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Os transtornos psiquiatricos causam forte impacto na vida dos individuos

afetados e da sociedade como um todo e ha muitas evidéncias indicando um forte
componente genético envolvido na susceptibilidade a esses transtornos. Nos
ultimos anos houve um grande avango tecnoldgico e analitico na area da
genética, permitindo investigagbes em larga escala por fatores especificos que
compdem a grande herdabilidade das doencas mentais. No entanto, os estudos
genéticos tém esbarrado em dificuldades vinculadas a natureza complexa desses
fendtipos. A presente Tese sugere abordagens alternativas para superar tais
barreiras e que podem auxiliar na identificagdo de mecanismos e alteragbes
genéticas com papéis relevantes em um conjunto de fenétipos comportamentais
relacionados. A partir da compilagédo de evidéncias bioquimicas, fisiolégicas e
evolutivas, bem como do reconhecido papel do sistema dopaminérgico na
modulagao comportamental, procuramos esclarecer o papel de efeitos epistaticos
e de agrupamentos génicos no desenvolvimento do Transtorno de Déficit de
Atencao/Hiperatividade (TDAH), Transtorno de Conduta (TC) e Transtorno por
Uso de Alcool. Mais especificamente, identificamos uma interacéo entre variantes
dos genes dos receptores de dopamina D2 (DRDZ2) e D4 (DRD4), a qual reflete
padrées de heteromerizacado diferencial previamente demonstradas in vitro e in
vivo, que exerce um papel importante na susceptibilidade ao Abuso/Dependéncia
de Alcool. Além de identificarmos este efeito epistatico em duas amostras
independentes de adultos, em um estudo subsequente demonstramos que o
efeito desta interacdo pode ser observado ainda na infancia, estando associado
com o desenvolvimento do TC em criangas com TDAH. Esses achados, além de
esclarecerem associacdes controversas na literatura em relacdo ao papel dos
genes DRD2 e DRD4 em fendtipos psiquiatricos, também sugerem um
mecanismo potencial para a possivel via causal que conecta a presencga de TC na

infancia 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 psiquiatricos, realizamos uma analise evolutiva do
agrupamento génico NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRDZ2), o qual engloba o
DRD2, além de um estudo que considerou os efeitos individuais e em conjunto de
polimorfismos ao longo desta regido. Os resultados obtidos indicam que o NTAD
€ um agrupamento génico bastante antigo, o qual estd sendo mantido com
vizinhanga génica e sintenia conservadas desde a emergéncia dos vertebrados
para o0 meio terrestre, provavelmente via mecanismos envolvidos em co-
regulagédo. Além disso, esta concepgédo do NTAD como uma “unidade funcional” é
corroborada por resultados indicando a presenca de multiplos polimorfismos ao
longo dos quatro genes associados com fenotipos comportamentais relacionados.
Os resultados da presente Tese apoiam a premissa de que abordagens analiticas
que consideram evidéncias de interagbes entre genes candidatos em amostras
com vasta caracterizacdo fenotipica 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

13



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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Capitulo 1

INTRODUCAO

“..gnorance more frequently begets confidence than does
knowledge: it is those who know little, and not those who know
muich, who so positively assert that this or that problem will

never be solved @ science.”

Charles Darwin (1809-1882)
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1. TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS

Os transtornos psiquiatricos causam sofrimento e comprometimento em
diversos contextos na vida dos individuos afetados e de pessoas proximas, além
de terem grande impacto social e econémico na sociedade como um todo. Ao
passo em que grandes avangos foram conquistados nas ultimas décadas a
respeito da prevengao, diagnostico e/ou tratamentos de outros tipos de doencgas
complexas, como cardiopatias, hepatopatias e mesmo cancer, o diagnostico dos
transtornos psiquiatricos permanece essencialmente clinico, sem contar com o
auxilio de exames laboratoriais eficientes e o tratamento para esses transtornos

persiste como um dos maiores enigmas da medicina.

Entretanto, grandes esfor¢os tém sido implementados para melhor elucidar
as bases etiologicas destes transtornos e muitos avangos tém sido alcangados
neste sentido. Estudos clinicos e genéticos tém tradicionalmente subdividido os
transtornos psiquiatricos 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 propensdo de reagir ao
descontentamento voltando o seu sofrimento para si proprio, € marcada por
sintomas de ansiedade, medo e tristeza e inclui Transtornos Depressivos e

Transtornos de Ansiedade.

Ja a categoria Externalizante é descrita como a propensao de expressar
descontentamento voltando-se contra o ambiente externo e costuma manifestar-
se na forma de comportamentos de desobediéncia, agressivos e anti-sociais, e
inclui o Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH), Transtorno
Desafiador de Oposicdo (TDO), Transtorno de Conduta (TC), Transtorno de
Personalidade Anti-Social (TPAS) e Transtornos por Uso de Substancias (TUS).
Evidéncias indicam que o desenvolvimento desses transtornos externalizantes
compartilha mecanismos psicologicos, fisiopatolégicos e de predisposi¢cao
genética em comum (revisdo em Arcos-Burgos et al., 2012).
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Embora transtornos internalizantes e externalizantes conceitualmente
representem categorias distintas (marcadas por forte correlagao fenotipica, 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 sao encontrados em comorbidade (Angold 1999; Burcusa et al., 2003;
Kessler et al., 2006; Jacob et al., 2007; Cosgrove et al., 2011).

Ha evidéncias indicando também uma parcela de sobreposi¢cdo 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-ocorréncia de transtornos internalizantes e
externalizantes possa ser explicada, em parte, pelo efeito de influéncias genéticas

(62%) em comum.

Além disso, dimensdes de personalidade também tém sido sugeridas como
fatores de risco em comum que poderiam ser responsaveis pelas altas taxas de
comorbidades dos transtornos psiquiatricos (Krueger et al., 2001; Khan et al.,
2005; Hink et al., 2013). Foi sugerido também que essa correlagdo das dimensdes
de personalidade com diferentes transtornos (internalizantes ou externalizantes
ou ambos) possa refletir, ao menos em parte, influéncias 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 esforgos vém sendo implementados na tentativa de
compreender melhor o curso de desenvolvimento dos transtornos psiquiatricos.
Ha um interesse crescente em desvendar como (e em que extensdo) diferentes
transtornos seriam capazes de predizer uns aos outros ao longo da vida. Estudos
longitudinais tém mostrado que ha um continuo envolvendo os transtornos
psiquiatricos que, iniciados durante a infancia, podem persistir ao longo da vida
nao s6 por um padrao “homotipico” (persisténcia do mesmo transtorno), como

também de maneira “heterotipica” (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 manuteng¢ao e/ou desenvolvimento posterior de
transtornos psiquiatricos, Kessler et al. (2011) encontraram associagbes mais
fortes de predigdo de transtornos dentro de cada categoria (ou seja, padrédo
homotipico) do que entre as duas categorias (padrdao heterotipico). No entanto,
dentre predi¢cdes heterotipicas, 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 presenca de
TDO/TC na infancia 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
presencga de transtornos psiquiatricos na infancia/adolescéncia seja um forte fator
de risco para uma gama de transtornos na vida adulta. Dentre os achados mais
interessantes estdo a forte predigdo homotipica do TDAH ao longo do
desenvolvimento e o efeito da presenca de TDAH, TDO e TC na adolescéncia na
predicdo de TUS na vida adulta (Copeland et al., 2013).

A seguir, sera apresentada uma breve descrigdo dos transtornos
psiquiatricos que fazem parte do foco central de estudos desta Tese. Dentre estes
estdo o Transtorno por Uso de Alcool (o qual é parte integrante do TUS), o TDAH
e o TC. Além disso, uma mencéao a relevancia de dimensdes de personalidade e
do sistema dopaminérgico a esses transtornos sera apresentada.
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1.1 Transtorno por Uso de Alcool

A secédo de TUS da 4?2 Edigdo do Manual Diagnostico e Estatistico de
Doengas Mentais (DSM-IV-TR; American Psychiatric Association, 2000) inclui os
Transtornos por Uso de Alcool, Nicotina, Cocaina, Opidides, entre outros. Em
geral, o diagnostico desses transtornos € subdivido em critérios para Abuso ou
Dependéncia de determinada substéncia. Os critérios para diagndstico de
Transtorno por Uso de Alcool e de dois dos mais comuns Transtornos Induzidos
pelo Alcool (Intoxicagdo com Alcool e Abstinéncia de Alcool) sdo apresentados na
Tabela I.

Tabela |. Critérios Diagndsticos do Transtorno por Uso de Alcool e de Transtornos
Induzidos pelo Alcool adaptado do DSM-IV-TR (APA, 2000).

Transtornos por Uso de Alcool

303.90 Dependéncia de Alcool

Um padrdo mal adaptativo de uso de alcool, levando a comprometimento ou sofrimento clinicamente
significativo, manifestado por trés (ou mais) dos seguintes critérios, ocorrendo em qualquer momento no
mesmo periodo de 12 meses:
(1) tolerancia, definida por qualquer um dos seguintes aspectos:
(a) necessidade de quantidades progressivamente maiores de alcool, para obter a intoxicagao ou
o efeito desejado
(b) acentuada reducgéo do efeito com o uso continuado da mesma quantidade de alcool
(2) abstinéncia, manifestada por qualquer dos seguintes aspectos:
(a) sindrome de abstinéncia caracteristica de alcool (consultar os Critérios A e B dos conjuntos
de critérios para Abstinéncia de Alcool)
(b) o alcool é consumido para aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia
(3) o alcool é frequentemente consumido em maiores quantidades ou por um periodo mais longo
do que o pretendido
(4) existe um desejo persistente ou esforgos malsucedidos no sentido de reduzir ou controlar o
uso de alcool
(5) muito tempo é gasto em atividades necessarias para a obtengdo do alcool, na utilizagdo da
alcool ou na recuperagao de seus efeitos
(6) importantes atividades sociais, ocupacionais ou recreativas sdo abandonadas ou reduzidas
em virtude do uso de alcool
(7) o consumo de alcool continua, apesar da consciéncia de ter um problema fisico ou
psicologico persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pelo alcool (p. ex.,
consumo continuado de bebidas alcodlicas, embora o individuo reconhega que uma ulcera piorou
devido ao consumo do alcool)

305.00 Abuso de Alcool
A. Um padrdo mal adaptativo de uso de alcool levando a prejuizo ou sofrimento clinicamente
significativo manifestado por um (ou mais) dos seguintes aspectos, ocorrendo dentro de um periodo de

12 meses:
(1) uso recorrente de alcool, acarretando fracasso em cumprir obrigagdes importantes no
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trabalho, na escola ou em casa (p. ex., repetidas auséncias ou fraco desempenho ocupacional
relacionados ao uso de alcool; faltas, suspensdées ou expulsdes da escola relacionadas a
utilizagdo de alcool, negligéncia dos filhos ou dos afazeres domésticos)
(2) uso recorrente de alcool em situagdes nas quais isto representa perigo para a integridade
fisica (p. ex., dirigir veiculo ou operar maquina quando prejudicado pelo uso do alcool)
(3) problemas legais recorrentes relacionados ao &lcool (p. ex., detengbes por conduta
desordeira relacionada ao alcool)
(4) uso continuado do alcool, apesar de problemas sociais ou interpessoais persistentes ou
recorrentes causados ou exacerbados pelos efeitos deste (p. ex., discussées com o cdnjuge
acerca das consequéncias da intoxicagao, lutas corporais)

B. Os sintomas jamais satisfizeram os critérios para Dependéncia de Alcool.

Transtornos Induzidos pelo Alcool

303.00 Intoxicagdo com Alcool

A. Ingestao recente de alcool.
B. Alteragbes comportamentais ou psicolégicas clinicamente significativas e mal adaptativas (p.
ex., comportamento sexual ou agressivo inadequado, humor instavel, prejuizo no julgamento, prejuizo
no funcionamento social ou ocupacional) desenvolvidas durante ou logo ap6s a ingestéo de alcool.
C. Um ou mais dos seguintes sinais, desenvolvidos durante ou logo apds o uso de alcool

(1) fala arrastada

(2) incoordenacgéo

(3) marcha instavel

(4) nistagmo

(5) comprometimento da atengdo ou da meméria

(6) estupor ou coma
D. Os sintomas nédo se devem a uma condi¢gdo medica geral, nem sdo mais bem explicados por
outro transtorno mental.

