicionais 

Detalhamentos sobre a estrutura, funcionalidade e associações do gene 

DRD2 foram apresentadas anteriormente nas Seções  2.1 – O Tradicional 

Receptor de Dopamina D2 e 2.2.1 – Receptores de Dopamina D2 e D4: 

Heteromerização e Epistasia. No entanto, além dos tradicionais estudos 

abordando o DRD2 através do SNP Taq1A e das possíveis implicações do SNP 

rs2283265 em efeitos epistáticos decorrentes de heteromerização, há evidências 

de que outros SNPs no gene DRD2 influenciem na vulnerabilidade a transtornos 

psiquiátricos.  

Especial interesse tem sido conferido ao polimorfismo rs6277, mais 

conhecido como C957T, que está localizado no sétimo éxon do gene DRD2 e não 

causa troca de aminoácidos (Pro319Pro). No entanto, ao contrário de ser inócuo, 

foi demonstrado que esse SNP provoca uma mudança na conformação do mRNA 

transcrito (Duan et al., 2003). Estudo in vitro sugeriu que o alelo T leva a uma 

diminuição da estabilidade do mRNA e da taxa de expressão de DRD2 induzida 

pela presença de dopamina (Duan et al, 2003). Entretanto, subsequentemente, 

estudos in vivo demonstraram que a disponibilidade de DRD2 em regiões 

estriatais, ao invés de diminuir, aumenta de forma aditiva de acordo com a 

presença do alelo T (CC<CT<TT) (Hirvonen et al., 2004; com correção em 
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Hirvonen et al., 2005; Hirvonen et al., 2009a) ao passo em que essa 

disponibilidade diminui em regiões extra-striatais de acordo com a presença do 

mesmo (CC>CT>TT) (Hirvonen et al., 2009b). No entanto, a questão sobre o que 

representa uma maior ou menor disponibilidade (dependente de variações em 

densidade e afinidade) desses receptores em diferentes regiões cerebrais e o 

quão independente são os efeitos dos polimorfismos rs6277 e Taq1A nessas 

características, ainda permanece em aberto. 

Estudos sugerem a associação do rs6277 com medidas de impulsividade 

(White et al., 2009; Colzato et al., 2010; 2013), funções executivas (Rodriguez-

Jimenez et al., 2006a; Jacobsen et al., 2006), memória de trabalho (Xu et al., 

2007), Dependência de Álcool (Ponce et al., 2008), Dependência de Nicotina 

(Gelernter et al., 2006) e reposta ao tratamento por reposição de nicotina em 

tabagistas  (Lerman et al., 2006; Jacobsen et al., 2006). Há também estudo de 

meta-análise e estudos posteriores apoiando a associação do rs6277 com 

Esquizofrenia (Monakhov et al., 2008; Betcheva et al., 2009). 

Há quem sugira que algumas características fenotípicas previamente 

associadas ao polimorfismo Taq1A, na verdade, refletem associações indiretas 

devido ao seu padrão de desequilíbrio de ligação com o rs6277 (Frank e 

Hutchison et al., 2009). Por outro lado, interações com efeitos epistáticos entre 

SNPs rs6277 e Taq1A já foram sugeridas por Ponce et al. (2008), ao indicar que, 

dentre indivíduos dependentes de álcool, a presença concomitante do alelo A1 do 

Taq1A e do genótipo CC do rs6277 estava associada a um marcante aumento da 

incidência do Transtorno de Personalidade Dissocial comparado às outras 

combinações genotípicas.  

Da mesma forma, dois estudos recentes indicaram que indivíduos com os 

haplótipos A1/A2-C/C ou A1/A2-C/C (Taq1A-rs6277) tinham uma chance mais de 

três vezes maior de serem dependentes de nicotina (Voisey et al., 2012) ou de 

álcool (Swagell et al., 2012) do que aqueles sem essas combinações. De fato, 

dentre as possíveis combinações haplotípicas, o A1/A2-C/C foi identificado como 

representando o menor potencial de ligação de DRD2 no estriado (Hirvonen et al., 

2009a). 
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 2.3.2 O NTAD Como Unidade Funcional 

 

Visto que há indícios de envolvimento dos quatro genes que formam o 

complexo gênico NTAD em fenótipos comportamentais, há uma priorização 

gradual na abordagem desse complexo como uma “unidade funcional”, ao invés 

de estudar apenas um único gene ou cada um isoladamente. O fato de que 

blocos haplotípicos não são restritos a barreiras gênicas reforça essa abordagem 

em conjunto do NTAD. Além disso, estudos vêm sugerindo que múltiplos 

polimorfismos ao longo do NTAD tenham efeitos independentes sobre um mesmo 

fenótipo, embora seja bastante plausível que haja um mecanismo ou sistema 

comum onde esses genes/polimorfismos atuem.  

Ao analisar o efeito de 43 SNPs localizados ao longo do NTAD, a região 

que se estende desde o éxon 3 do TTC12 (centrada principalmente no 

rs2303380) e que engloba praticamente todo o ANKK1 foi identificada como a 

mais fortemente associada à Dependência de Nicotina, tanto por SNPs individuais 

como por haplótipos TTC12-ANKK1 (Gelernter et al., 2006). De maneira similar, 

estudo subsequente identificou que os SNPs individuais mais fortemente 

associados com o tabagismo localizavam-se no TTC12 (rs10502172 e 

rs2303380), no ANKK1 (rs2734849) e também no DRD2 (rs1076563) (Ducci et al., 

2011). Eles ainda sugerem que haplótipos da região TTC12-ANKK1-DRD2 

exerçam influência no tabagismo principalmente na adolescência e que estes 

efeitos sejam parcialmente mediados por dimensões de personalidade (Ducci et 

al., 2011). Além disso, outros autores sugeriram que os efeitos de haplótipos da 

região TTC12-ANKK1 (rs2303380-rs4938015-rs11604671) na Dependência de 

Nicotina diferem entre homens e mulheres (David et al., 2010).  

O papel do NTAD na susceptibilidade à Dependência de Álcool parece 

também estar fortemente associado a haplótipos envolvendo a região do éxon 3 

do TTC12, sendo que haplótipos adicionais centrados na região do éxon 12/íntron 

13 do NCAM1 e éxons 2 e 5 do ANKK1 também apresentaram associação com 

Dependência de Álcool (Yang et al., 2007). Um estudo subsequente avaliou o 
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papel da comorbidade com dependências de outras substâncias nos achados de 

associação do NTAD com Dependência de Álcool (Yang et al., 2008). Neste 

segundo estudo, eles revelam que para a sub-amostra de dependentes de álcool 

também dependentes de outras drogas, as regiões do éxon 3 do TTC12 e do 

éxon12/íntron 13 do NCAM1 continuam estando associadas e identificam uma 

nova região de susceptibilidade, a qual compreende desde o éxon 8 do ANKK1 ao 

éxon 7 do DRD2 (englobando assim os SNPs TAq1A e rs6277) (Yang et al., 

2008). Por outro lado, quando indivíduos que apresentavam comorbidade com 

dependência de outras substâncias foram excluídos, somente as regiões entre os 

íntrons 14 e 18 do NCAM1 e a região da junção entre o ANKK1 e o DRD2 

apresentaram associação global com Dependência de Álcool. Estes resultados 

indicam que a presença de comorbidades parece ter uma influência importante na 

modulação das associações do NTAD com TUS. 

Um estudo bastante recente apoia também o importante papel do NTAD no 

desenvolvimento do TUS (Nelson et al., 2013). Os resultados apontam para o 

envolvimento dos genes TTC12 e ANKK1 na susceptibilidade para a Dependência 

de Heroína e outras drogas ilícitas e para um efeito secundário independente do 

gene NCAM1 nesta susceptibilidade (Nelson et al., 2013).  

No entanto, muito embora os achados referentes a associação do 

complexo gênico NTAD com o TUS vêm se revelando bastante promissores, 

estudos avaliando conjuntamente o papel dos quatro genes do NTAD na 

predisposição a outros transtornos psiquiátricos e na variação comportamental 

normal ainda não foram conduzidos. Desta forma, ainda há muito para ser 

desvendado em relação à este agrupamento gênico da região cromossômica 

11q23 e sua influência na susceptibilidade aos mais variados transtornos 

psiquiátricos.  

Uma vez que meta-análises indicam forte heterogeneidade na associação 

do polimorfismo Taq1A, localizado no complexo NTAD, com os Transtornos por 

Uso de Álcool (Munafò et al., 2007; Smith et al., 2008; Le Foll et al., 2009 e Wang 

et al., 2013) e de Nicotina (Li et al., 2004; Munafò et al., 2004; 2009), bem como 

com o TDAH (Wu et al., 2012; Gizer et al., 2009), é possível investigar se outras 
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variações genéticas no complexo NTAD poderiam contribuir para a elucidação 

deste achado recorrente nas meta-análises.  

Além disso, devido a indícios de que polimorfismos do complexo NTAD 

possam ter um efeito conjunto, surgem também questões a respeito da dinâmica 

evolutiva desse complexo. Embora cresça o interesse por esclarecer o papel 

dessa região em  fenótipos comportamentais, pouca atenção foi dada ao aspecto 

evolutivo desse agrupamento gênico.  

Um ponto importante a ser abordado é há quanto tempo esses genes estão 

sendo mantidos com sintenia compartilhada (ou seja, genes no mesmo 

cromossomo) e sua vizinhança conservada (ou seja, os genes lado-a-lado na 

mesma ordem) ao longo da trajetória evolutiva. Se esse complexo gênico for uma 

conformação recente, ou mesmo específica de humanos, ele poderia estar 

refletindo uma novidade adaptativa do gênero Homo (ou da espécie Homo 

sapiens) ou um agrupamento aleatório desses genes. Entretanto, a manutenção 

de um agrupamento gênico durante um longo período evolutivo é mais difícil de 

ser explicada unicamente por processos aleatórios. Assim, um complexo antigo 

poderia também refletir uma estrutura funcional adaptativa e/ou uma evolução 

orquestrada desses genes, os quais estão envolvidos em processos de 

neurotransmissão e neurogênese.  
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Capítulo 2 

 

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A tarefa não é tanto ver o que ninguém viu ainda, mas pensar o 
que ninguém pensou sobre aquilo que todo mundo vê” 

Arthur Schopenhauer (1788-1860) 
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Justificativa 

 

 

Devido ao grande impacto que os transtornos psiquiátricos causam na vida 

dos indivíduos afetados e da sociedade como um todo, assim como ao forte 

componente genético envolvido na susceptibilidade a esses transtornos, é 

inegável a importância de desvendar o papel de fatores específicos que 

influenciam no seu desenvolvimento. Embora alguns avanços nesse sentido já 

tenham sido conquistados nas últimas décadas, os estudos genéticos têm 

esbarrado em dificuldades vinculadas à natureza complexa desses fenótipos. 

Mesmo as abordagens em larga escala desenvolvidas na última década não 

permitiram identificar mais do que uma parcela pequena da herdabilidade. Assim, 

buscamos propor abordagens alternativas que possam auxiliar na identificação de 

mecanismos e alterações genéticas com papéis relevantes em um conjunto de 

fenótipos comportamentais relacionados. Mais especificamente, a partir da 

reconhecida implicação do sistema dopaminérgico na modulação comportamental 

e da consideração de evidências bioquímicas, fisiológicas e evolutivas prévias, 

procuramos esclarecer o papel de efeitos epistáticos e de agrupamentos gênicos 

no desenvolvimento do TDAH, TC e Transtorno por Uso de Álcool. Uma melhor 

compreensão sobre os mecanismos biológicos envolvidos e das inter-relações 

desses transtornos poderá permitir a elaboração de estratégias de diagnóstico, 

prevenção e tratamento mais eficazes para essas doenças.  
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Objetivos 

 

 

Objetivo Geral 

 

O objetivo geral da presente Tese é contribuir para a elucidação do papel 

de fatores genéticos específicos na susceptibilidade e na heterogeneidade clínica 

do TDAH, TC e Transtorno por Uso de Álcool a partir de abordagens envolvendo 

efeitos epistáticos e de agrupamento gênico.  

 

Objetivos Específicos 

 

- Com base em evidências recentes sobre os padrões de heteromização 

dos receptores de dopamina D2 e D4, testar o papel da interação entre os 

polimorfismos dos genes DRD2 e DRD4 implicados nesse processo sobre o 

desenvolvimento do Transtorno por Uso de Álcool; 

- Investigar se os efeitos epistáticos da interação entre os genes DRD2 e 

DRD4 podem ser detectados ainda na infância/adolescência, avaliando o seu 

papel sobre o Transtorno de Conduta em uma amostra de crianças com TDAH; 

 - Contribuir no esclarecimento sobre a história evolutiva do complexo gênico 

NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2) e seu significado biológico através de 

análises de genômica comparativa; 

 - Expandir as análises tradicionalmente focadas no papel do gene DRD2 na 

psiquiatria, englobando genes vizinhos a este no intuito de esclarecer a marcante 

inconsistência dos resultados prévios da literatura.  
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DRD2/DRD4 HETEROMERIZATION MAY INFLUENCE 
GENETIC SUSCEPTIBILITY TO ALCOHOL DEPENDENCE 
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LINKING DOPAMINE NEUROTRANSMISSION AND 
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NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2 GENE CLUSTER AND THE CLINICAL AND 
GENETIC HETEROGENEITY OF ADULT ADHD 

 

Nina R. Mota1,2, Diego L. Rovaris1,2, Felipe A. Picon2, Eduardo S. Vitola2, Carlos 

A. I. Salgado2, Rafael G. Karam2, Paulo Belmonte-de-Abreu2, Luis A. Rohde2, 

Eugenio H. Grevet2, Claiton H. D. Bau1, 2 
1Department of Genetics, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil 
2 ADHD Outpatient Program, Adult Division, Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Porto Alegre, 
Brazil 
 
 
 
ABSTRACT 

Attention Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a developmental 

psychiatric disorder that affects about 5,3% of children and its heritability is 

estimated at 76%. The estimated prevalence of ADHD in adults is around 4.4% 

and it is associated with a wide range of functional impairments across life 

domains and with higher occurrence of other psychiatric disorders. Both 

externalizing and internalizing disorders are frequently found in ADHD patients. 

Converging evidence have implicated dysfunctions of the dopamine 

neurotransmission pathways to the aetiology of ADHD. Two meta-analysis 

addressing the association of the dopamine receptor D2 (DRD2) gene and ADHD 

have shown a complex scenario, with inconclusive results due to excessive 

heterogeneity across studies. Most previous studies, including these meta-

analyses, have analysed the well-known ANKK1/DRD2 Taq1A (rs1800497) SNP 

as a marker of DRD2 gene, which actually is located in a neighbour gene 

(ANKK1). Together with the NCAM1 and TTC12 genes, the ANKK1 and the DRD2 

genes form the NTAD cluster, which has been shown to harbour multiple 

independent risk variants. As an attempt to address the reasons for the high 

heterogeneity previously reported on DRD2 effects in ADHD, this study 

investigates the role of genetic variants from the NTAD cluster in the susceptibility 

to ADHD in adults and the modulation of associated comorbidities and personality 

profiles. For this study a sample of 520 adults with ADHD and 630 non-ADHD 
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controls was investigated. Diagnostic procedures were based on DSM-IV criteria 

and the Temperament and Character Inventory (TCI) was used to evaluate 

personality traits within the ADHD sample. Seven functional polymorphisms from 

the NTAD gene cluster were analysed (NCAM1 rs646558; TTC12 rs723077, 

rs2303380; ANKK1 rs2734849, rs1800497; DRD2 rs6277, rs2283265), both 

individually and in sliding-window haplotypes constructs using PLINK. Correction 

for multiple testing included10,000 permutation for the SNP and global haplotype 

analyses (Pcorr), while Bonferroni correction was used when testing the individual 

haplotypes. Our results show that the DRD2 rs2283265 T allele was associated 

with increased risk for Major Depressive Disorder (P=0.005, Pcorr=0.023) and with 

increased Harm Avoidance (P=0.002, Pcorr=0.013) and decreased Persistence 

scores in ADHD patients (P=0.002, Pcorr=0.014). Additionally, we were able to 

show that Major Depressive Disorder susceptibility among ADHD adults is 

independently associated with the NCAM1 rs646558 (P=0.005, Pcorr=0.032) and 

the DRD2 rs2283265 SNPs. Furthermore, individual NTAD haplotypes, mostly 

centred in the ANKK1-DRD2 region, are significantly associated with internalizing 

disorders, such as Major Depressive (significance ranged from P=0.005 to 

P=0.012) and Generalized Anxiety (P=0.005) disorders, and related personality 

traits, such as high Harm Avoidance (P=0.002 to P=0.0016) and low Persistence 

(P=0.002 to P=0.007) scores, within this sample of adults with ADHD. The SNPs 

and haplotypes associated in increased risk for such phenotypes are related to an 

overall low DRD2 expression scenario, leading to lower dopaminergic activity. 

Although there was no individual SNP or haplotype significantly associated with 

ADHD itself after correcting for multiple tests, our findings provide support to the 

view that this gene cluster is involved in the clinical heterogeneity of adult ADHD. It 

is possible that the NTAD cluster, harbouring multiple risk variants that could have 

additive effects, may represent a shared genetic risk factor, influencing both 

internalizing and externalizing disorders susceptibility, depending on additional 

genetic background and epistatic interactions. These effects might in turn 

contribute to significant heterogeneity in odds ratios reported in previous meta-

analyses of DRD2/ANKK1 rs1800497 SNP in ADHD. 
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INTRODUCTION 

 

Attention Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most common 

developmental psychiatric disorders, affecting 5,3% of children worldwide 

(Polanczyck et al., 2007). The estimated prevalence of ADHD in adults is around 

4.4% and it is associated with a wide range of functional impairments across life 

domains and with higher occurrence of other psychiatric disorders (Kessler et al., 

2006; Biederman et al., 2006). High heritability estimates (around 76-80%) have 

been indicated for ADHD, both in children (Faraone et al., 2005) and adults 

(Chang et al., 2013). 

ADHD, together with Substance Use Disorders (SUD), Oppositional Defiant 

Disorder (ODD) and Conduct Disorder (CD) are considered externalizing 

disorders, which are highly comorbid, share similar symptoms and common 

genetic factors (Kessler et al., 2011a,b; Arcos-Burgos et al., 2012). In the same 

sense, internalizing disorders, such as Major Depressive Disorder (MDD), 

Generalized Anxiety Disorder (GAD) and other mood- and anxiety-related 

disorders, also share similar symptoms and a common genetic background 

(Kendler et al., 2003; 2007; 2011; Kendler e Myers, 2013). Both externalizing and 

internalizing disorders are frequently found present in ADHD patients (Kessler et 

al., 2006; Jacob et al., 2007). There is evidence indicating that common underlying 

risk factors, such as shared genetic influences, may mediate the high comorbidity 

rates (Cosgrove et al., 2011; Arcos-Burgos et al., 2012).  

Personality traits have also been suggested as possible common underlying 

factors, which could, in turn, share a common genetic background with different 

disorders (Young et al., 2000; Hink et al., 2013). Studies that have investigated the 

temperament profiles in adults with ADHD have quite consistently shown that they 

present higher scores on Novelty Seeking and Harm Avoidance dimensions than 

non-ADHD controls (Faraone et al., 2009; Jacob et al., 2007; Anckarsater et al., 

2006; Downey et al., 1997). Reports on other dimensions are scarce, but there is 

some evidence suggesting the association of lower Persistence scores with ADHD 

(Faraone et al., 2009).  
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Converging evidence have implicated dysfunctions of the dopamine 

neurotransmission pathways to the etiology of ADHD (reviews in Tripp an Wickens 

2009; Swanson et al., 2007; Genro et al., 2012). One of the most investigated and 

well-know polymorphisms in psychiatric genetics is the rs1800497 SNP, also 

known as ANKK1/DRD2 Taq1A SNP. Two meta-analysis on the association of the 

dopamine receptor D2 (DRD2) gene and ADHD have shown a complex scenario, 

with inconclusive results (Wu et al., 2012; Gizer et al., 2009). Although a tendency 

towards association of the rs1800497 T allele with ADHD can be seen, in both 

cases, excessive heterogeneity in odds-ratios across studies has been reported 

and more thorough investigation of the sources of such association/heterogeneity 

is still needed (Wu et al., 2012; Gizer et al., 2009).  