— ~— — ~—

291.81 Abstinéncia de Alcool

A. Cessacgao (ou redugéo) do uso pesado ou prolongado de alcool
B. Dois (ou mais) dos seguintes sintomas, desenvolvidos dentro de algumas horas a alguns dias
apos o Critério A:

(1) hiperatividade autonémica (p. ex., sudorese ou frequéncia cardiaca acima de 100)

(2) tremor intenso

(3) ins6nia

(4) nauseas ou vomitos

(5) alucinagdes ou ilusdes visuais, tateis ou auditivas transit6rias

(6) agitagéo psicomotora

(7) ansiedade

(8) convulsdes de grande mal
C. Os sintomas no Critério B causam sofrimento ou prejuizo clinicamente significativo no
funcionamento social, ocupacional ou em outras areas importantes da vida do individuo.
D. Os sintomas nédo se devem a uma condi¢gdo medica geral, nem sdo mais bem explicados por
outro transtorno mental.

~— = = ~— — ~—

O consumo de bebidas que contém alcool, uma droga psicoativa que provoca
efeitos relaxantes e eufoéricos, esta presente na maioria das culturas. Em geral, os
efeitos por ingestdo excessiva de alcool seguem um padrdo temporal bifasico,
caracterizado por uma sensacao inicial de relaxamento e entusiasmo seguida de
ressaca, exaustao e depressdo. Quando ingerido em grandes quantidades pode

também causar nausea, vémito, dificuldade/ incapacidade de controle fisico,
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perda de consciéncia e ha risco de morte. A prevaléncia de Abuso/Dependéncia
de Alcool (que durante a presente Tese podera ser referido como sinénimo do
Transtorno por Uso de Alcool) é estimada em torno de 13% (Kessler et al., 2005;
Witkiewitz et al., 2013). Assim, embora as bebidas alcodlicas sejam de facil
acesso e seu consumo amplamente difundido na sociedade, apenas uma parcela
dos individuos que ingerem alcool vem a ter problemas significantes relacionados
a seu consumo. Esse fato torna interessante a busca pela identificacdo de fatores
de risco que possam afetar a susceptibilidade individual ao Transtorno por uso de
Alcool. Fatores genéticos, bem como a presenca prévia ou simultanea de outros
transtornos psiquiatricos, podem ser considerados como fortes candidatos na
investigacéo de tais fatores de risco.

Estima-se que a contribuigdo genética para a variagdo da susceptibilidade ao
Transtorno por Uso de Alcool seja em torno de 50-70% em ambos os sexos
(revisdo em Agrawal e Lynskey, 2008). E 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 substancias), além de fatores genéticos
de risco que sao substancia-especificos (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/Dependéncia de Alcool e outras substancias de abuso, e assim, muitos
estudos investigando o papel de variagdes genéticas relacionadas a esse sistema
vém sendo conduzidas. Essas informacbes serdo detalhadas na Se¢ao 1.5 - O
Papel Central do Sistema Dopaminérgico, bem como na Secédo 2 — Estudos
Moleculares do presente Capitulo. Entretanto, embora seja consenso que fatores
genéticos possuem uma forte influéncia na susceptibilidade ao Transtorno por
Uso de Alcool e que o sistema dopaminérgico tenha um papel importante no TUS,
a identificacado desses fatores genéticos de risco n&o tem sido tdo simples quanto

Se esperava.

Nos ultimos anos, com a possibilidade de ampliacdo do volume de
polimorfismos investigados, varios estudos de associagao por varredura gendémica

(GWAS - do inglés Genome-Wide Association Study) foram conduzidos na

21



tentativa de identificar fatores genéticos associados a Dependéncia de Alcool
(revisdo 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 unica (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism)
associados & Dependéncia de Alcool com P<10°, porém nenhum destes
permaneceu significativamente associado (P<0.05) na etapa de replicagdo do
estudo. No mesmo ano, outro GWAS também ndo foi capaz de identificar
associagao significativa de SNPs pelos critérios convencionais de significancia em
GWAS; no entanto, os autores revelam que o sinal de associagao mais forte foi
obtido em uma regi&o especifica do Cromossomo 11 (Edenberg et al., 2010). Em
uma analise subsequente através de uma abordagem gene-candidato, na qual 48
genes com evidéncia prévia de associagdo foram analisados, foi possivel
corroborar o papel de alguns desses genes na dependéncia de alcool, embora
nenhum SNP tenha ultrapassado o valor de significancia requerido por GWAS,
(Kendler et al., 2011). Um desses genes candidatos associados (ANKK7) é foco
de estudos da presente Tese e sera descrito nas Se¢des 2.1 — O Tradicional
Receptor De Dopamina D2 (DRDZ2) e 2.3 — O Complexo Génico NTAD (NCAM1-
TTC12-ANKK1-DRDZ2) do presente Capitulo.

O Transtorno por Uso de Alcool, bem como de outras substancias, é
normalmente precedido por uma gama de comportamentos de risco,
caracteristicos de transtornos externalizantes, durante a infancia e adolescéncia.
Um estudo indicou que quase % dos adolescentes dependentes de alcool (com
idades entre 13 e 17 anos) apresentavam diagndstico para ao menos um outro
transtorno externalizante (Kuperman et al., 2001). Os resultados de uma meta-
analise recente indicam que a prevaléncia do TDAH é bastante elevada (23.1%)
entre os individuos com TUS (Oortmerssen et al., 2012). J& em uma amostra de
adultos internados em clinica de reabilitagdo devido ao TUS, 39% apresentavam
diagnostico para o TC (Schubiner et al., 2000).

A presencga concomitante de TDAH em adultos com grave dependéncia de
substancias esta associada a uma maior incidéncia de acidentes automobilisticos
e, dentre as mulheres, a um aumento no numero de tratamentos para o Abuso de

Alcool (Schubiner et al., 2000). Da mesma forma, a presenga de TC nesses
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pacientes esta associada a um inicio mais precoce do desenvolvimento da
Dependéncia de Alcool, & maiores taxas de dependéncia de outras substancias
(cocaina, estimulantes, alucindgenos e/ou cannabis) e a um maior prejuizo social,
académico e profissional (Schubiner et al., 2000). Foi indicado também que tanto
a presenca de TC como de TDAH estavam associadas a uma idade mais precoce

de experimentagdo com alcool (Sartor et al., 2007).

Embora tradicionalmente os estudos relacionados aos padrdes etiolégicos
e de comorbidade do Abuso/Dependéncia de Alcool tenham focado
primariamente em sintomas e transtornos externalizantes, € 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 lacono
2013). Adolescentes com historico de transtornos de ansiedade ou depressivos
possuem risco aumentado de desenvolver Dependéncia de Alcool, bem como
TUS em geral (Bruckl et al., 2007). Dentre adultos diagnosticados com Transtorno
Depressivo Maior, dois grandes estudos indicaram que a presenga concomitante
do Transtorno por Uso de Alcool foi observada entre 23.6% (Davis et al., 2006) e
40.3% (Hasin et al., 2005) desses pacientes. Além disso, ha evidencias de que
filnos de individuos dependentes de alcool apresentam risco elevado de
desenvolverem Transtorno Depressivo Maior (Hill et al., 2008).

1.2 Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH)

O TDAH caracteriza-se por um conjunto de sintomas que ocorrem em niveis
inapropriados para a idade (ou etapa de desenvolvimento), causando sofrimento e
prejuizo significantes. Esses comportamentos sédo divididos em duas dimensdes
principais de sintomas: sintomas de desatencdo e sintomas de hiperatividade/
impulsividade. Segundo o DSM-IV-TR (APA, 2000), o TDAH ¢é dividido em trés
subtipos principais - Combinado, Predominantemente Desatento e
Predominantemente Hiperativo-Impulsivo — de acordo com o numero e grupo de

sintomas apresentados na Tabela Il.
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Tabela Il. Critérios diagnésticos do DSM-IV-TR para Transtorno de Déficit de Atencao/
Hiperatividade (APA, 2000).

Transtorno de Déficit de Atengao/ Hiperatividade

A

© O

m

0u (1) ou (2)

(1) seis (ou mais) dos seguintes sintomas de desatengao persistiram pelo periodo minimo de 6
meses, em grau mal adaptativo e inconsistente com o nivel de desenvolvimento:
Desatencdao:

(a) frequentemente néo presta atengédo a detalhes ou comete erros por omissdo em atividades
escolares, de trabalho ou outras

(b) com frequéncia tem dificuldade para manter a atengéo em tarefas ou atividades ludicas

(c) com frequéncia parece n&o ouvir quando lhe dirigem a palavra

(d) com frequéncia ndo segue instrucdes e ndo termina seus deveres escolares, tarefas
domeésticas ou deveres profissionais (ndo devido a comportamento de oposi¢ao ou incapacidade
de compreender instrugdes)

(e) com frequéncia tem dificuldade para organizar tarefas e atividades

(f) com frequéncia evita, demonstra ojeriza ou reluta em envolver-se em tarefas que exijam
esfor¢co mental constante (como tarefas escolares ou deveres de casa)

(g) com frequéncia perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (p. Ex., brinquedos,
tarefas escolares, lapis, livros ou outros materiais)

(h) é facilmente distraido por estimulos alheios a tarefa

(i) com frequéncia apresenta esquecimento em atividades diarias

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

Hiperatividade:

(a) frequentemente agita as m&os ou os pés ou se remexe na cadeira

(b) frequentemente abandona sua cadeira na sala de aula ou outras situagdes nas quais se
espera que permanega sentado

(c) frequentemente corre ou escala em demasia, em situagdes impréprias (em adolescentes e
adultos, pode estar limitado a sensagdes subjetivas de inquietagéo)

(d) com frequéncia 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 frequéncia tem dificuldade para aguardar sua vez

(i) frequentemente interrompe ou se intromete em assuntos alheios (p. ex., em conversas ou
brincadeiras)

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

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

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

Os sintomas n&o ocorrem exclusivamente durante o curso de um Transtorno Global do
Desenvolvimento, Esquizofrenia ou outro Transtorno Psicético, nem sao 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 Atencao/Hiperatividade, Tipo Combinado: se tanto o Critério A1 quanto
o Critério A2 sao satisfeitos durante os ultimos 6 meses.