Additionally to these two inconclusive ADHD meta-analyses with the 

ANKK1/DRD2 rs1800497 SNP, there are three meta-analyses assessing the role 

of this SNP in nicotine dependence and smoking behaviour traits, which have 

report conflicting results (Li et al., 2004; Munafò et al., 2004; 2009), thus its 

association with these phenotypes also remains unclear. In contrast, there are four 

meta-analyses supporting the association of this SNP with alcohol susceptibility 

(Munafò et al., 2007; Smith et al., 2008; Le Foll et al., 2009 e Wang et al., 2013). 

However, important heterogeneity can still be found even in these alcohol 

dependence meta-analyses (Le Foll et al., 2009; Wang et al., 2013).  

 In fact, although traditionally approached as a DRD2 polymorphism, the 

rs1800497 SNP is located in a neighbor gene, the ANKK1 (Neville et al., 2004). 

These two genes, together with the NCAM1 and the TTC12 genes, form the NTAD 

(NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2) gene cluster that is located in the Ch11q.22-23 

region. An interesting aspect of this cluster comes from evidences suggesting it 

might work as a functional unit. Haplotypes spanning across genes from the NTAD 

cluster were associated with specific phenotypes (Gelernter et al., 2006; Yang et 

al 2007; 2008; Wernicke et al., 2009; David et al., 2010) and epistatic effects 

between SNPs from this region have been suggested (Ponce et al., 2008, Frank 

and Hutchinson 2009). Additionally, there is evidence that variation in one gene 

could indirectly alter the expression level of another gene in the same cluster 

(Huang et al. 2009). 
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 In an attempt to identify the sources of incongruences between the 

rs1800497 SNP results across several behavior measures, in the past years the 

major focus of studies has changed from only looking into this single SNP effect to 

a broader range of genetic variation throughout the NTAD cluster. This approach 

was taken especially in studies regarding substance use disorders, with promising 

results.  There is evidence suggesting the presence of multiple independent risk 

variants within this region and it has been shown that haplotypes comprising more 

than one gene from the NTAD cluster were associated with the susceptibility to 

nicotine, alcohol and other drugs dependence (Gelernter 2006; Yang et al., 2007, 

2008; Ducci et al., 2011; Nelson et al., 2013).  

As an attempt to address the reasons for heterogeneity in previous meta-

analytic studies on DRD2 effects in ADHD, this study investigates the role of 

genetic variants from the NTAD gene cluster in the susceptibility to ADHD in adults 

and the modulation of associated comorbidities and personality profiles. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

-Samples  

The ADHD case/control analysis evaluated a sample of 520 adults with 

ADHD and 630 non-ADHD controls. All individuals were Native-Brazilian of 

European descent, had intelligent quotient higher then 70 points and had no 

history of psychosis or any significant neurological disease. Within the ADHD 

sample, the mean age was 33.83 (±11.132) years and there were 269 men 

(51.7%) and 251 women (48.3%). Among controls, the mean age was 29.16 

(±8.693) years and there were 312 men (49.5%) and 318 women (50.5%).  

- Diagnostic Procedures and Instruments 

The diagnostic procedures applied for these samples have been described 

in details elsewhere (Grevet et al., 2006; de Cerqueira et al., 2011). In brief, ADHD 

and comorbidities within the ADHD sample were diagnosed according to DSM-IV 

(APA, 1994). The most common psychiatric comorbidities included MDD (190 
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cases; 36.5%), Bipolar Disorder (BD 83 cases; 16%), GAD (109 cases; 21%), 

Alcohol Abuse or Dependence (AAD 73 cases; 14%), Nicotine Dependence (ND 

224 cases; 43%) and CD/Antisocial Personality Disorder (CD/ASPD 97 cases; 

24.6%). The CD/ASPD variable includes individual with positive diagnoses for 

either CD or ASPD. The severity of ADHD and oppositional defiant symptoms was 

accessed by the Swanson, Nolan and Pelham rating scale, version IV (SNAP-IV; 

Swanson, 1992). The validated to Portuguese version (Fuentes et al., 1999) of the 

Temperament and Character Inventory (TCI; Cloninger et al., 1993) was used to 

access the four temperament dimensions of personality: Novelty Seeking, Harm 

Avoidance, Reward Dependence and Persistence.  

-SNP selection, genotyping and LD analyses 

For the SNP selection, prior published reports of association with 

behavioural outcomes, functional potential, minor allele frequency above 15% and 

assay validation evidence were considered. In total, 7 SNPs from the NTAD 

cluster were chosen for analyses: rs646558 (NCAM1), rs723077 (TTC12), 

rs2303380 (TTC12), rs2734849 (ANKK1), rs1800497 (ANKK1), rs6277 (DRD2) 

and rs2283265 (DRD2). Allelic discrimination analyses were carried using TaqMan 

assays (Applied Biosystems). Linkage disequilibrium (LD) coefficients (D’) and 

haplotype blocks for the total sample (N=1150) were estimated using the 

Haploview software (Barrett et al, 2005). Haplotype blocks were identified 

according to Gabriel et al. (2002). SNP characteristics and allelic frequencies are 

shown in Table 1.  Genotype frequencies did not deviate significantly from Hardy-

Weinberg equilibrium. Pairwise LD structures for the seven SNPs studied, 

spanning from the NCAM1 to the DRD2 gene, are shown in Figure 1.  The ANKK1 

and DRD2 SNPs are in stronger LD with each other and with the TTC12 

rs2303380 SNP than with TTC12 rs723077 and NCAM1 rs646558 SNPs.  

-Association of individual SNPs  

 Logistic Regression Analyses were performed to test the association of 

each SNP with ADHD and with six of the most common comorbidities within the 

ADHD sample (MDD, BD, GAD, AAD, ND and CD/ASPD). Additionally, linear 

regression analyses were conducted to access the effect of each SNP in ADHD 
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symptoms severity and in temperament traits within the ADHD sample. All 

analyses were performed using sex and age as covariates. To account for the 

multiple SNPs tested, corrected empirical P-values (Pcorr) were generated by 

10,000 permutation procedure using Max(T) permutation (--mperm 10000) 

implemented in PLINK (Purcell et al., 2007).  

-Haplotype Analyses  

Haplotype analyses were performed in PLINK (Purcell et al., 2007), using 

sliding windows of 2, 3, 4, 5, 6 and 7 SNPs (plink: --hap-window 2,3,4,5,6,7). 

Global association P-values (Pgl) were accessed by the Omnibus test (plink: --hap-

omnibus), which jointly estimates all haplotype effects at a given position.  

In order to avoid false positive findings, we performed a 10,000 permutation 

procedure which rendered global empirical P-values corrected for multiple 

comparisons (Pglcorr). Since this procedure may be over conservative, when a 

nominally significant global window (Pgl≤ 0.05) was obtained, analyses for 

individual haplotype effects were carried out for those specific windows, which 

were then submitted to Bonferroni correction afterwards. 

For such, logistic and linear regression methods were applied, (plink: --hap-

logistic or --hap-linear), which permitted the inclusion of sex and age as 

covariates. Haplotypes with frequency lower then 5% were not considered for this 

analysis. The significance threshold of the individual haplotype analyses within 

each window was adjusted by Bonferroni as the conventional α=0.05 was divided 

by the number of major haplotypes with frequency greater than 5%. 

 

RESULTS 

 

Association of individual SNPs with ADHD and comorbidities  

Analyses of individual SNPs did not reveal significant association with either 

ADHD (Table 2) or ADHD symptoms severity (data available upon request). Within 

the sample of adults with ADHD, logistic regression analyses, using sex and age 

as covariates, show SNPs from the NCAM1, ANKK1 and DRD2 genes associated 
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with MDD (rs646558 P=0.005, rs1800497 P=0.025 and rs2283265 P=0.005, 

respectively) and one SNP from the ANKK1 gene associated with GAD 

(rs1800497 P=0.034) (Table 2). The NCAM1 rs646558 A allele seems to decrease 

the odds of MDD (OR(CI95%)=0.61(0.43-0.86)), while the ANKK1 rs1800497 T allele 

and the DRD2 rs2283265 T allele increase the odds of MDD (OR(CI95%)=1.46(1.05-

2.03) and OR(CI95%)=1.72(1.18-2.50), respectively). The ANKK1 rs1800497 T allele also 

confers risk to GAD (OR(CI95%)=1.51(1.03-2.20)).  

When accounting for the multiple SNPs tested, only the association of the 

NCAM1 rs646558 and the DRD2 rs2283265 SNPs with MDD remained significant 

after correction for multiple testing (Pcorr=0.032 and Pcorr=0.023, respectively). No 

association of individual SNPs was observed with BD, AAD, ND and CD/ASPD 

(Table 2). 

In order to test if these associations of MDD with NCAM1 and DRD2 SNPs 

(which are not in LD; see Fig.1) were independent of one another, we included 

either the NCAM1 rs646558 or the DRD2 rs2283265 SNP as covariates on a 

secondary logistic analyses round. When controlling for the rs646558 status, the 

association results with MDD seemed to be even stronger for the significantly 

associated DRD2 rs2283265 (OR=1.83 P=0.002 Pcorr=0.013) SNP, as well as the 

nominally associated ANKK1 rs1800497 (OR=1.54 P=0.012 Pcorr=0.054) SNP. 

Similarly, when controlling for the rs2283265 status, the association between MDD 

and NCAM1 rs646558 SNP remained significant (OR=0.59 P=0.0003 Pcorr=0.022). 

These results suggest that these NCAM1 and DRD2 (or ANKK1) SNPs do indeed 

have independent effects on MDD susceptibility.  

Association of individual SNPs with personality traits 

Linear regression analyses of temperament traits within the adult ADHD 

sample revealed that Harm Avoidance was associated with the two SNPs from the 

ANKK1 gene (rs2734849 P=0.025 and rs1800497 P=0.009) and the two SNPs 

from the DRD2 gene (rs6277 P=0.010 and rs2283265 P=0.002) (Table 3). The 

Persistence trait was also associated with the ANKK1 rs1800497 SNP (P=0.029) 

and the DRD2 rs2283265 SNP (P=0.002). When applying multiple test correction, 

the association of the DRD2 rs2283265 SNP with Harm Avoidance and with 
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Persistence scores remained significant (Pcorr=0.013 and Pcorr=0.014, 

respectively). Meanwhile, the ANKK1 rs1800497 and the DRD2 rs6277 were only 

marginally associated with Harm avoidance after correction (Pcorr=0.056 and 

Pcorr=0.059, respectively) (Table 3). 