314.00 Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade, Tipo Predominantemente Desatento: se o
Critério A1 é satisfeito, mas ndo o Critério A2, durante os ultimos 6 meses.

314.01 Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade, Tipo Predominantemente Hiperativo-
Impulsivo: se o Critério A2 é satisfeito, mas ndo o Critério A1, durante os Ultimos 6 meses.
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Estima-se que cerca de 5,3% das criangas apresentem o TDAH, sendo a
prevaléncia semelhante nos diversos continentes (Polanczyk et al., 2007).
Embora n&o haja consenso sobre o percentual exato, acredita-se que cerca de
metade das criangas manterdo o diagnodstico quando adultos (Kessler et al.,
2010), sendo a prevaléncia de TDAH adultos estimada em 2,5% (Simon et al.,
2009). O diagnostico do TDAH em adultos € feito seguindo os mesmos critérios
indicados pelo DSM-IV-TR, no entanto, a descrigdo dos sintomas é normalmente
adaptada para o contexto de vida de adultos. A permanéncia dos sintomas do
TDAH nos adultos esta relacionada a diversos prejuizos na vida profissional,
académica e nos relacionamentos sociais e esta associada com riscos maiores
para o desenvolvimento de outras patologias psiquiatricas (Wender et al., 2001,
Barkley et al., 2006; Rosler et al., 2010).

A herdabilidade do TDAH ¢é estimada em 76% em criangas, estando entre
as mais altas dentre os transtornos psiquiatricos (Faraone et al., 2005). Ja a
herdabilidade da forma persistente de TDAH (permanéncia do TDAH em adultos)
foi inicialmente estimada em 30% (Boomsma et al., 2010), valor bem abaixo da
estimada para criangas. No entanto, para tal estudo, os questionarios utilizados
para avaliagdo dos sintomas de TDAH foram respondidos somente de acordo
com a auto-avaliagdo de cada individuo, diferentemente do que ocorre com as
criangas, onde medidas de sintomatologia sdo obtidas através da avaliacdo dos
pais. Assim, a estimativa da herdabilidade do TDAH em adultos permanecia como
uma questdo em aberto uma vez que é sugerido que contar somente com
medidas de auto-avaliagdo pode representar uma critério pouco robusto no caso
de pacientes com TDAH (Kooij et al., 2010; Franke et al., 2012).

No inicio deste ano, no entanto, um grande estudo longitudinal, contando
tanto com dados de auto-avaliagdo 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 infancia até o inicio
da vida adulta (19 a 20 anos) (Chang et al., 2013). Os autores desse estudo
revelam outro fato interessante: eles sugerem que a manutencdo de alta
herdabilidade no decorrer do desenvolvimento é resultado tanto de estabilidade
como de inovagdo genética. Ou seja, o conjunto de fatores genéticos
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responsaveis pela alta herdabilidade do TDAH na infancia explica somente uma
parcela (24%) da herdabilidade do TDAH na adolescéncia e na vida adulta,
periodos em que o efeito de conjuntos de fatores genéticos distintos é
manifestado (Chang et al., 2013).

Com base em resultados vindos de modelos animais, consideragdes
tedricas e na eficacia do uso de estimulantes no tratamento do TDAH, genes
implicados no sistema dopaminérgico sdo apontados como tendo papel
importante na susceptibilidade ao TDAH, embora genes n&o relacionados a este
sistema ja tenham também sido implicados. Essas informagdes serdo detalhadas

na Secao 1.5 — O Papel Central do Sistema Dopaminérgico deste Capitulo.

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 associagdes previamente encontradas
e/ou gerar novas hipodteses biolégicas. 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-analise (Neale et al.,
2010b) foram conduzidos para o TDAH até o momento, no entanto ainda nao foi
possivel a identificacdo de variantes que estejam significativamente associadas
ao transtorno apos corregcdo estatistica para multiplos testes. Embora esses
estudos ainda n&o tenham sido capazes de identificar associagdes com SNPs
especificos, os resultados vém apontando para um papel importante de genes
evolvidos em processos celulares basicos, tais como adesao celular, migragao
neuronal, reguladores de plasticidade sinaptica e de canais ibnicos (Poelmans et
al., 2011; Franke et al., 2012).

O TDAH é um transtorno bastante heterogéneo no qual as frequentes
comorbidades parecem exercer uma forte influéncia em sua manifestagéo clinica.
Dentre criangas com TDAH, ja 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 prevaléncia

tanto de transtornos externalizantes quanto internalizantes € elevada em
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individuos com TDAH. Estudos recente indicam que entre 40% e 50% das
criancas 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 estado reconhecidamente entre as comorbidades mais
prevalentes no TDAH (Elia et al., 2009). Em criangas e adolescentes com TDAH a
taxa de comorbidade com TC pode ser estimada em torno de 17% (Hamshere et
al., 2013). Ja a prevaléncia de problemas relacionados a conduta em adultos com
TDAH foi estimada em 57,8%, enquanto que em adultos sem TDAH essa
estimativa € em torno de 7% (Ebejer et al., 2012). Dentre os adultos com TDAH, a
presenca de historico de TC (atual ou passado) esta associada com maior
gravidade dos sintomas e grau de prejuizo do TDAH, bem como com taxas mais
elevadas de comorbidade com transtornos psiquiatricos durante a vida adulta
(Vitola et al., 2012; Ebejer et al., 2012).

Além disso, dentre os individuos com a TDAH, a presenga concomitante do
TC parece formar um subgrupo distinto, o qual possui uma maior influéncia de
fatores genéticos bem como uma apresentacao clinica mais grave (Thapar et al.,
2001). Recentemente uma meta-andlise com dados de GWAS de TDAH
corroborou essa concepg¢do ao indicar que o subgrupo de criangas com TDAH
com comorbidade com TC apresentavam escores de risco genético mais
elevados que aquelas que nao tinham TC (Hamshere et al., 2013). Assim, ha um
forte conjunto de evidéncias, vindo de estudos com pares de gémeos, 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 segao anterior (Segao 1.1 — Transtorno por uso de
Alcool), a ocorréncia concomitante do TDAH e do TUS também tem sido relatada
em varios estudos (Wilens, 2004; Upadhyaya, 2008; Oortmerssen et al., 2012). Ja

foi sugerido que mesmo os parentes de 1° grau de individuos com TDAH
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apresentam risco elevado para o desenvolvimento do TUS, independentemente
de eles préprios apresentarem ou n&do TDAH (Biederman et al., 2008). A relagao
entre a presenca do TDAH durante a infancia e o subsequente desenvolvimento
do TUS na vida adulta vem sendo intensamente investigada e foi recentemente
avaliada por dois estudos de meta-analise (Lee et al., 2011; Charach et al., 2011).
Ambas indicaram que o TDAH na inféancia esta associado a uma maior
prevaléncia do TUS na vida adulta. Como sera descrito a seguir, ha evidéncias
também de que essa relacdo entre TDAH e TUS possa ser mediada pela
presenca do TC.

1.3 Transtorno de Conduta (TC)

Como vem sendo descrito nas secdes anteriores, o TC € um transtorno
externalizante altamente comorbido com o TDAH e o TUS. O TC caracteriza-se
por um padrdo de comportamento repetitivo e persistente no qual sdo violados os
direitos individuais dos outros, ou normas, ou regras sociais importantes proprias
da idade (APA, 2000). Segundo o DSM-IV-TR (APA, 2000), o diagndstico de TC &
feito com base na presencga de trés (ou mais) dos critérios listados na Tabela IlI
nos ultimos 12 meses, com a presenca de pelo menos um deles nos ultimos 6

meses.

A estimativa da prevaléncia nos Estados Unidos do TC ao longo da vida &
de 9,5% (12% no sexo masculino e 7,1% no sexo feminio) (Nock et al., 2006) e
estudos com pares de gémeos estimaram a herdabilidade do TC entre 40-80%
(Hicks et al., 2004; Maes et al., 2007).

Comparado a outros transtornos psiquiatricos na infancia, a presenca de
TC esta dentre os mais fortes preditores de TUS na vida adulta (Kim-Cohen et al.,
2003). Inclusive, um estudo recente avaliando 1.774 gémeos indicou que a maior
parte da associagcdo genética entre o TDAH na adolescéncia e a Dependéncia de
Alcool 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 lll. Critérios Diagnosticos DSM-IV Transtorno de Conduta

Transtorno da Conduta

A. Um padrao repetitivo e persistente de comportamento no qual sdo violados os direitos individuais dos
outros, ou normas, ou regras sociais importantes proprias da idade, manifestado pela presencga de trés
(ou mais) dos seguintes critérios nos ultimos 12 meses, com presenga de pelo menos um deles nos
ultimos 6 meses:

Agressao a pessoas e animais

(1) provocagdes, ameagas e intimidagdes frequentes

(2) lutas corporais frequentes

(3) utilizagdo de arma capaz de infligir graves lesdes corporais (p. ex., bastéo, tijolo. garrafa
quebrada, faca, revolver)

(4) crueldade fisica para com pessoas

(5) crueldade fisica para com animais

(6) roubo em confronto com a vitima (p. ex., bater carteira, arrancar bolsa, extorsdo, assalto a
mao armada)

(7) coacdo para que alguém tivesse atividade sexual consigo

Destruigao de patriménio

(8) envolveu-se deliberadamente na provocagao de incéndio com a intengdo de causar sérios
danos

(9) destruiu deliberadamente o patriménio alheio (diferente de provocagéo de incéndio)

Defraudagao ou furto

(10) arrombou residéncia, prédio ou automdvel alheios

(11) mentiras frequentes para obter bens ou favores ou para esquivar-se de obrigacgdes legais (i
&, ludibria pessoas)

(12) roubo de objetos de valor sem confronto com a vitima (p. ex., furto em lojas, mas sem
arrombar e invadir; falsificagéo)

Sérias violagées de regras

(13) frequente permanéncia na rua a noite, contrariando proibi¢cdes por parte dos pais, iniciando
antes dos 13 anos de idade

(14) fugiu de casa a noite pelo menos duas vezes, enquanto vivia na casa dos pais ou em lar
adotivo (ou uma vez, sem retornar por um extenso periodo)

(15) gazetas frequentes, iniciando antes dos 13 anos de idade

B. A perturbagdo do comportamento causa comprometimento clinicamente significativo do funcionamento
social, académico ou ocupacional.

C. Se o individuo tem 18 anos ou mais, ndo sao satisfeitos os critérios para Transtorno da Personalidade
Anti-Social.

Codificar com base na idade de inicio:

312.81 Tipo com inicio na Infancia: inicio de pelo menos um critério caracteristico do Transtorno da
Conduta antes dos 10 anos de idade.

312.82 Tipo com inicio na Adolescéncia: auséncia de quaisquer critérios caracteristicos do Transtorno da
Conduta antes dos 10 anos de idade.

312.89 Transtorno da Conduta, inicio Inespecificado: a idade do inicio ndo é conhecida.

Ainda salientando o papel do TC sobre o risco de TUS, tem sido sugerido
que o TC na infancia (comorbido ou ndo com TDAH), e ndo o TDAH
especificamente, seja preditor do Transtornos por Uso de Alcool na vida adulta.
Além disso, alguns estudos tém indicado que a relagdo entre o TDAH e TUS

deixa de ser significativa quando a analise € controlada para a presenca 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 evidéncias indica que o TC possa
exercer um efeito mediador na relagdo entre o TDAH na infancia e o subsequente
desenvolvimento de Transtorno por Uso de Alcool 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-analises (Lee et al., 2011; Charach et al., 2011),
um papel independente do TDAH nessa predicdo ndo pode ser prontamente

excluido.

1.4 Dimensoes de Personalidade

Existem diversos instrumentos para avaliar medidas de personalidade, mas
um dos mais usados atualmente em estudos de genética psiquiatrica é o
Inventario de Temperamento e Carater proposto por Cloninger et al. (1993). Por
esse questionario sdo avaliadas quatro dimensdes de temperamento (Procura por
Novidades, Evitagdo de Dano, Dependéncia de Recompense e Persisténcia) e
trés de carater (Auto-Direcionamento, Cooperatividade e Auto-Transcedéncia). As
medidas de carater, ao contrario das de temperamento, parecem ser dimensodes
com baixa herdabilidade, ter uma manifestacdo mais tardia no curso do
desenvolvimento e ser influenciadas pelo nivel de estudo e pelo ambiente familiar
(Cloninger et al., 1993).

Os resultados mais consistentes da relagdo entre essas dimensdes de
personalidade e o TDAH indicam que individuos adultos com TDAH apresentam
escores mais elevados tanto de Procura por Novidades quanto de Evitagdo de
Dano do que individuos sem TDAH (Downey et al., 1997; Anckarsater et al., 2006;
Jacob et al., 2007; Faraone et al., 2009). Ha também indicios de que o TDAH
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esteja associado com escores mais baixos de Persisténcia e, em menor grau, de

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

Alguns autores, no entanto, sugerem que essa relagao entre as dimensdes
de temperamentos possa variar de acordo com a gravidade dos sintomas de
desatencédo 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 gémeos recente indica que, enquanto escores de Procura por Novidade
estdo associados tanto com sintomas de desatencdo quanto de hiperatividade-
impulsividade, os escores de Evitagdo de Dano estdo correlacionados somente
com o sintomas de desatengdo e que escores de Persisténcia estao
negativamente correlacionados com sintomas de desatengdo e positivamente
correlacionados com sintomas de hiperatividade-impulsividade (Merwood et al.,
2013a). Alem disso, este estudo indica que os sintomas de TDAH compartilham
uma base etiologica em comum com essas dimensdes de temperamento, tendo
sido encontradas correlacbes genéticas positivas entre os sintomas de
desatencao e Procura por Novidades e Evitacdo de Dano e entre os sintomas de
hiperatividade-impulsividade e Procura por Novidades; € sugerido também que
escores de Persisténcia tenham correlagdo genética positiva com sintomas de

hiperatividade-impulsividade e negativa com sintomas de desatengao.

Esses resultados estao de acordo com achados prévios do nosso grupo de
pesquisa que indicaram que a gravidade de sintomas de desatencido estava
associada com escores elevados de Evitagcdo de Dano enquanto que sintomas de
hiperatividade-impulsividade estavam associados com aumento nos escores de
Procura por Novidades e Persisténcia (Salgado et al., 2009). Nessa mesma linha,
um estudo subsequente indicou que individuos com TDAH do subtipo Desatento
apresentavam escores significativamente mais altos de Evitagdo de Dano e mais
baixos de Procura por Novidade do que os individuos dos subtipos Hiperativo-
Impulso e Combinado (Muller et al., 2010). Gomez et al. (2012) corroboram
também a relagcdo entre os sintomas de desatencdo e escores elevados de
Evitacdo de Dano e entre os sintomas de hiperatividade-impulsividade e escores

elevados de Persisténcia.
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Individuos com escores elevados de Procura por Novidades séao
normalmente descritos como impulsivos, curiosos, instaveis, temperamentais,
irritaveis, extravagantes e indisciplinados, sdo dispostos a se engajar em novas
atividades e interesses, mas tém tendéncia a negligenciar detalhes importantes e
ficam distraidos ou entediados facilmente (Cloninger et al., 1987). Essas
caracteristicas assemelham-se bastante com os sintomas de TDAH,
especialmente os sintomas de hiperatividade-impulsividade.

Ja individuos com escores altos de Evitacdo de Dano sio caracterizados
como sendo mais cautelosos, tensos, apreensivos, medrosos, inibidos,
envergonhados, pessimistas e se cansam facilmente (Cloninger et al., 1987). A
presenca de escores elevados de Evitacdo de Dano, caracterizada por um viés
para comportamentos inibitorios ou de internalizagdo, em individuos com TDAH
esta 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 individuos com mais sintomas de desatencgao, para os
quais ja foram atribuidos niveis mais elevados de Evitagado de Dano, a prevaléncia
de transtornos internalizantes costuma estar elevada (Acosta et al., 2008).
Adicionalmente, uma meta-analise recente encontrou escores significativamente
elevados de Evitagdo de Dano em pacientes da maioria dos transtornos
psiquiatricos investigados, incluindo os Transtornos Depressivo Maior, Bipolar,
Obssessivo-Compulsivo, de Panico, Fobia Social, Anorexia Nervosa, Bulimia
Nervosa e Esquizofrenia (Miettunen e Raevuori, 2012).

A dimensao de Persisténcia, originalmente pertencente a dimensao de
Dependéncia de Recompensa e posteriormente incluida no modelo psicobiolégico
de Cloninger et al.,, (1993) como uma dimensdo independente, reflete a
capacidade de perseveranca apesar da frustacao e fatiga. E sugerido que escores
de baixa Persisténcia em adultos com TDAH indicam que eles tendem a desistir
facilmente quando frustrados e que eles sdo menos propensos a se empenhar por
seus objetivos e a perseverar em tarefas (Faraone et al., 2009). Essa baixa
persisténcia € 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 Secgéo anterior, embora ndo seja o unico sistema
implicado, o sistema dopaminérgico é considerado como tendo papel central no
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos comuns, incluindo o TUS e o TDAH
- principais focos de estudo desse doutorado (revisées 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 dependéncia de
diferentes tipos de substancias esta relacionado com a ativagdo da transmissao
dopaminérgica induzida por essas substancias através da via mesolimbica (Wise
e Bozarth, 1987; revisdao em Dichter et al., 2012), enquanto outros defendem que
o desenvolvimento do TUS, na verdade, reflete um estado de hipo-funcéo
dopaminérgica (Melis et al., 2005). Independente do mecanismo primario de
susceptibilidade, diversas linhas de evidéncias apoiam a nog¢ao de que individuos
com TUS sado caracterizados por uma diminuicdo do interesse/resposta a
estimulos normais — ndo provocados pelo uso de substancias (alcool, drogas) —
fenbmeno conhecido como “sindrome de deficiéncia de recompensa” (Blum et al.,
1996; revisbes em Diana, 2011; Diechter et al., 2012). Assim, dentre os varios
possiveis genes ou sistemas candidatos a estudo da vulnerabilidade ao TUS, os
genes relacionados ao sistema dopaminérgico tém recebido especial interesse
(revisdes em Bowirrat e Oscar-Berman 2005; Le Foll et al., 2009).

Da mesma forma, em 1991, Levy prop0s a teoria dopaminérgica do TDAH,
na qual era sugerido que déficits dopaminérgicos em regides cerebrais
especificas poderiam resultar em sintomas caracteristicos do TDAH. Desde
entdo, muitos estudos tém sido conduzidos na tentativa de compreender os
mecanismos e fatores pelos quais o sistema dopaminérgico poderia predispor ao
TDAH. A investigagdo do papel deste sistema na etiologia do TDAH torna-se
especialmente interessante uma vez que o uso de psico-estimulantes, os quais
elevam os niveis de dopamina extracelular, causam rapido alivio dos sintomas em
até 70% dos individuos com TDAH (Spencer et al., 1996). O metilfenidato (mais
conhecido no Brasil pelos nomes comerciais Ritalina e Concerta) € o
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medicamento de escolha para o tratamento do TDAH ha mais de 50 anos e age
inibindo a funcdo de recaptacdo do transportador de dopamina e,
consequentemente, aumentando os niveis de dopamina na fenda sinaptica que
estardo disponiveis para serem ligados aos receptores de dopamina (Volkow et
al., 2005). Assim, o metilfenidato funciona aumentando a neurotransmissao
dopaminérgica e essa € uma das evidéncias mais robustas do envolvimento deste
sistema com o TDAH. Embora ndo haja ainda um consenso sobre fatores
especificos, evidéncias de estudos genéticos, neurobiolégicos e com modelos
animais também vém indicando que a neurotransmissdo dopaminérgica
desempenha um papel importante da na etiologia do TDAH (revisbes 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 ja tenha sido demonstrado que grande parte dos transtornos
psiquiatricos 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 necessaria. Acredita-se que a etiologia
desses fendtipos complexos compreenda o efeito de muitas variantes comuns
presentes em diversos genes, cada uma contribuindo com um tamanho de efeito
muito pequeno (fendmeno conhecido como “doengas comuns — variantes
comuns”), embora o papel de variantes raras com tamanho de efeito maior ndo

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

Os tradicionais estudos avaliando genes candidatos pela abordagem caso-
controle resultam em associacdes que muitas vezes ndo sao replicadas. Ja os
estudos de GWAS, onde tantas esperangas foram depositadas por grande parte
da comunidade cientifica, vém apresentando resultados aquém dos desejados.
Os estudos de genes candidatos do tipo caso-controle normalmente testam a
associagao individual de um ou poucos polimorfismos em genes plausivelmente
envolvidos com o fendtipo de interesse. Os GWAS n&o contam com uma hipétese
prévia de quais genes estdo envolvidos e testam individualmente um grande
numero de SNPs (de milhares a milhdes) espalhados ao longo do genoma. Em
decorréncia disso, amostras extremamente grandes sdo necessarias para a
identificacdo de variantes que ultrapassem o critérios de significancia

estabelecidos para GWAS devido a corregao para multiplos testes.