Haplotype effects on ADHD and comorbidities 

As can be seen in Table 4, although several haplotype windows were 

nominally associated to either ADHD, MDD and GAD, no global haplotype window 

remained significant after correction for multiple tests was applied (see Methods). 

Nevertheless, individual haplotype analyses were carried out for the nominally 

associated global haplotype sets, as referred in the Methods section.  

In the global haplotype analyses for ADHD, there were two haplotype 

windows with Pgl<0.05 (Supplementary Table 1a). These are centred in the 

ANKK1-DRD2 region: a 3-SNP haplotype window including the rs1800497-rs6277-

rs2283265 (Pgl=0.045) and a 4-SNP haplotype window including all four SNPs 

from this region (rs2734849-rs1800497-rs6277-rs2283265 (Pgl=0.035). The 

individual haplotype analyses within these selected haplotype windows indicated 

that the A-T-C-T haplotype from rs2734849-rs1800497-rs6277-rs2283265 could 

exert a protective effect over ADHD susceptibility (OR=0.77; P=0.034) (Table 4). 

For the other haplotype window analysed, no individual haplotype was found to be 

associated with ADHD.  

The MDD haplotype analyses showed four haplotype windows with 

Pgl<0.05 (Supplementary Table 1b). Individual haplotype analyses within these 

associated windows are shown in Table 4. Two non-overlapping regions may 

affect MDD susceptibility, one involving NCAM1-TTC12 and the other centred 

around ANKK1-DRD2. For the NCAM1-TTC12 set of haplotypes, the 2-SNP A-C 

haplotype (rs646558-rs723077) presents a nominal association with lower risk for 

MDD (OR=0.53; P=0.019) and in the 3-SNP haplotype window (rs646558-

rs723077-rs2303380) two haplotypes, C-C-G and A-C-A, were nominally 

associated with risk (OR=1.85; P=0.008) and protective (OR=0.47; P=0.029) 

effects, respectively. None of these individual haplotypes, however, remained 

significant after Bonferroni correction. In contrast, the ANKK1-DRD2 (and DRD2-
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only) associated haplotypes survived the multiple tests correction; the rs2734849 

A, the rs1800497 T, the rs6277 C and the rs2283265 T alleles form 2-, 3- and 4-

SNP haplotypes that are associated with increased odds for MDD (Table 4).  

Concerning the effects on BD, there were two associated haplotype 

windows with Pgl<0.05, both of them including SNPs from the ANKK1 and DRD2 

genes (Supplementary Table 1b). Individual haplotype analyses, however, did not 

reveal any specific haplotype associated with BD.   

The global haplotype association analyses with GAD revealed three 

haplotype windows with Pgl<0.05 (Supplementary Table 1b). One specific 

haplotype for each set was associated with GAD in the individual analyses, but 

only the 5-SNP TTC12-DRD2 haplotype remained significant after Bonferroni 

correction. These haplotypes are highly overlapping with each other and they also 

overlap with the ones associated to MDD, with the alleles consistently showing the 

same direction of effect.  

Haplotype effects on personality traits 

Seven haplotype windows were associated with Harm Avoidance at  

P_gl<0.05, but only one of them remained significant after correction for multiple 

tests. Haplotype analyses of Persistence dimension also revealed two nominally 

associated haplotype windows at P_gl<0.05, which did not reach significance 

threshold after correction. No significant effect was observed for Novelty Seeking 

or Reward Dependence  (Supplementary Table 1c). 

All seven haplotypes windows presented individual pairs of haplotypes, with 

opposite effects, associated with Harm Avoidance. Most of them remained 

significant after Bonferroni correction (Table 5) and these overlapping haplotypes 

include SNPs from the DRD2 and/or ANKK1 genes. Both protective and risk 

haplotypes were revealed at each window, with all shared alleles consistently 

associated in the same direction (i.e. each allele is involved in either a protective 

or risk effect). Haplotypes of different window-sizes (2- to 5-SNPs) involving the A, 

T, C, T alleles from the rs2734849, rs1800497, rs6277 and rs2283265 SNPs, 

respectively, are associated with an increase in Harm Avoidance scores, while the 
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G, C, T, G alleles from these SNPs confer decreased Harm Avoidance scores 

(Table 5).  

The ANKK1 and DRD2 SNPs also compose the haplotypes associated with 

the Persistence dimension (Table 5). In this case, however, all associated 

haplotypes confer decreased Persistence scores and remained significant after 

correction. Interestingly, the three individually associated haplotypes that confer 

lower Persistence scores are all associated with increased Harm Avoidance 

scores.    

 

DISCUSSION 

 

The present results have shown that NTAD polymorphisms, mostly centred 

in the ANKK1-DRD2 region, are associated with internalizing disorders and related 

personality traits within a large sample of adults with ADHD. While our findings 

suggest that this gene cluster is not directly associated to ADHD itself, they 

provide support to the view that this gene cluster is involved in the clinical 

heterogeneity of adult ADHD. They also contribute to the explanation of the 

significant heterogeneity in odds ratios reported in previous meta-analyses of 

DRD2/ANKK1 rs1800497 SNP in ADHD (Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012). 

Despite the DRD2/ANKK1 rs1800497 SNP being one of the most 

intensively investigated polymorphisms in psychiatric genetics, only a handful of 

studies performed an inclusive analysis with other SNPs that are part of the NTAD 

gene cluster. To the best of our knowledge, this is the first study to consider the 

four NTAD genes (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2) as a cluster in the susceptibility 

of adult ADHD, as well as its effect on the most frequent comorbidities and 

personality traits in adults with ADHD.  

The results involving haplotypes spanning the ANKK1-DRD2 genes with 

MDD, GAD, high Harm Avoidance and low Persistence scores in adults with 

ADHD are in agreement with previous results associating SNPs from this region 

with related internalizing traits in non-ADHD samples. For example, the rs1800497 
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T allele has been associated with higher anxiety/insomnia, social dysfunction and 

depression scores in post-traumatic stress disorder patients (Lawford et al., 2006), 

with anxious and depressive symptoms in children (Hayden et al., 2010) and with 

MDD susceptibility in men (Roetker et al., 2012). Additionally, the association 

findings were not restricted to the rs1800497 SNP as other SNPs from this region 

were also associated with MDD symptoms severity (Huuhka et al., 2008), 

susceptibility (Wang et al., 2013; Roetker et al., 2012) and treatment response 

traits (Wang et al., 2013; Huuhka et al., 2008). 

The results from the present study support previous inferences by showing 

that MDD susceptibility among ADHD adults is independently associated with 

NCAM1 and DRD2 SNPs. Studies on SUD-related phenotypes such as nicotine, 

alcohol and drug dependence have indicated that the NTAD gene cluster harbours 

multiple genetic risk variants (Gelernter et al., 2006; Yang et al., 2007; 2008), 

which is consistent with the hypothesis that these four genes may be functionally 

related (Yang et al., 2007). Thus it is unlikely that the association findings involving 

this gene cluster are due to the effect of a single variant (the rs1800497, for 

example) and suggests that multiple polymorphisms in these genes may 

contribute to the same phenotypes.  

Taken together, our findings and the overall literature show that variations 

in the NTAD cluster may also exert a pleiotropic effect since the SNPs and 

haplotype regions that were found here associated with internalizing phenotypes 

were previously implicated in externalizing characteristics, specially SUD 

(Gelernter et al., 2006; Yang et al., 2007; 2008; Ducci et al., 2011; Nelson et al., 

2013). A possible explanation is that this gene cluster in fact represents a “general 

vulnerability factor” that could have different effects depending on additional 

genetic and environmental background effects and involvement in epistatic 

interactions. Although inferences are scarce about the TTC12 functionality, there 

is more evidence on the nervous system effects of the NCAM1, ANKK1 and DRD2 

genes. The protein encoded by NCAM1 (NCAM) is involved in a wide range of 

brain functions, including neuronal adhesion, neurite outgrowth, synaptic plasticity, 

and signalling transduction (Walmod et al., 2004). It has been shown that NCAM1 

expression profiles are related to MDD in humans (Tochigi et al., 2008; Varea et 



	
   102	
  

al., 2012) and deletion of NCAM1 results in depression-like (Aonurm-Helm et al., 

2008; Jurgenson et al., 2012) and anxiety-like (Stork et al., 1999) behaviours in 

animal models. Additionally, NCAM has been proposed as a modulator of the 

dopaminergic system and a potential pharmacological target for dopamine-related 

psychiatric disorders as it has been shown that NCAM can regulate DRD2 

signalling by promoting DRD2 internalization/desensitization and subsequent 

degradation (Xiao et al., 2009). This may represent a possible mechanism 

underlying the association findings shown in the present study between 

polymorphisms in both NCAM1 and DRD2 genes and MDD susceptibility.  

The ANKK1/DRD2 haplotypes associated with internalizing phenotypes in 

the present study (formed by the rs2734849-A, rs1800497-T, rs6277-C and 

rs2283265-T alleles) possibly represent an overall low DRD2 expression scenario, 

leading to lower dopaminergic activity. For instance, reduced D2 receptors binding 

potential in the striatum has been shown in individuals who carry the ANKK1 

rs1800497 T allele (Thompson et al., 1997; Pohjalainen et al., 1998; Jonsson et 

al., 1999) and in DRD2 rs6277 C allele carriers (Hirvonen et al., 2004;2005,2009). 

These findings could explain the associations with both externalizing and 

internalizing disorders, since low dopaminergic theory has been proposed to 

ADHD (Levy et al., 1991), SUD (review in Melis et al., 2005; Diana, 2011) and has 

also been linked to MDD (Klimek et al., 2002; Dunlop and Nemeroff 2007).  

Some limitations in the present study should be pointed out. Although 520 

individuals from the same population represent one of the larger samples of adults 

with ADHD, we may still be underpowered for the statistical analyses performed. 

Additionally, individual haplotype analyses were carried out for the nominally 

associated global haplotype sets as an exploratory investigation, acknowledging 

the increased risk of false positive findings. This procedure, however, was 

balanced by the multiple overlapping haplotypes, with alleles consistently 

implicated in the same direction of effect, associated with correlated phenotypes. 