Alguns fatores importantes, na maioria das vezes negligenciados por
ambas as abordagens, podem estar contribuindo para a complexidade dos
estudos genéticos de transtornos psiquiatricos. Um deles seria, além do pequeno
tamanho de efeito atribuido a diversas variantes genéticas comuns, a presencga de
ampla heterogeneidade genética, onde variantes diferentes acarretam fendtipos
similares. Uma possivel maneira de lidar com essa caracteristica € estimando o

efeito de varios polimorfismos em conjunto. Isso pode ser feito pela analise de
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agrupamentos génicos, os quais podem vir a representar unidades funcionais,
com efeitos relacionados, portando multiplos polimorfismos de risco e onde
haplétipos ultrapassam as delimitagbes 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 varios polimorfismos € através da analise de escores
de risco poligénicos utilizando dados gerados em GWAS, onde é possivel estimar
a parcela de risco que pode ser atribuida ao conjunto geral de variantes genéticas
comuns (revisdo em Dudbridge et al., 2013).

Um segundo fator complicador nesses estudos seria a propria
heterogeneidade clinica caracteristica dos transtornos psiquiatricos comuns. No
caso do TDAH, por exemplo, a presenga de determinadas comorbidades pode
indicar perfis clinicos e de susceptibilidade genética distintos (Thapar et al., 2001,
Hamshere et al., 2013). Assim, é interessante também investigar o papel de
fatores genéticos na modulagéo clinica desses transtornos, uma vez que esses
fatores podem estar associados a presenca de comorbidades e caracteristicas de

personalidades especificas dentre individuos com um mesmo transtorno.

O terceiro fator que vale a pena chamar a atencéo € a possibilidade de que
efeitos epistaticos (descritos em mais detalhes na Segao 2.2 Efeitos Epistaticos e
0 Papel da Heteromerizagdo deste Capitulo) tenham um papel importante na
susceptibilidade a esses transtornos, uma vez que é esperado que a maioria das
proteinas codificadas interaja fisicamente ou funcionalmente com outras proteinas
ao longo de rotas biologicas e dependam dessas interacbes para o seu
funcionamento (Zuk et al., 2012; Hemani et al., 2013).

Foram justamente estes trés fatores limitantes nos estudos genéticos de
transtornos psiquiatricos comuns (ou mesmo de fenétipos de heranga complexa
em geral) que motivaram e guiaram os estudos conduzidos durante este
doutorado. As secbes a seguir refletem 1) o ponto de partida que instigou a
concepgao de novas abordagens para tentar responder antigas questdes, 2) a
inclusdo imediata e aproveitamento de dados provindos de outras areas de
pesquisa na geragao de hipdteses baseadas em evidéncias e 3) a caracterizagao

dos genes/agrupamento génico que investigamos durante esse periodo, incluindo
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os motivos que os tornam fortes candidatos a este estudo, bem como a
identificacdo da necessidade de abordar outros aspectos (ndo clinicos) de um
agrupamento génico especifico.

2.1 O Tradicional Receptor de Dopamina D2 (DRD2)

Genes que codificam os receptores de dopamina vém sendo alvo de
intensos estudos na tentativa de melhor esclarecer o papel relativo de cada
subtipo distinto de receptor, tanto na modulacdo da variabilidade comportamental
comum quanto patolégica. Existem cinco tipos de receptores de dopamina
(DRD1-DRD5), os quais sao 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,
responsavel pela conversdo de ATP em AMP ciclico (Figura 1). Os receptores de
dopamina estdo envolvidos com uma gama de proteinas sinalizadoras de
resposta e, dessa forma, sdo capazes de regular diversas atividades relacionadas
com locomogéo, reforgo positivo ou recompensa, cognigdo e controle metabdlico
no sistema nervoso central (revisdo em Lee e Wong, 2010). A distribuicdo de
cada um dos tipos de receptores de dopamina no cérebro apresenta padrdes
distintos, no entanto ha varias areas de sobreposi¢do (revisdo em Wu et al.,,
2012).

O gene DRD?Z (sigla proveniente do nome em inglés: Dopamine Receptor
D2), localizado na regidao cromossOmica 11q23, codifica o receptor de dopamina
D2. Com cerca de 65.000 nucleotideos, o gene DRDZ2 consiste em oito éxons,
sendo que a sua regido codificadora abrange do 2° ao 8° éxon (Figura 1). Através
do mecanismo de splicing alternativo, este gene codifica duas isoformas que
diferem na presenca de 29 aminoacidos correspondentes ao 6° éxon: a forma
curta D2S (com 414 aminoacidos) apresenta localizagao preferencialmente pré-
sinaptica, enquanto a forma longa D2L (com 443 aminoacidos) age
preferencialmente em sitios pos-sinapticos (Usiello et al., 2000). Essa distribuicao

37



neuronal distinta entre as duas isoformas do receptor de dopamina D2 na sinapse
indica que elas exercem diferentes fungbes na transmissdo dopaminérgica
(Usiello et al., 2000). Assim, além de ser um dos receptores de dopamina pos-
sinaticos mais abundantes, o receptor de dopamina D2 age como auto-receptor

pré-sinaptico em terminais de neurénios dopaminérgicos.

DRD1 . .
(535.1) (-,

446 aa

DRD5 . _
(4q15.3) .=

477 aa

o

D2-like |

DRD2 A = ‘
(11923.1) 5 N 3
D2L 443 aa

D25 414 aa

DRD3 X .
(39133 -~ HE- G- - - -

400 aa

DRD4 \ _
(11p15.5) - =

387-515" aa

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura génica 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 n&o traduzidos. Linhas entre éxons representam introns.
Regido do DRD2 envolvida no processo de splicing alternativo é indicada pela localizagdo do 6°
éxon (bloco pontilhado), o qual esta presente na isoforma longa desse receptor (D2L) mas n&o na
isoforma curta (D2S). *O numero de aminoacidos (aa) codificados pelo DRD4 depende do nimero
de repeticdes no polimorfismo VNTR de 48pb, o qual esta indicado no 3° éxon (neste caso, é
ilustrada a variante de 7 repeticbes — 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 tém consistentemente indicado que individuos
com TUS (incluindo dependentes de alcool, nicotina, cocaina, heroina, entre
outros) apresentam diminuicdo significativa da disponibilidade de receptores de
dopamina D2 na regido estriatal do cérebro, a qual persiste mesmo apds meses
de desintoxicacdo (Volkow et al. 1993; Nader et al., 2006; Dalley et al., 2007,
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revisdo em Volkow et al., 2009). Este achado sugere que essa possa ser uma
caracteristica neurobioldgica de predisposicdo a dependéncia de substancias e
assim, diferengcas individuais de expressdo de DRDZ2 provocadas por
polimorfismos neste gene poderiam estar associadas a processos
comportamentais especificos que conferem vulnerabilidade ao abuso de drogas.

Experimentos com modelos animais sugerem que a presenga de
receptores de dopamina D2 é crucial para a manifestacdo das propriedades de
reforco/recompensa de substancias de abuso uma vez que esses efeitos, os
quais estdo relacionados com a capacidade dessas substancias de gerar
dependéncia psiquica, estdo ausentes em camundongos deficientes do gene
DRDZ2 (DRD2-knockout) (Maldonado et al., 1997).

Um dos polimorfismos mais estudados na genética psiquiatrica,
principalmente em relagdo ao TUS, € o SNP Tag1A (T/C; rs1800497). Acreditava-
se até 2004 que este SNP situava-se em uma regido n&o traduzida a 3’ do gene
DRDZ2 uma vez que estava a cerca de 10 kb de sua regido codificadora e nao
havia um gene descrito para esta regido. No entanto, Neville et al. (2004)
identificaram e caracterizaram um novo gene situado a 3’ do gene DRD2,
denominando-o ANKK1 (do inglés Ankyrin Repeat and Kinase Domains contaning
1). Revelou-se, entdo, que o polimorfismo Tag1A na verdade corresponde a um
polimorfismo n&o-sinbnimo situado no oitavo éxon do gene ANKK1. Dessa forma,
a transigcao do alelo “C” (A2) para o alelo “T” (A1) no SNP Taq1A provoca uma
troca de aminoacidos (Glu713Lys) no dominio C-terminal de da proteina
codificada, para o qual ha indicios de papel mediador em interagcbes proteina-
proteina (Michaely et al., 2002; Neville et al., 2004). Mais detalhes sobre o gene
ANKK1 serdao apresentados na Sec¢do 2.3.1 — Caracteristicas Individuais dos
Genes do NTAD.

Ainda em 1990, Blum et al. identificaram pela primeira vez a associagao do
SNP Tag1A (identificado entdo como polimorfismo do gene DRDZ2) com
dependéncia de alcool. Essa foi a primeira evidéncia da associagdo entre genes
de receptores de neurotransmissores e susceptibilidade a dependéncia de

substancias. Apos esse achado inicial, centenas de outros estudos investigaram
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nao s6 o papel deste polimorfismo em relagdo a dependéncia de alcool e outros
transtornos mas também o seu possivel efeito neurofisioldgico para explicar tais

associacoes.

Ha um forte conjunto de evidéncias indicando que portadores do alelo A1
(T) do Taq1A apresentam uma fungdo dopaminérgica reduzida. Diversos estudos
indicam que a presenga desse alelo confere reducgéo significante (entre de 10% a
40%) do numero de receptores D2 em diferentes areas cerebrais relacionadas ao
estriado (Noble et al., 1991; Thompson et al., 1997; Pohjalainen et al., 1998;
Jonsson et al.,, 1999). Aléem disso, foi indicado que o alelo A1 do Taq1A esta
associado a um aumento da atividade estriatal da descarboxilase de aminoacido
L-aromatico, a enzima final da biossintese da dopamina (Laakso et al., 2005). Os
autores sugerem que esse achado possa ser explicado por uma redugdo da
expressao de DRDZ2, levando a uma diminuicdo da sua fungcdo como auto-
receptores nos portadores desse alelo e um aumento na taxa de sintese de
dopamina (Laakso et al., 2005).

Por outro lado, os resultados do papel do Taq1A na susceptibilidade a
Dependéncia de Alcool e a outros transtornos psiquiatricos e caracteristicas
comportamentais tém se mostrados bastante inconsistentes. O papel do SNP
Tag1A no TDAH foi inicialmente relatado em um amostra de criangas com
Sindrome de Tourette (Comings et al., 1991; Comings et al., 1996), indicando
uma associacdo entre a presenca do alelo A1 do Tag1A e maior prevaléncia
TDAH. Na sequéncia, estudos utilizando amostras especificas para TDAH foram
delineados, os quais foram posteriormente analisados em meta-analise. Gizer et
al. (2009) incluiram seis desses estudos para avaliar o papel do SNP Taq1A
(utilizado como sendo marcador/representante do gene DRDZ2) no TDAH em
criangas. Os resultados dessa meta-analise foram conflitantes, sendo que sob o
modelo de analise de efeitos fixos eles encontram associagdo do alelo A1 do
Tagq1A com TDAH (OR=1.54 CI95%= 1.29-1.83 P<0.001) enquanto que sob o
modelo de efeitos aleatodrios eles relatam que somente uma baixa tendéncia para
associagao foi encontrada (OR=1.65, ClI95%=0.89-3.06, P=0.110) (Gizer et al.,
2009). E sugerido que esse resultado contraditério 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 s&o necessarios para esclarecer o papel
do SNP Taq1A, ou mesmo de outros SNPs funcionais do gene DRDZ2 (ou do
ANKKT), na susceptibilidade ao TDAH. Mais recentemente, outra meta-analise
incluindo nove estudos indicou associacdo do Taq1A com TDAH (OR=1.65,
Cl195%=1.05-2.58, P<0.0001) (Wu et al., 2012). No entanto, devido ao excesso de
heterogeneidade encontrado em ambas meta-analises, os resultados a respeito
do efeito do Tag1A na susceptibilidade ao TDAH permanecem inconclusivos
(Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012).

Da mesma forma, trés meta-analises foram conduzidas para avaliar o papel
do SNP Taq1A no tabagismo e obtiveram também resultados conflitantes,
marcados por alta heterogeneidade (Li et al., 2004; Munafo et al., 2004, 2009). Li
et al. (2004) conduziram uma meta-analise de 12 estudos e indicaram uma
prevaléncia do alelo A1 do Taq1A significativamente maior em fumantes do que
em n&do fumantes (OR=1.50, Cl95%=1.33-1.70, P<0.0001). Por outro lado,
Munafo et al. (2009), incluindo 29 estudos em sua meta-analise, ndo encontraram
associagao significante do Taq1A com caracteristicas do tabagismo (idade de
inicio, persisténcia, intensidade). Entretanto, eles encontram associag&o entre o
numero de participantes do sexo masculino nos estudos e o tamanho de efeito
dos estudos individuais, indicando que a associagao do Tag1A com a idade de
inicio e a persisténcia do tabagismo seja mais forte em homens (Munafo et al.,
20009).

Associagoes desse SNP também ja foram relatadas com outros fenaétipos,
na maioria dos casos indicando o alelo A1 como sendo de risco, como por
exemplo, Dependéncia de Cocaina (Noble et al., 1993), Dependéncia de Heroina
(Perez de los Cobos et al., 2007), resposta ao tratamento para dependéncia e
intensidade de uso de heroina (Lawford et al., 2000), TPAS em dependentes de
alcool (Ponce et al., 2003), abuso de substancias em filhos de dependentes de
alcool (Conner et al., 2005), atencdo e controle inibitério (Rodriguez-Jimenez et
al., 2006b), sintomas de ansiedade/depressédo (Lawford et al., 2006; Hayden et
al., 2010), Doenga 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 nao encontram tais
associagbes, como por exemplo, para Esquizofrenia (Ambrosio et al., 2004),
resposta ao tratamento da dependéncia de heroina (Barrat et al., 2006), Doenga
de Parkinson (Comings et al., 1991; Kiyohara et al., 2011) e depressao (Comings
et al., 1991).

Em estudos avaliando o efeito do Tag1A em dimensdes de personalidade,
a presenga do alelo A1 ja foi associada com escores elevados de Procura por
Novidades (Noble et al., 1998; Berman et al., 2002) e reduzidos de Persisténcia
(Nyman et al., 2009); embora um efeito oposto tenha sido descrito em relagdo a
Procura por Novidades e a Dependéncia de Recompensa (Kazantseva et al.,
2011). Ainda, em um estudo de ligagao, Hill et al. (1999) mostraram que o SNP
Taq1A estava ligado a dimens&o de Evitagdo de Dano em uma amostra familiar

de dependentes de alcool.

Atualmente, o achado mais consistente do Tag1A continua a ser em
relacdo ao seu papel na susceptibilidade & Dependéncia de Alcool, havendo
quatro meta-analises que corroboram esta associagao (Munafo et al., 2007, Smith
et al., 2008, Le Foll et al.,, 2009 e Wang et al.,, 2013). Munafo et al. (2007)
incluiram em sua meta-analise 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 a Dependéncia de Alcool tanto em
populagdes europeias (OR=1,19) quanto em asiaticas (OR=1,17). Resultado
semelhante foi encontrado por Smith et al. (2008) e Le Foll et al. (2009), indicando
que individuos com a presenga do alelo A1 tinham um risco a Dependéncia de
Alcool significativamente aumentado em relagdo aqueles individuos sem este
alelo. A mais recente meta-analise 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 associagao entre o alelo A1 do SNP Taqg1A e a Dependéncia de
Alcool (Wang et al., 2013).

Uma caracteristica recorrente destas meta-analises € a evidéncia de
heterogeneidade significativa entre os estudos incluidos. Diferengas quanto ao

sexo, idade, histérico familiar, gravidade da dependéncia, presenga de
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comorbidades e caracteristicas de personalidade entre as amostras dos
diferentes estudos séo alguns dos fatores que podem estar contribuindo para tais
achados.

No entanto, uma vez que o Taq1A ndo afeta a expressdo do gene DRD2,
alvo de interesse tradicional de tais estudos, Wang et al. (2013) sugerem trés
hipéteses alternativas para explicar a associacao deste SNP com a Dependéncia
de Alcool: 1) este SNP pode estar localizado em um mesmo bloco de forte
desequilibrio de ligagcdo de variantes causais; 2) pode estar codificando um
elemento regulatorio que afeta a expressao do gene DRDZ2 diretamente; 3) pode
influenciar a expressao do gene ANKK17 o qual, subsequentemente, poderia afetar
a expressdo do gene DRDZ2. Outro fator importante apontado por Wang et al.
(2013) que pode levar a tal heterogeneidade seria o efeito de possiveis interagdes
epistaticas envolvendo o gene DRDZ2 (ou mesmo o ANKKT).

2.2 Efeitos Epistaticos e o Papel da Heteromerizagao

2.2.1 Efeitos Epistaticos

O termo “epistasia” foi cunhado por William Bateson ha mais de 100 anos e
desde entdo o seu conceito inicial foi expandido sendo hoje utilizado para definir
praticamente qualquer conjunto de interagcbes complexas entre loci genéticos
(revisdo em Phillips, 2008). Em 1918, R.A. Fisher definiu o termo relacionado
“epistacy” como qualquer desvio estatistico da combinacdo aditiva de dois /oci nos
seus efeitos em um fendtipo, o que hoje € usualmente chamado de epistasia
estatistica ou interagbes estatisticas. Assim, epistasias biologicas (também
chamadas interagbes genéticas ou interagcdes gene-gene), de maneira geral,
podem ser descritas como o fenbmeno que ocorre quando alteragdes em um
gene modifica o efeito de outro (e vice-versa), e podem ser detectadas

comparando os efeitos no fendtipo de interesse (susceptibilidade a transtornos,
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por exemplo) de alteragdes em um unico gene (presencga do alelo de risco de um
dos genes, por exemplo) com os efeitos de alteragbes nos dois genes
simultaneamente. Para isso, no modelo estatistico usado para testar a associacao
nos genes/marcadores moleculares investigados com o fendtipo de interesse,
inclui-se um termo de interagdo e a melhora na qualidade de ajuste do modelo é
avaliada (Ahlbom e Alfredsson, 2005).

Como mencionado anteriormente (Secdo 2 — Estudos Moleculares), a
abordagem utilizada por grande parte dos estudos gene-candidatos baseia-se na
analise da associagdo de um ou mais polimorfismos em um gene especifico com
a presenga de um diagnostico especifico em um grupo de individuos comparado
com um outro grupo de individuos que ndo recebeu tal diagnéstico. Na era de
GWAS, as analises em larga escala passaram a testar conjuntos muito grandes

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

No entanto, as funcionalidades de multiplas proteinas parecem estar inter-
relacionadas, seja por meio de interagao fisica, por efeitos compensatorios ou por
estarem na mesma rota funcional. Efeitos epistaticos podem gerar combinagdes
de alto risco (com grande tamanho de efeito) a partir da interacdo de alelos de
baixo risco (Moore et al., 2009). Além disso, mesmo n&o sendo observados
efeitos principais significativos de SNPs individuais, muitos polimorfismos
genéticos podem agir sinergicamente, levando ao fenoétipo afetado (presencga do
transtorno, por exemplo) quando combinados (Okser et al., 2013). Desta forma,
os efeitos epistaticos podem ter um papel fundamental na compreensao e
esclarecimento dos tantos achados incongruentes entre estudos relatados na
literatura, assim como para a falha na deteccdo de associagcbes 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 nivel de
significancia raramente explicam mais do que uma fragdo modesta da
herdabilidade dos transtornos psiquiatricos, deixando no ar a questdo do que
poderia explicar o restante da herdabilidade, ou seja, a “herdabilidade perdida”

(Manolio et al., 2009). Muitas hipoteses para explicar onde estdo escondidos
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esses efeitos genéticos vem sendo sugeridas, incluindo a presengca de muitos
outros polimorfismos de efeitos menores que ainda ndo foram descobertos, a
presenga de variantes raras (possivelmente conferindo tamanhos de efeito
maiores), variante estruturais, interagées gene-gene (efeitos epistaticos) e até
estimativas inadequadas da herdabilidade (Manolio et al., 2009).

Tamanho N
de Efeito 5 98
50.0 Y
- 5. Poucos exemplos de
Alelos raros que b variantes comuns de
causam doencas S grande efeito
Mendelianas influenciando doencgas
3.0 @~ comuns
e N Variantes de baixa

equéncia com efeit

1.5
Modesto : ; A,
Variantes raras com Variantes comuns
efeitos pequenos e associadas a doencas
1.1 muito dificeis de comuns por GWAS
identificar
Pequeno
0.001 0.005 0.05
Muito Rara Rara Baixa

Frequéncia Alélica

Figura 2. Probabilidade de identificar variantes genéticas pela frequéncia do alelo de risco e do
tamanho de efeito (odds ratio). Adaptada de Manolio et al. (2009) os quais sugerem que maior
énfase e interesse sdo dados em identificar associagdes com caracteristicas apresentadas dentre
as linhas diagonais pontilhadas.

Atualmente, o debate entre quais caminhos levardo mais rapidamente e
eficientemente a descoberta de onde ficou perdida a herdabilidade gira em torno
de duas propostas principais: Por um lado, um grupo de pesquisadores sugere
que as investigagbes devem ser principalmente direcionadas a encontrar
variantes de baixa frequéncia, com tamanhos de efeitos modestos a

intermediarios, e também variantes raras com tamanhos de efeito intermediarios a
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altos (Figura 2; Manolio et al., 2009; Yang et al., 2010). Eles sugerem que essas
variantes, combinadas as variantes comuns de tamanho de efeito pequeno a
moderado ja detectadas por GWAS, seriam capazes de explicar a herdabilidade
fenotipica ndo fosse o tamanho amostral atual ainda insuficiente e os padrbes de
desequilibrio de ligacdo incompletos entre as variantes causais e os SNPs
genotipados. Estudos incluindo a abordagem de avaliagdo de escores de risco
poligénicos 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 variancia fenotipica (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 variancia e sugeriram que a maior parte da herdabilidade n&o esta
perdida e sim escondida em SNPs de efeitos muito pequenos para atingirem os

niveis de significancia (Yang et al., 2010).