Also, the effects of these genetic polymorphisms on comorbid disorders among 

ADHD individuals may not directly relate to their effect on such disorders in the 

absence of ADHD. Thus, further studies addressing these effects both in ADHD 
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and non-ADHD samples seems to be crucial for obtaining a clearer scenario of the 

effect of the NTAD gene cluster on behaviour modulation. 

The present study contributes to the current knowledge on the possible 

causes of the high heterogeneity found between studies assessing the role of the 

ANKK1/DRD2 rs1800497 in ADHD (Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012) as well as 

in smoking behaviour (Li et al., 2004; Munafò et al., 2004; 2009) and alcohol 

dependence (Munafò et al. 2007, Smith et al. 2008, Le Foll et al., 2009 e Wang et 

al. 2013). Our findings suggest that rs1800497 is located in a region that harbours 

multiple polymorphisms independently implicated (probably through deficits in 

dopaminergic function) in behavioural phenotypes such as temperament as well 

as comorbidity rates. Considering the evidence that temperament traits, such as 

Harm Avoidance for example, could underlie the vulnerability to both externalizing 

(Downey et al., 1997; Jacob et al., 2007; Faraone et al., 2009; Etter et al2010; Teh 

et al., 2012; Milivojevic et al., 2012) and internalizing (Ongur et al., 2005; Purper-

Ouakil et al., 2010; Miettunen and Raevuori, 2012) disorders, it is likely that 

sample differences in both temperament and comorbidity profiles may modify the 

odds for association between rs1800497 and other SNPs in the NTAD cluster and 

various psychiatric disorders, including ADHD and SUD. 
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Figure 1. Linkage Disequilibrium (LD) patterns between 

the studied SNPs from the NTAD gene cluster in the 

total sample. The numbers in each box correspond to 

measured LD (D’) among all possible pair of SNPs, 

which is also shown graphically according to the shade 

of red, where white represents very low D’ and dark red 

represents very high D’.  
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Table 1. SNP characteristics and minor allele frequencies (MAF). 

SNP (popular name) Gene Location  Alleles MAF Total MAF ADHD 
rs646558 NCAM1 Intron 13 C/A 0.211(A) 0.2053(A) 
rs723077 TTC12 Exon 3 (M73L) A/C 0.479(C) 0.4844(C) 
rs2303380 TTC12 Intron 7 A/G 0.362(G) 0.3515(G) 
rs2734849 ANKK1 Exon 8 (H490R) G/A 0.493(G)* 0.4913(A)* 
rs1800497 (Taq1A) ANKK1 Exon 8 (E713K) C/T 0.211(T) 0.1981 (T) 
rs6277 (C957T) DRD2 Exon 7 T/C 0.467(C) 0.4621 (C) 
rs2283265 DRD2 Intron 5 G/T 0.160(T) 0.1445 (T) 
MAF Total and MAF ADHD correspond to the minor allele frequency computed in the total and 
ADHD-only samples, respectively. 
*Note that the rs2734849 minor frequency allele is different in the total sample and in the ADHD-
only sample. In order to use the same reference allele for all analyses, the effect of the A allele 
was chosen for evaluation. 
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Table 2. Logistic Regression Analyses of individual SNPs with ADHD and with common comorbidities within ADHD patients. 
 

   ADHD (n=520) vs. 
Controls (n=630) 

 Comorbidities within the ADHD sample 

      Major Depressive 
Disorder (n=190)  

Bipolar Disorder 
(n=83) 

Generalized Anxiety 
Disorder (n=109) 

Alcohol Abuse/ 
Dependence 
(n=73) 

Nicotine 
Dependence 
(n=224) 

Conduct Disorder/ 
Antisocial Personality 
(n=97) 

SNP Gene Allele OR (CI95%) P  OR (CI95%) P OR (CI95%) P OR (CI95%) P OR (CI95%) P OR (CI95%) P OR (CI95%) P 

rs646558 NCAM1 A 1.02 
(0.82-1.26) 

0.887  0.61 
(0.43-0.86) 

0.005a 1.42  
(0.95-2.12) 

0.084 0.84 
(0.57-1.24) 

0.385 0.72 
(0.44-1.18) 

0.194 0.98 
(0.72- 1.35) 

0.927 1.38  
(0.93-2.04) 

0.1067 

rs723077 TTC12 C 1 
(0.84-1.18) 

0.985  0.96 
(0.75-1.24) 

0.777 1.15  
(0.83-1.59) 

0.413 1.28  
(0.95- 1.73) 

0.107 1.00 
(0.70-1.42) 

0.996 1.22 
(0.95-1.56) 

0.121 1.05  
(0.77-1.44) 

0.7487 

rs2303380 TTC12 G 0.91 
(0.76-1.09) 

0.297  1.16 
(0.89-1.52) 

0.280 1.11  
(0.79-1.58) 

0.547 1.20  
(0.88-1.65) 

0.255 0.91 
(0.62-1.32) 

0.606 0.88 
(0.67-1.15) 

0.344 0.99  
(0.71-1.39) 

0.9675 

rs2734849 ANKK1 A 0.90 
(0.76-1.06) 

0.208  1.13 
(0.87-1.47) 

0.368 1.01 
(0.72-1.41) 

0.979 1.06 
(0.78-1.44) 

0.724 1 
(0.69-1.44) 

0.997 0.90 
(0.70-1.17) 

0.434 0.92  
(0.66-1.27) 

0.6155 

rs1800497 ANKK1 T 0.87 
(0.70-1.07) 

0.189  1.46  
(1.05-2.03) 

0.025b 1.07  
(0.70-1.65) 

0.742 1.51 
(1.03-2.20) 

0.034d 1.12 
(0.72-1.76) 

0.608 1.09 
(0.79-1.51) 

0.605 1.17  
(0.78-1.75) 

0.4418 

rs6277 DRD2 C 0.97 
(0.82-1.15) 

0.715  1.26  
(0.97-1.64) 

0.081 0.89 
(0.63-1.25) 

0.486 1.07  
(0.79-1.45) 

0.681 0.96 
(0.66-1.38) 

0.808 0.94 
(0.72-1.21) 

0.605 0.93  
(0.67-1.29) 

0.6659 

rs2283265 DRD2 T 0.80 
(0.63-1.02) 

0.070  1.72  
(1.18-2.50) 

0.005c 0.63 
(0.37-1.10) 

0.103 1.46  
(0.95-2.24) 

0.083 1.20 
(0.72-1.97) 

0.484 1.22 
(0.85-1.77) 

0.283 1.07  
(0.68-1.70) 

0.7646 

All logistic regression analyses were performed using sex and age as covariates and P-values shown correspond to the uncorrected asymptotic P-value 
obtained. P<0.05 are shown in bold. Subsequently, 10,000 permutation procedure was used to generate an empirical P-value corrected for the multiple SNPs 
tested (Pcorr).  
a Pcorr=0.032. 
b Pcorr=0.132; 
c Pcorr=0.023;  
d Pcorr=0.170;  
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Table 3. Linear regression analyses of individual SNPs with temperament dimensions within ADHD 
adult patients. 
 

  Harm Avoidance Novelty Seeking Reward Dependence Persistence 

SNP Allele B ±(S.E.) P B ± (S.E.) P B ± ( S.E.) P B ± (S.E.) P 

rs646558 A -0.60 ± (0.55) 0.278 0.23 ± (0.49) 0.646 -0.24 ± (0.32) 0.461 -0.08 ± (0.15) 0.591 

rs723077 C -0.35± (0.43) 0.416 0.24 ± (0.39) 0.531 0.13± (0.25) 0.595 0.06 ± (0.12) 0.616 

rs2303380 G 0.68 ± (0.46) 0.139 -0.17 ± (0.41) 0.691 -0.03 ± (0.27) 0.912 -0.04 ± (0.13) 0.768 

rs2734849 A 0.99 ± (0.44) 0.025a 0.25 ± (0.40) 0.538 0.12 ± (0.26) 0.651 -0.13 ± (0.12) 0.298 

rs1800497 T 1.46 ± (0.56) 0.009b 0.56 ± (0.51) 0.266 -0.13 ± (0.33) 0.697 -0.33 ± (0.15) 0.029e 
rs6277 C 1.13 ± (0.44) 0.010c 0.39 ± (0.40) 0.323 0.06 ± (0.26) 0.815 -0.19 ± (0.12) 0.107 
rs2283265 T 1.96 ± (0.63) 0.002d 0.47 ± (0.58) 0.415 -0.30 ± (0.37) 0.418 -0.53 ± (0.17) 0.002f 

All linear regression analyses were performed using sex and age as covariates and the P-values shown correspond to the 
asymptotic P-value obtained. P<0.05 are shown in bold and P>0.1 are underlined. Subsequently, 10,000 permutation 
procedure was used to generate an empirical P-value corrected for the multiple SNPs tested (Pcorr).  
a Pcorr= 0.136.  
b Pcorr= 0.056.  
c Pcorr= 0.059.  
d Pcorr= 0.013. 
e Pcorr= 0.153.  
f  Pcorr= 0.014.  
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Table 4. Summary results of individual haplotype analyses in ADHD and comorbid Major Depressive and Generalized Anxiety 
Disorders. 
 

 
   

   
   

   
   

N
C

A
M

1 
rs

64
65

58
 

TT
C

12
 

rs
72

30
77

 
TT

C
12

 
rs

23
03

38
0 

A
N

K
K

1 
rs

27
34

84
9 

A
N

K
K

1 
rs

18
00

49
7 

D
R

D
2 

rs
62

77
 

D
R

D
2 

rs
22

83
26

5 

Freq 
affected 

Freq 
unaffected 

Overall 
Freq OR Stat Pind   Pgl Pglcorr 

ADHD vs. Controls    A T C T 0.139 0.170 0.155 0.77 4.48 0.034 0.035 0.170 
                 

Major Depressive 
Disorder 

A C      0.080 0.115 0.101 0.53 5.50 0.019 0.043 0.211 
     C T 0.177 0.126 0.145 1.72 7.91 0.005* 0.017 0.094 

 C C G     0.137 0.099 0.113 1.85 7.06 0.008 0.029 0.147 
 A C A     0.056 0.081 0.071 0.47 4.76 0.029 0.029 0.147 
    A T C  0.192 0.139 0.155 1.59 6.26 0.012* 0.040 0.198 
    A T C T 0.172 0.121 0.136 1.66 6.68 0.010* 0.055 0.253 
                

Generalized Anxiety 
Disorder 

 C G A T   0.130 0.090 0.096 1.78 4.69 0.030 0.049 0.215 
 C G A T C  0.117 0.068 0.076 2.28 8.05 0.005* 0.032 0.144 

  C G A T C T 0.112 0.070 0.075 2.01 5.89 0.015 0.048 0.212 
All logistic regression analyses were performed using sex and age as covariates and the P-values shown correspond to the asymptotic P-value obtained 
for individual haplotypes (Pind). Pgl is the P-value that corresponds to the Omnibus test of the global haplotype analyses and the Pglcorr corresponds to its 
corrected value after accounting for multiple testing. P-values that were significant after correction for multiple testing are shown in bold. 
*Significant after Bonferroni correction. 
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Table 5. Summary results of haplotype analyses showing individual haplotypes associated 
with Harm Avoidance and Persistence temperament dimensions among patients with ADHD. 
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 Pind   Pgl Pglcorr 
Harm 
Avoidance 

   A T   0.185 1.37 5.47  0.020 0.023 0.365 
   G C   0.496 -1.13 6.53  0.011* 0.023 0.365 

     T C  0.164 1.93 9.86  0.002* 0.010 0.077 
     C T  0.504 -1.10 6.04  0.014* 0.010 0.077 
      C T 0.145 1.96 9.59  0.002* 0.003 0.026 
      T G 0.538 -1.13 6.58  0.011* 0.003 0.026 
    A T C  0.155 1.60 6.85  0.009* 0.017 0.130 
    G C T  0.496 -1.12 6.41  0.012* 0.017 0.130 
     T C T 0.143 1.95 9.51  0.002* 0.019 0.146 
     C T G 0.505 -1.08 5.85  0.016* 0.019 0.146 
    A T C T 0.136 1.88 8.45  0.004* 0.015 0.119 
    G C T G 0.496 -1.12 6.4  0.012* 0.015 0.119 
   G A T C T 0.125 1.62 5.84   0.016 0.038 0.248 
   A G C T G 0.464 -0.94 4.51   0.034 0.038 0.248 
               

Persistence     T C  0.164 -0.45 7.3  0.007* 0.050 0.296 
      C T 0.145 -0.53 9.49  0.002* 0.008 0.083 
     T C T 0.143 -0.50 8.25  0.004* 0.039 0.244 

All linear regression analyses were performed using sex and age as covariates and the P-values shown 
correspond to the asymptotic P-value obtained for individual haplotypes (Pind). Pgl is the P-value that 
corresponds to the Omnibus test of the global haplotype analyses and the Pglcorr corresponds to its corrected 
value after accounting for multiple testing. P-values that were significant after correction for multiple testing are 
shown in bold. 
*Significant after Bonferroni correction. 



	
   118	
  

Supplementary Table 1. Global haplotype analyses of the effect of the NTAD gene cluster SNPs 
on a) ADHD and on b) most frequent comorbidities and c) temperament traits within the ADHD 
sample.  
 
 a)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
The ADHD sample comprised 520 adults diagnosed with ADHD and the control 
sample comprised 630 non-ADHD adults. NSNP: Number of SNPs (haplotype 
window size); NHap: Number of individual haplotypes in that window; SNP1 and 
SNP2 refer to the first and last SNPs of the haplotype window, respectively. Pgl 
corresponds to the Omnibus P-value from the global haplotype analyses. 

  Haplotypes  
NSNP NHap SNP1 SNP2 STAT Pgl 
2 4 rs646558 rs723077 0.89 0.827 
2 4 rs723077 rs2303380 3.34 0.343 
2 4 rs2303380 rs2734849 3.5 0.32 
2 3 rs2734849 rs1800497 1.9 0.387 
2 4 rs1800497 rs6277 2.1 0.551 
2 3 rs6277 rs2283265 3.72 0.156 
3 8 rs646558 rs2303380 5.87 0.555 
3 8 rs723077 rs2734849 10.1 0.185 
3 6 rs2303380 rs1800497 3.32 0.651 
3 5 rs2734849 rs6277 3.08 0.544 
3 5 rs1800497 rs2283265 9.72 0.045 
4 12 rs646558 rs2734849 18.8 0.065 
4 11 rs723077 rs1800497 9.02 0.53 
4 7 rs2303380 rs6277 4.85 0.563 
4 6 rs2734849 rs2283265 12 0.035 
5 16 rs646558 rs1800497 22.2 0.103 
5 12 rs723077 rs6277 11.4 0.412 
5 7 rs2303380 rs2283265 8.16 0.226 
6 17 rs646558 rs6277 24.5 0.080 
6 12 rs723077 rs2283265 13.5 0.261 
7 16 rs646558 rs2283265 21 0.138 



	
   119	
  

b) 
   Comorbidities within the ADHD sample (n=520) 
  Haplotypes Major Depressive 

Disorder (n=190) 
Bipolar Disorder 
(n=83) 

Generalized Anxiety 
Disorder (n=109) 

NSNP NHap  SNP1 SNP2 STAT Pgl STAT Pgl STAT Pgl 

2 4 rs646558 rs723077 8.17 0.043 3.99 0.263 3.98 0.264 
2 4 rs723077 rs2303380 7.19 0.066 4.23 0.238 6.43 0.093 
2 4 rs2303380 rs2734849 3.02 0.389 0.78 0.854 1.62 0.654 
2 4 rs2734849 rs1800497 5.75 0.124 0.37 0.946 6.03 0.110 
2 4 rs1800497 rs6277 6.27 0.099 1.75 0.626 6.39 0.094 
2 3 rs6277 rs2283265 8.19 0.017 2.66 0.265 3.19 0.203 
3 8 rs646558 rs2303380 15.6 0.029 10.8 0.148 8.65 0.279 
3 8 rs723077 rs2734849 6.86 0.444 6.43 0.49 8.95 0.256 
3 6 rs2303380 rs1800497 6.03 0.304 1.7 0.889 7.58 0.181 
3 4 rs2734849 rs6277 8.33 0.040 3.46 0.326 6.22 0.101 
3 5 rs1800497 rs2283265 8.46 0.076 10.6 0.032 6.21 0.184 
4 14 rs646558 rs2734849 15.1 0.300 13.1 0.438 11.2 0.597 
4 11 rs723077 rs1800497 8.39 0.591 9.69 0.468 18.4 0.049 
4 7 rs2303380 rs6277 8.62 0.196 4.71 0.581 8.2 0.224 
4 5 rs2734849 rs2283265 9.26 0.055 9.75 0.045 6.07 0.194 
5 16 rs646558 rs1800497 15.8 0.397 16.9 0.324 17.9 0.269 
5 13 rs723077 rs6277 11 0.528 11.8 0.462 22.6 0.032 
5 7 rs2303380 rs2283265 9.6 0.143 5.56 0.475 7.07 0.314 
6 18 rs646558 rs6277 18.3 0.368 18.7 0.348 27.1 0.057 
6 12 rs723077 rs2283265 10.2 0.517 11.6 0.398 19.8 0.048 
7 17 rs646558 rs2283265 16.6 0.412 18.7 0.286 20.1 0.217 
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Cont. 
  Haplotypes Alcohol Abuse/ 

Dependence 
(n=73) 

Nicotine 
Dependence 
(n=224) 

Conduct Disorder/ 
Antisocial Personality 
Disorder (n=97) 

NSNP NHap  SNP1 SNP2 STAT Pgl STAT Pgl STAT Pgl 

2 4 rs646558 rs723077 1.78 0.620 2.16 0.539 3.48 0.323 
2 4 rs723077 rs2303380 0.36 0.948 3.84 0.279 2.37 0.500 
2 4 rs2303380 rs2734849 0.45 0.931 1.41 0.704 0.35 0.951 
2 4 rs2734849 rs1800497 1.08 0.782 3.38 0.337 1.93 0.587 
2 4 rs1800497 rs6277 0.57 0.904 3.59 0.309 1.68 0.641 
2 3 rs6277 rs2283265 0.87 0.647 2.43 0.296 0.47 0.789 
3 8 rs646558 rs2303380 2.6 0.920 4.84 0.679 6.66 0.465 
3 8 rs723077 rs2734849 3.18 0.868 4.77 0.688 6.14 0.524 
3 6 rs2303380 rs1800497 2.31 0.805 3.09 0.686 3.59 0.610 
3 4 rs2734849 rs6277 0.40 0.939 2.49 0.477 1.27 0.736 
3 5 rs1800497 rs2283265 0.73 0.947 5.61 0.230 3.02 0.554 
4 14 rs646558 rs2734849 6.34 0.933 8.05 0.841 14.1 0.368 
4 11 rs723077 rs1800497 8.11 0.618 5.76 0.835 16.5 0.087 
4 7 rs2303380 rs6277 2.23 0.898 4.07 0.667 3.01 0.807 
4 5 rs2734849 rs2283265 1.03 0.905 3.86 0.425 1.88 0.758 
5 16 rs646558 rs1800497 13.1 0.596 10.4 0.791 16.1 0.378 
5 13 rs723077 rs6277 13.0 0.368 7.76 0.803 15.7 0.206 
5 7 rs2303380 rs2283265 1.94 0.925 3.65 0.724 2.73 0.842 
6 18 rs646558 rs6277 18.2 0.375 14.4 0.641 15.5 0.563 
6 12 rs723077 rs2283265 12.0 0.365 5.78 0.888 15.2 0.175 
7 17 rs646558 rs2283265 10.3 0.851 13.4 0.646 14.1 0.588 
NSNP: Number of SNPs (haplotype window size); NHap: Number of individual haplotypes in that window; 
SNP1 and SNP2 refers to the first and last SNPs of the haplotype window, respectively. Pgl corresponds to 
the Omnibus P-value from the global haplotype analyses. 
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c) 
    Temperament Traits within the ADHD sample (n=520) 
  Haplotypes Harm Avoidance Novelty Seeking Reward Dependence Persistence 
NSNP NHap  SNP1 SNP2 STAT P_gl STAT  P_gl STAT P_gl STAT P_gl 
2 4 rs646558 rs723077 1.95 0.582 0.63 0.890 0.87 0.834 2.19 0.534 
2 4 rs723077 rs2303380 3.55 0.314 0.85 0.839 0.71 0.871 0.54 0.909 
2 4 rs2303380 rs2734849 5.07 0.167 2.35 0.504 0.56 0.906 3.20 0.361 
2 4 rs2734849 rs1800497 9.56 0.023 3.28 0.351 1.00 0.800 4.96 0.175 
2 4 rs1800497 rs6277 11.4 0.010 4.71 0.194 0.67 0.880 7.81 0.050 
2 3 rs6277 rs2283265 11.4 0.003 1.12 0.570 1.09 0.580 9.58 0.008 
3 8 rs646558 rs2303380 5.02 0.658 2.51 0.926 2.49 0.928 4.08 0.770 
3 8 rs723077 rs2734849 6.47 0.486 5.81 0.562 3.88 0.793 4.61 0.708 
3 6 rs2303380 rs1800497 10.6 0.060 3.34 0.647 3.19 0.671 8.00 0.156 
3 4 rs2734849 rs6277 10.3 0.017 1.78 0.618 1.36 0.716 6.63 0.085 
3 5 rs1800497 rs2283265 11.8 0.019 6.12 0.190 2.59 0.629 10.1 0.039 
4 14 rs646558 rs2734849 9.62 0.725 9.29 0.751 6.41 0.930 10.2 0.675 
4 11 rs723077 rs1800497 12.2 0.270 9.16 0.517 4.26 0.935 9.64 0.472 
4 7 rs2303380 rs6277 11.7 0.068 4.40 0.623 3.95 0.683 10.3 0.113 
4 5 rs2734849 rs2283265 12.3 0.015 4.38 0.358 0.96 0.916 6.76 0.149 
5 16 rs646558 rs1800497 12.8 0.620 10.6 0.781 7.59 0.939 14.4 0.492 
5 13 rs723077 rs6277 15.2 0.231 8.79 0.721 4.66 0.968 15.0 0.243 
5 7 rs2303380 rs2283265 13.4 0.038 2.89 0.823 2.28 0.892 11.2 0.082 
6 18 rs646558 rs6277 20.2 0.263 13.2 0.719 9.01 0.940 20.5 0.248 
6 12 rs723077 rs2283265 14.6 0.201 6.92 0.805 4.91 0.935 12.9 0.300 
7 17 rs646558 rs2283265 20.1 0.215 11.7 0.765 9.73 0.880 18.8 0.278 
NSNP: Number of SNPs (haplotype window size); NHap: Number of individual haplotypes in that window; SNP1 and SNP2 
refers to the first and last SNPs of the haplotype window, respectively. P_gl corresponds to the Omnibus P-value from the global 
haplotype analyses.  
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“Todo argumento permite sempre a discussão de duas teses contrárias, 
inclusive este de que a tese favorável e contrária são igualmente defensáveis” 