Por outro lado, ha quem defenda que a compreensdo da herdabilidade
perdida passa pela investigagdo dos efeitos epistaticos das interagcées génicas.
Zuk et al. (2012) sugerem que nao levar em consideracéo os efeitos epistaticos
no calculo da herdabilidade de um determinado fendtipo resulta em uma
superestimativa da herdabilidade total e consequente subestimativa da parcela
dessa herdabilidade explicada pelas variantes conhecidas, ampliando o fendmeno
da herdabilidade perdida. Assim, mesmo quando todas as variantes que afetam
um determinado fendétipo forem descobertas, a herdabilidade explicada por elas
pode ndo chegar a 100%, fendbmeno conhecido como “herdabilidade fantasma”
(Zuk et al., 2012).

A importancia do efeito de interagdes epistaticas vem ganhando destaque
e grande empenho tem sido investido na elaboragdo e aprimoramento de novos
meétodos analiticos para a investigagao desses efeitos em dados de GWAS (Zhu
et al., 2013; Okser et al., 2013). No entanto, fica claro que a busca por interagdes
entre todas as possiveis combinacbes de SNPs dos GWAS, além de ser
computacionalmente limitante, implicaria na obtencdo de amostras de tamanhos
exorbitantes e em corregdes estatisticas para multiplos testes (que visam reduzir

o numero de falsos-positivos) que raramente permitiiam a sobrevivéncia de
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alguma associagao significativa (provocando um aumento do numero de falsos-
negativos). Assim, muitas das novas abordagens que vém sendo desenvolvidas
estdo baseadas no uso de evidéncias estatisticas e/ou biologicas a priori visando
selecionar um numero reduzido de marcadores genéticos para serem testados

nas interacdes (revisdo em Ritchie, 2011; Liu et al., 2012; Nazarian et al., 2012).

2.2.1 Receptores de Dopamina D2 e D4: Heteromerizagéo e Epistasia

Além do DRDZ2, um dos genes mais investigados atualmente em estudos
de transtornos psiquiatricos e de variagdes normais do comportamento € o gene
que codifica o receptor de dopamina D4 (DRD4). Assim como o DRD?2, ele esta
localizado no cromossomo 11, mas encontra-se na regido 11p.15.5, e é composto
por quatro éxons (Figura 1). Os receptores de dopamina D4 séao
preferencialmente expressos na areas estriatais do cérebro e no cértex pré-
frontal, de forma pré- ou pés-sinaptica, 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). Evidéncias sugerem ainda que tanto os
receptores D4 quanto D2 (especialmente D2S) podem encontrar-se localizados
em terminais glutamatérgicos cértico-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 numero variavel de repeticdes em
tandem (VNTR, do inglés variable number of tandem repeats). Conhecido como
VNTR de 48-pb do DRD4, esse polimorfismo esta localizado no éxon 3 do DRD4
e, na proteina codificada, corresponde a uma por¢cdo da terceira alca
citoplasmatica (Asghari et al, 1995). O numero de repeticbes desse VNTR de 48-
pb pode variar de 2 a 11, sendo os alelos de 2, 4 e 7 repeticbes (DRD4-2R,
DRD4-4R e DRD4-7R, respectivamente) os mais comuns. Estudos in vitro
indicam que a funcionalidade, ou seja, a resposta a dopamina, do alelo DRD4-7R
seria de duas a trés vezes menor do que a do alelo DRD4-4R e que o alelo
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DRD4-2R apresentaria funcionalidade intermediaria (Asghari et al., 1995). No
entanto, estas diferengas funcionais entre o alelo DRD4-7R e as demais variantes
ainda ndo estdo completamente elucidadas.

O VNTR de 48-pb do DRD4 foi primeiramente associado com a
variabilidade normal da dimens&o de Procura por Novidades (Ebstein et al.,
1996), estando o alelo DRD4-7R associado com escores elevados desta
dimensao. Esse achado foi posteriormente replicado por dezenas de estudos e
contestado por tantos outros, de forma que meta-anadlises ndo apoiam tal
associagao (Schinka et al., 2002; Kluger et al., 2002; Munafo 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-analises apoiando a associagdo do DRD4-
7R com o TDAH (Faraone et al., 2001; Li et al., 2006; Gizer et al., 2009; Smith,
2010).

Embora tanto o DRDZ2 quanto o DRD4 sejam frequentemente alvo de
intensas investigagdes, os resultados de tais estudos, via de regra, sdo bastante
inconsistentes, indicando forte heterogeneidade entre os achados. Alguns
estudos, inclusive, ja sugeriram a presenca de interacdes epistaticas envolvendo
estes dois genes, o que poderia, por sua vez, ajudar a explicar parte dos
resultados incongruentes. Efeitos epistaticos foram associados com TC em
adolescentes do sexo masculino e com TPAS em homens adultos (Beaver et al.,
2007). Evidéncias de interagdo entre os genes DRD2 e DRD4 foram também
sugeridas como tendo efeito na performance de um teste que avalia impulsividade
comportamental (DDT - do inglés, Delay Discounting Task) (Eisenberg et al.,
2007). No entanto, para investigar o efeito de interagdes epistaticas entre estes
dois genes dopaminérgicos, estes estudos avaliaram o polimorfismo Taq1A como
marcador do DRD2. Como o SNP Taq1A esta de fato localizado no gene ANKK1
e, até o momento, ndo ha evidéncias de que ele represente um SNP funcional
que exerga um efeito direto sobre o DRD2, torna-se mais plausivel que o Taq1A,
na verdade, esteja refletindo os efeitos de um ou mais polimorfismos funcionais

do DRDZ2 que estejam em desequilibrio de ligagdo (moderada a forte) com ele.
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Como mencionado anteriormente, o gene DRDZ2 codifica duas isoformas,
que apresentam localizagcdo e fungdes distintas e que diferem em 29
aminoacidos: a forma curta D2S, com localizagao pré-sinaptica e funcéo de auto-
receptor e a forma longa D2L, com localizagao e fungédo pds-sinaptica (Usiello et
al., 2000). Foi identificado que dois SNPs do gene DRD2, rs2283265 e
rs1076560, os quais encontram-se em muito forte/total desequilibrio de ligagao,
sdo 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 inclusdo do 6° éxon e assim reduzem a express&o
da isoforma curta D2S em relagc&o a longa D2L. Usando a técnica de analise de
imagens de ressonéncia magnética funcional (fMRI, do inglés functional magnetic
resonance imaging) tais alelos foram associados com aumento da atividade no
estriado e cértex pré-frontal durante testes de memoria de trabalho e com
redugdes de performances de memoria de trabalho e controle de atenc&o (Zhang
et al., 2007). Ha evidéncias também de que esses alelos representam fatores de
risco em casos de overdose por cocaina (Moyer et al., 2011).

Recentemente, estudos desenvolvidos por Borroto-Escuela et al. (2011) e
Gonzalez et al. (2012), utilizando multiplas abordagens in vitro, in vivo e ex vivo,
identificaram que os receptores de dopamina D2 e D4 sao capazes de formar
heterbmeros e que variantes destes receptores sao capazes de interferir nesse
processo de heteromerizacdo. Borroto-Escuela et al. (2011) avaliaram a
capacidade e eficiéncia do processo de heteromerizacdo entre a isoforma D2L e
as trés variantes mais comuns do DRD4 geradas pelo VNTR de 48-pb (DRD4-2R,
DRD4-4R e DRDA4-7R). Os resultados obtidos indicam que o D2L é capaz de
formar heterbmeros com as trés principais variantes do DRD4, sendo esse
processo de heteromerizagdo menos eficiente com o DRD4-7R. Além disso,
interacdes alostéricas foram observadas nos heterébmeros D2L.-DRD4-2R e D2L—
DRD4-4R, indicando a existéncia de um efeito potencializador desta interagao
entre receptores nesses heterémeros (Borroto-Escuela et al., 2011).

Por outro lado, Gonzalez et al. (2012), avaliaram esse processo de
heteromerizagao 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 s&o capazes de formar heterdbmeros com o D2S, o mesmo nao ocorre
com o DRD4-7R. Os autores revelam ainda que, tanto em células transfectadas
quanto do estriado de camundongos, a co-estimulagao dos receptores D2S e D4
nos heterébmeros D2S-DRD4 tem um efeito sinérgico, potencializando a via de
sinalizagao, mas esse efeito ndo ocorre em células expressando DRD4-7R.

Além disso, € demonstrado pela primeira vez que interagdes dos
receptores D2S—-DRD4 modulam a liberagao de glutamato estriatal, sugerindo que
os heterdbmeros D2S-DRD4 permitem que a dopamina faga um ajuste fino na
neurotransmisséo glutamatérgica (Gonzalez et al., 2012). E sugerido que, em
baixas concentragdes, a dopamina se ligaria aos receptores D4 (com os quais
tem mais afinidade; Rondou et al., 2010) inibindo a liberagdo de glutamato; no
entanto, concentragdes elevadas de dopamina ativariam também D2S e assim, a
interacdo sinérgica dos heterdbmeros D2S-DRD4 seria capaz de produzir uma
inibicdo ainda mais robusta da liberagdo de glutamato (Gonzalez et al., 2012). Os
autores sugerem que a presenga da variante DRD4-7R implica em um controle
mais fraco da neurotransmissédo 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

concentragdes de dopamina) (Gonzalez et al., 2012).

Dessa forma, é possivel supor que os SNPs rs2283265 e rs1076560 que
modulam o splicing alternativo do gene DRDZ2 interfram na taxa de
heteromerizacédo entre os receptores de dopamina D2 e D4. Com base no efeito
desses polimorfismos na expressao diferencial das isoformas do DRD2, as quais
interagem de maneiras distintas com as principais variantes do DRD4, é bastante
plausivel inferir eles estejam diretamente envolvidos na modulacdo dos efeitos
epistaticos dos genes DRDZ2 e DRD4, sendo que estes efeitos representariam, ao
menos em parte, um reflexo das variagcbes na eficiéncia do processo de

heteromerizacédo dos receptores D2 e D4.

A presenca de interagbes entre os genes DRDZ2 e DRD4 influenciando
diretamente manifestagbes clinicas de transtornos relacionados ao sistema

dopaminérgico poderia contribuir para explicar, ao menos em parte, a forte
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heterogeneidade caracteristica dos estudos envolvendo o gene DRD2. Como
mencionado, a grande maioria das centenas de estudos de associagdo com o
gene DRDZ2 utilizou como marcador genético o SNP Taq1A, o qual esta em
desequilibrio de ligagao parcial com varios polimorfismos do DRDZ2 (Figura 3), e
nao considerou o possivel efeito de interagdes epistaticas envolvendo o DRD2.
Com os achados de Borroto-Escuela et al. (2011) e Gonzalez et al. (2012), pode-
se sugerir a hipotese de que as inconsisténcias marcantes entre os resultados de
associacdo do Tagl1A 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
alteragdes no processo e eficiéncia de heteromerizagdo desses dois receptores

dopaminérgicos.