Protágoras (480-411 a.C.) 
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- Contextualização: O momento atual da psiquiatria e genética psiquiátrica 

Estamos vivendo um momento inusitado na área da psiquiatria. Já era 

esperado que ano de 2013 ficasse marcado pelo lançamento da 5a Edição do 

Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-5) pela 

Associação Americana de Psiquiatria (APA), com todas as suas esperadas e/ou 

temidas alterações na classificação e nos critérios para diagnóstico dos 

transtornos psiquiátricos em relação ao atual DSM-IV, publicado em 1994. No 

entanto, o que não era esperado é que poucas semanas antes do lançamento do 

DSM-5, o Instituto Nacional de Saúde Mental (NIMH, do inglês National Institute of 

Mental Helth) – instituição norte-americana que corresponde ao maior instituto de 

saúde mental e de apoio financeiro à pesquisa no mundo – informou que estaria 

retirando seu apoio a futuros projetos baseados no DSM-5. 

Por meio de sua página no site do NIMH, o Diretor Thomas Insel fez 

criticas ao (futuro) DSM-5 afirmando que o que é descrito como a “Bíblia” na 

psiquiatria não passa de, no máximo, um dicionário e se por um lado o ponto forte 

das edições do DSM é sua consistência  – que faz com que os mesmos termos 

sejam usados segundo os mesmos critérios – por outro lado, seu ponto fraco é a 

falta de fundamentação dos diagnósticos baseados em um consenso sobre 

grupos de sintomas cínicos. Ele então chama a atenção para o projeto lançado 

pelo NIMH, intitulado RDoC (do inglês Research Domain Criteria), o qual pretende 

transformar o processo de diagnóstico ao incorporar informações genéticas, de 

neuroimagem, de cognição, entre outras, como base para a fundação de um novo 

sistema de classificação. No entanto, estas informações ainda são escassas e as 

pesquisas devem ser direcionadas para a obtenção de tais marcadores. Ele 

sugere ainda que não é possível obter sucesso nessa nova abordagem se as 

categorias do DSM continuarem a ser usadas como “padrão ouro”.  

O motivo pelo qual esse assunto está sendo tratado na discussão da 

presente Tese deve-se ao fato de que vivemos um momento único nessa área de 

pesquisa em que se clama por inovações e as abordagens implementadas nos 

estudos desenvolvidos ao longo desse doutorado podem ter algo a contribuir para 

este debate. Talvez seja realmente a hora de avaliarmos como têm sido 
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conduzidas as pesquisas genéticas na área da psiquiatria até o momento e 

darmos um passo à frente, ou melhor ainda, pensarmos na possibilidade de 

alterar um pouco o ângulo da nossa caminhada na tentativa de avançar rumo a 

esses objetivos maiores. 

 

- Efeitos Epistáticos: Papel na compreensão de inconsistências da literatura e na 

herdabilidade perdida/fantasma 

Nos estudos referentes aos Capítulos 2 (Mota et al., 2013) e 3 (Mota et al., 

in press) da presente Tese fomos além da abordagem tradicional dos estudos de 

associação genética e utilizamos evidências a priori para investigar efeitos 

epistáticos envolvidos em transtornos psiquiátricos. Com base em evidências de 

que os receptores dopaminérgicos D2 e D4 são capazes de formar heterômeros e 

que a eficiência desse processo depende das isoformas envolvidas (Borroto-

Escuela et al., 2011; González et al., 2012), testamos a hipótese de que 

interações entre DRD2 e DRD4 estariam modulando o efeito desses receptores 

na predisposição ao desenvolvimento do Transtorno por Uso de Álcool e do TC 

em crianças com TDAH, o que ajudaria a explicar a inconsistência entre os 

resultados dos muitos estudos que vinham avaliando só um dos gene 

isoladamente. 

Em um primeiro momento, nós observamos efeitos epistáticos (refletido por 

interações estatísticas significativas) entre polimorfismos dos genes DRD2 

(rs2283265) e DRD4 (48-pb VNTR), os quais acredita-se refletir as isoformas 

envolvidas no processo de heteromerização, na susceptibilidade ao Transtorno 

por Uso de Álcool em duas amostras independentes (adultos com e sem TDAH) 

(Mota et al., 2013).  

Em seguida, foi possível identificar que esse efeito da interação epistática 

entre DRD2 e DRD4 podia ser detectado ainda na infância, influenciando no 

desenvolvimento do TC em crianças com TDAH (Mota et al., in press). Este 

resultado se soma às evidências de que fatores genéticos que conferem 

susceptibilidade a transtornos psiquiátricos podem se manifestar de diferentes 

formas ao longo do desenvolvimento. 
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Esses resultados combinados criam um cenário altamente promissor uma 

vez que o efeito dessa interação entre DRD2 e DRD4 na predisposição a 

transtornos externalizantes foi observado em três amostras independentes. Isso 

só foi possível pela incorporação de informações de outras áreas de pesquisa 

(bioquímica, fisiologia, por exemplo) na elaboração de hipóteses prévias para a 

investigação de efeitos epistáticos. Além disso, a implicação de um papel dessa 

interação gênica na susceptibilidade ao TC em crianças/adolescentes, o qual é 

um frequente precursor de subsequentes problemas relacionados ao uso de 

álcool, sugere um mecanismo potencial para explicar uma via causal entre TC na 

infância e o desenvolvimento de Transtorno por Uso de Álcool na vida adulta.  

Como descrito no Capítulo introdutório, o interesse e o reconhecimento da 

importância de interações gênicas nas diversas áreas da genética humana vêm 

de fato aumentando consideravelmente nos últimos anos. Em tempos atuais de 

ampla disponibilidade de dados de GWAS, testar todas as interações possíveis 

entre os milhares/milhões de polimorfismos não parece ser a melhor saída. 

Assim, em concordância com o que vem sendo enfatizado na presente Tese, 

grande empenho vem sendo implementado no desenvolvimento de novas 

abordagens visando identificar efeitos epistáticos em dados de GWAS através da 

implementação de evidências prévias na seleção dos SNPs as serem testados 

(revisão em Ritchie, 2011; Liu et al., 2012; Nazarian et al., 2012). 

Embora alguns indiquem que os tamanhos amostrais continuam 

demasiadamente pequenos para análises em larga escala, os primeiros 

resultados desse tipo de abordagem em GWAS começam a surgir com relativo 

sucesso, como por exemplo, no caso de Artrite Reumatóide (Nazarian et al., 

2012), Doença de Crohn (Emily et al., 2009; Nazarian et al., 2012), Diabetes do 

Tipo-2 (Liu et al., 2012) e níveis de colesterol (Ma et al., 2012). No entanto, isso 

de forma alguma indica que os estudos de interações específicas (estilo gene-

candidato) devem ser considerados ultrapassados; pelo contrário, na área da 

psiquiatria especialmente, onde os estudos envolvendo interações são mais raros 

e menos robustos e as grandes amostras ainda estão em fase de coleta, 

informações provindas de estudos de “interações-candidatas” poderiam inclusive 
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auxiliar no aperfeiçoamento dessas técnicas que utilizam evidências a priori na 

busca por efeitos epistáticos em dados de GWAS. 

O Anexo I apresenta um artigo em formato de comentário, publicado na 

revista Frontiers in Human Neuroscience, sobre a abordagem da herdabilidade 

fantasma na área da psiquiatria através do estudo de interações gênicas 

baseadas em hipóteses prévias (Rovaris et al., 2013a). Em concordância com os 

estudos apresentados nos Capítulos 2 e 3 da presente Tese, é sugerido que 

investigações de efeitos epistáticos específicos com base em hipóteses 

fundamentadas em evidências a priori, apesar de tradicionalmente 

negligenciadas, devem ser cada vez mais aplicadas na área genética psiquiátrica 

(Rovaris et al., 2013a). O Anexo II apresenta achados adicionais do nosso grupo 

a respeito da influência de efeitos epistáticos na susceptibilidade à Dependência 

de Nicotina, plublicados na revista Journal of Neural Transmission este ano 

(Rovaris et al., 2013b). Assim, estes resultados em conjunto enfatizam a 

necessidade de ir além da abordagem tradicional de associação “um polimorfismo 

– um fenótipo”, complementado os estudos com investigações de efeitos 

epistáticos, de preferência, envolvendo hipóteses de interações baseadas em 

evidências biológicas prévias.  

 

-Complexo gênico NTAD: evolução e implicações fenotípicas 

Além da importância de analisar interações gênicas, uma abordagem 

alternativa apresentada na presente Tese visa investigar, de modo conjunto, o 

papel de polimorfismo presentes ao longo de agrupamentos gênicos na 

manifestação de transtornos ou na modulação da variabilidade normal do 

comportamento. Dessa forma, ao invés de focar em um único gene, o estudo leva 

em consideração a vizinhança onde esse está localizado.  

Além disso, uma vez que evidências sugerindo a existência de efeitos 

conjuntos e de inter-relações dos genes de um agrupamento, uma maior 

compreensão a respeito da formação e manutenção desse complexo gênico no 

decorrer da evolução torna-se necessária, ou ao menos, muito instigante.  
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-História evolutiva do NTAD 

O Capítulo 4 apresenta estudo conduzido como intuito de investigar a 

história evolutiva do complexo NTAD através da análise comparativa do genoma 

de 48 espécies de vertebrados e também da comparação de um conjunto de 

sítios polimórficos entre primatas, incluindo Homo neanderthalensis (Green et al., 

2010) e Denisovan (Reich et al., 2010).  

Foi possível verificar que trata-se de um complexo bastante antigo, sendo 

que o agrupamento TAD, ou seja, TTC12-ANKK1-DRD2, pode ser encontrado 

apresentando sintenia e vizinhança conservadas desde os ramos mais basais 

investigados (peixes teleósteos), sendo datado em pelo menos ~525 milhões de 

anos, na origem dos vertebrados. Parece ser interessante o fato de que a 

aproximação do NCAM1 a esse complexo já formado (TAD) tenha aparentemente 

coincidido com a saída dos vertebrados do meio aquático e a conquista do 

ambiente terrestre, datada em aproximadamente ~400 milhões de anos atrás.  

Essa transição foi acompanhada por mudanças importantes do sistema 

nervoso central dos vertebrados e, visto que está sendo mantida conservada até 

hoje, pode-se cogitar que a aproximação desses genes relacionados a 

desenvolvimento neuronal e/ou neurotransmissão possa ter tido/estar tendo um 

papel fundamental para o funcionamento desse sistema nervoso mais complexo. 

Nós encontramos também evidências de que os genes do complexo NTAD 

sejam co-regulados, o que está de acordo com estudos genômicos que sugerem 

uma tendência de genes co-regulados, co-expressos e/ou co-funcionais 

localizarem-se mais proximamente ao longo dos cromossomos (Cohen et al., 

2000; Hurst et al., 2004; Sémon e Duret 2006; Janga et al., 2008; Michalak 2008; 

Arnone et al., 2012). Assim, é possível sugerir que o surgimento desse 

mecanismo de co-regulação do NTAD represente uma adaptação funcional 

importante no momento em que o sistema nervoso central dos vertebrados 

tornou-se mais complexo.  

Além disso, verificamos que alguns polimorfismos do NTAD (incluindo o 

Taq1A) provavelmente estavam presentes nos genomas de outras espécies do 

gênero Homo além de H. Sapiens. Esse achado sugere a possibilidade de que 
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processos de seleção ou deriva genética possam ter agido/agir nesses sítios 

resultando na manutenção de ambos alelos por um longo período de tempo.  

Esses resultados combinados reforçam ainda mais as evidências da 

implicação de genes/polimorfismos do agrupamento NTAD na modulação de 

fenótipos importantes para o desenvolvimento/sobrevivência tanto de nós 

humanos como de outras espécies de vertebrados.  

 

-O complexo gênico NTAD e a heterogeneidade do TDAH 

No Capítulo 5 é descrito um estudo avaliando o papel de variações 

genéticas ao longo do complexo NTAD na predisposição e modulação da 

apresentação clínica do TDAH, visando melhor compreender os fatores os 

achados inconsistentes na literatura envolvendo o tradicional polimorfismo Taq1A.  

Os resultados indicam que variações genéticas do NTAD, não restritas ao 

Taq1A, são capazes de modular a manifestação clínica do TDAH através da 

associação com comorbidades e traços de temperamento. Polimorfismos 

individuais e/ou haplótipos centrados na região ANKK1/DRD2 foram associados 

com características internalizantes em indivíduos com TDAH, como os 

Transtornos Depressivo Maior e de Ansiedade Generalizada e com escores 

elevados de Evitação de Dano e reduzidos de Persistência. Além disso, a 

susceptibilidade ao Transtorno Depressivo Maior parece ser influenciada 

independentemente por polimorfismos nos genes NCAM1 e DRD2. A presença de 

múltiplos fatores de risco no NTAD ressalta a complexidade dos efeitos do NTAD 

e reforça a sugestão prévia de que os quatro genes desse agrupamento devem 

ter funções relacionadas na modulação comportamental, embora a maneira pela 

qual isso ocorre ainda não está esclarecida (Yang et al., 2007).  

Com base em estudos funcionais prévios dos polimorfismos associados, foi 

possível sugerir que uma das maneiras pela qual os genes dos NTAD poderiam 

estar influenciando a susceptibilidade tanto de transtornos/características 

internalizantes (Capítulo 5) como externalizantes (Gelernter et al., 2006; Yang et 

al., 2007; 2008; Ducci et al., 2010; Nelson et al., 2013) poderia ser através da 

desregulação da transmissão dopaminérgica no cérebro. Além disso, uma 
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hipótese que pode ser levantada é de que esse efeito de variantes do NTAD na 

predisposição geral a transtornos externalizantes e internalizantes (possivelmente 

devido a um estado hipodopaminérgico)  possa ser mediada/explicada, em parte, 

pela associação encontrada dessas variantes com escores elevados de Evitação 

de Dano. Essa hipótese requer que investigações adicionais sejam conduzidas 

em amostras independentes, tanto em indivíduos com TDAH (visando replicação 

dos achados atuais) como sem TDAH, para testar sua validade.  

De modo geral, os achados apresentados no Capítulo 5 podem ajudar a 

elucidar inconsistências prévias da literatura a respeito da associação de 

polimorfismo Taq1A com o TDAH e outros transtornos. Ao mesmo tempo em que 

os resultados apresentados contribuem para o conhecimento acerca dos efeitos 

do agrupamento gênico NTAD em transtornos psiquiátricos, eles acrescentam 

uma ainda maior complexidade a esse panorama. No entanto, justamente essa 

grande complexidade dos efeitos do NTAD, possivelmente envolvendo 1) efeitos 

de múltiplos polimorfismos, 2) efeitos pleiotrópicos e 3) dimensões de 

personalidades compartilhadas dos diversos transtornos, sugere possíveis fontes 

para as significativas heterogeneidades consistentemente descritas por meta-

análises do TAq1A com TDAH (Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012), Transtorno por 

Uso de Álcool (Munafò et al. 2007, Smith et al. 2008, Le Foll et al., 2009 e Wang 

et al. 2013) e Nicotina (Li et al., 2004; Munafò et al., 2004, 2009).  

Por serem transtornos psiquiátricos de herança complexa, é esperado que 

múltiplos genes espalhados pelo genoma contribuam para a susceptibilidade a 

esses transtornos. No entanto, é possível que as inconsistências nos achados 

com o Taq1A reflitam a presença de forte heterogeneidade genética dentro do 

próprio NTAD, envolvendo polimorfismos em maior ou menor grau de 

desequilíbrio de ligação. Esses, por sua vez, podem conferir efeitos aditivos ou 

mesmo estar interagindo com outros polimorfismos da mesma região ou regiões 

distintas do genoma (como descrito nos Capítulos 2 (Mota et al., 2013) e 3 (Mota 

et al., in press), por exemplo). Além disso, é possível que variações nas taxas de 

comorbidades e/ou de dimensões de personalidade entre amostras distintas  

possam contribuir para inconsistências entre estudos. Uma apresentação clínica 

marcada pela presença de comorbidades (tanto internalizantes como 
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externalizantes) poderia refletir um perfil genético e funcional com mais 

alterações. 

Provavelmente os achados mais consistentes e promissores apresentados 

na presente Tese (descritos nos Capítulos 2 (Mota et al., 2013), 3 (Mota et al., in 

press) e no Anexo I (Rovaris et al., 2013)) referem-se a importância da 

investigação de efeitos epistáticos na modulação comportamental e o 

aproveitamento de evidências bioquímicas, fisiológicas e/ou estatísticas por 

exemplo, na elaboração de hipótese a priori para testar tais interações. Além 

disso, com base nos resultados apresentados no Capítulo 5, apoiado também 

pelo estudo referente ao Capítulo 4 (Mota et al., 2013), é sugerido que para uma 

maior compreensão do papel do receptor de dopamina D2 na psiquiatria os 

futuros estudos não fiquem restritos a investigar a associação direta entre o 

tradicional polimorfismo Taq1A e um transtorno específico. Se faz necessário que 

estas investigações sejam expandidas a fim de englobar outros polimorfismos 

espalhados ao longo do complexo gênico NTAD, os quais podem apresentar 

efeitos independentes sobre o mesmo fenótipo, além de efeitos pleiotrópicos. Isso 

ressalta também a importância de um maior refinamento fenotípico, considerando 

padrões de comorbidades e traços de personalidade.  

 
 

“Closing time, open all the doors 
And let you out into the world 

Closing time, turn all of the lights on 
Over every boy and every girl 

Closing time, one last call for alcohol 
So finish your whiskey or beer 

Closing time, you don't have to go home 
But you can't stay here 

... 
Closing time, time for you to go out 

To the places you will be from 
... 

Closing time, every new beginning 
Comes from some other beginning's end” 

 
(Closing Time, Semisonic) 
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ANEXO III 
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