Sendo essa hipdtese verdadeira, € possivel também testar se tais
manifestagdes clinicas moduladas por interagcdes epistaticas 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 plausivel que as
mesmas influéncias genéticas sejam manifestadas como transtornos distintos
durante as diferentes fases do desenvolvimento (manifestacdo heterotipica,
descrita na Se¢go 1. Transtornos Psiquiatricos).
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2.3 O Complexo Génico NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD2)

Como vem sendo descrito ao longo dessa tese, um grande numero de
estudos tem tradicionalmente avaliado o papel do gene DRD2 em transtornos
psiquiatricos, com resultados bastante inconsistentes para a maioria dos fenotipos
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 associacdo. Além do complexo
ANKK1/DRD2, dois outros genes localizados na vizinhancga imediata revelaram-se
fortes genes candidatos para o estudo de manifestagbes clinicas 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 DRDZ2 formam um agrupamento génico de cerca de 520kb na
regido cromossdmica 11922-23 e s&o coletivamente chamados de complexo
génico NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRD?2) (Figura 3).

Analises gendmicas indicam que pares de genes vizinhos tendem a ter
padrées de expressao similares e que genes com fung¢des relacionadas tém uma
tendéncia a localizarem-se préximos ao longo do cromossomo (Cohen et al.,
2000). Genes co-regulados também s&o 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, ha evidéncias de que a expressao de um dos genes
(DRDZ2) do complexo génico NTAD é modulada por variagbes em outro gene
(ANKK1) deste mesmo agrupamento (Hoenicka et al., 2010). Além disso, ha
indicios de que os quatro genes que compdem o complexo génico NTAD estao,
independentemente e/ou em conjunto, envolvidos na susceptibilidade a
transtornos psiquiatricos, 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).

52



A seguir é apresentada uma breve descricdo de cada um dos genes com

énfase nos seus principais resultados.
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Figura 3. Representacdo esquematica da regido cromossémica 11g22-23, 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 regido 11922-23 (marcada pelo trago vertical amarelo) esta expandida
abaixo para representar o posicionamento e orientacdo de transcricdo dos genes
do agrupamento NTAD. Por motivos ilustrativos, o gene NCAM1 esta
parcialmente representado. Os pequenos tridngulos identificados nos genes
referem-se ao SNPs estudados nos Capitulos 4 e 5 da presente Tese.
Representagbes da taxa de recombinagédo ao longo desta regido e a estrutura de
desequilibrio de ligagcdo (D’; apresentada na forma de tridngulo invertido onde
quando mais intensa a cor maior o desequilibrio) foram obtidas pelo programa
Haploview (Barrett et al., 2005).
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2.3.1 Caracteristicas 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 esta localizado na regidao 11923.2, tendo sua
extremidade 3’ proxima a extremidade 5 do gene TTC72 (coordenadas
gendémicas GRCh37: 11:112,831,968 — 113,149,157) (Figura 3).

A proteina codificada pelo gene NCAM1 (NCAM) é amplamente expressa
no sistema nervoso, onde localiza-se na superficie celular de células neuronais e
tem func&o importante para o desenvolvimento e manutenc¢do do sistema nervoso
(revisdo em Walmod et al., 2004). Durante os primeiros 30 anos apos a
identificacdo da proteina NCAM, ela era definida apenas como uma mediadora da
adesao celular via ligagdo com outras moléculas NCAM (Rutishauser e Goridis,
1986). No entanto, atualmente ela é considerada também um receptor de
transducao de sinal que interage com uma ampla gama de moléculas, modulando
assim processos biolégicos como adesdo celular, migracéo, proliferagcao,
diferenciagao, sobrevivéncia e plasticidade sinaptica (revisdo em Walmod et al.,
2004; Hansen et al., 2008).

Esse gene é capaz de codificar multiplas isoformas a partir de splicing
alternativo e alteragbes pds-traducionais; dentre as isoformas mais conhecidas, a
NCAM-140 e a NCAM-180 sado proteinas trans-membranas com um dominio
citoplasmatico variavel enquanto a NCAM-120 esta ligada por uma ancora a
membrana celular. Além destas isoformas geradas por splicing alternativo, outra
isoforma bastante investigada, a PSA-NCAM, resulta da adicdo pos-traducional
do acido poli-sialico (PSA) na molécula de NCAM e parece ter propriedades de
adesao reduzidas, favorecendo processos de plasticidade estrutural neuronal
(Sato e Kitajima 2013; Nacher et al., 2013).

Variagdes nos niveis de expressédo e no processo de splicing de NCAM ja
foram associadas com transtornos psiquiatricos 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 (revisdo 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 fendtipos tradicionalmente associados
a fungdes dopaminérgicas poderia ser também explicado por evidéncias que
vinculam a funcionalidade da NCAM ao sistema dopaminérgico através dos
receptores D2. Ja foi sugerido que a ativagado de receptores D2 possa induzir a
expressdo da isoforma PSA-NCAM (Castillo-Goméz et al., 2008) e que esta
modulagdo possa ter um papel central na plasticidade estrutural de circuitos
inibitérios no cérebro (Castillo-Gomez et al., 2011). Os niveis de expresséo de
PSA-NCAM parecem estar alterados em individuos com Esquizofrenia,
Transtorno Depressivo Maior e Transtorno Bipolar (Varea et al., 2012; Nachter et
al., 2013, Wainwright e Galea 2013) e sua expresséo esta relacionada a sintomas
correspondentes em modelos animais (Tsoory et al., 2008). Por outro lado, foi
demonstrado que a NCAM é capaz de regular a sinalizagdo dos receptores D2 ao
promoverem a internalizagdo e subsequente degradagao destes receptores (Xiao
et al., 2009).

Estudos genéticos apontam que SNPs e haplétipos do gene NCAM1 estéao
associados com a susceptibilidade ao Transtorno por Uso de Alcool (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 intron 13 (Figura 3), destaca-se por ter sido associado, individualmente ou em
haplétipos, 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 esta
localizado entre os genes NCAM1 e ANKK1 (Figura 3). Este gene codifica uma

proteina de 705 aminoacidos que possui um dominio proteico com repeticoes de
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tetratricopeptideos e trés dominios de repeticdo Armadillo (Katoh e Katoh, 2003).
Sua fungdo permanece ainda pouco conhecida, no entanto, a presenca de
motivos proteicos de repeticbes Armadillo indica que possa estar relacionada a
uma variedade de processos celulares, incluindo ades&o celular, neurogénese e
na via de sinalizagdo Wnt-Beta-catenina (Katoh e Katoh, 2003). Sabe-se que a
dopamina interage com Beta-cateninas na via de sinalizagdo Wnt, modulando o
desenvolvimento de neurénios dopaminérgicos (Castelo-Branco e Arenas, 2006).
Assim, é sugerido que as fungdes do TTC12 possam estar relacionadas com as
funcées dos genes DRD2 e NCAM1 na transmissdo dopaminérgica e no

neurodesenvolvimento (Yang et al., 2007).

Estudos genéticos vém apresentando fortes associagdes de polimorfismos
do gene TTC12 com fendtipos relacionados a TUS, como por exemplo os
Transtornos por Uso de Alcool (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 Heroina
(Nelson et al., 2013) e também com escores elevados de Procura por Novidades
(Ducci et al., 2011), reforczando o TTC72 como importante gene-candidato a
estudos de dependéncia quimica ou mesmo de transtornos externalizantes em

geral.

O SNP rs2303380 localizado no intron 7 do TTC12 (Figura 3) aparece
dentre os polimorfismos do NTAD mais fortemente associados com Dependéncia
de Nicotina (Gelernter et al., 2006; Ducci et al.,, 2011) e parece estar também
relacionado a idade de inicio do tabagismo (Lobo et al., 2012) e a Dependéncia
de Heroina (Nelson et al., 2013). Haplotipos contendo esse SNP também foram
associados a Dependéncia de Nicotina, sendo que possiveis interagdes com sexo
e/ou etnia foram sugeridas (David et al., 2010). Por outro lado, os resultados mais
fortes de associagdo do NTAD com o Transtorno por Uso de Alcool foram
encontrados com haplétipos centrados na regido do éxon 3 do TTC172, tanto em
estudos de familia 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 & composto por 8 éxons e codifica uma proteina de 765
aminoacidos, a qual esta provavelmente envolvida no circuito de transdugéo de
sinal (Neville et al., 2004). Analises de sua sequéncia proteica identificam forte
similaridade entre ANKK71 e a familia de proteinas kinases que interagem com
receptores (RIPKs, do inglés receptor-interacting protein kinases), as quais estao
envolvidas na ativagéo do fator de transcricao NF-KB (Huang et al., 2009).

Como descrito anteriormente, um dos polimorfismos mais intensamente
estudados dentro da genética psiquiatrica, o SNP Taq1A (rs1800497), esta
situado no gene ANKK1 (Figura 3). No entanto, além do amplo e tradicional
interesse pelo papel do Tag1A na susceptibilidade a transtornos psiquiatricos,
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 substituicdo n&o-
sindbnima (Arg490Hist) que, assim como Taq1A, esta localizado no oitavo éxon do
gene ANKK1, no dominio C- terminal de repeti¢des ankirina. Estudo realizado por
Huang et al. (2009) mostrou que o SNP rs2734849 é capaz de alterar os niveis de
expressdo de genes que sao regulados pelo fator de transcricdo NF-kB. Eles
sugerem que o alelo “A” esta associado a uma supressao cerca de 30% maior
dos genes regulados por NF-kB do que o alelo “G” (Huang et al., 2009). Foi ainda
verificado que o residuo trocado pelo rs2734849 (Arg490His) esta localizado na
superficie da proteina, o que seria um pré-requisito para o envolvimento na
mediacado das interacdes proteina-proteina dos processos de transducao de sinal
qgue resultam na inibicao de atividade por NF-kB.

Esse achado torna-se especialmente interessante uma vez que o fator de
transcricdo NF-KB € um sinal necessario e suficiente para induzir a expressao do
gene DRDZ2 (Fiorentini et al., 2002; Bontempi et al., 2007). Assim, os resultados
obtidos por Huang et al. (2009) sugerem uma possivel conexao entre variagdes

no gene ANKK1 e expressao do gene DRDZ2. Maior supressao da expressao de
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DRD2 leva a uma menor disponibilidade desses receptores em neurdnios
dopaminérgicos no cérebro, caracteristica previamente associada com a
vulnerabilidade ao abuso/dependéncia de substancias. De fato, corroborando
essa ideia, demonstrou-se que o SNP rs2734849, tanto individualmente quanto
compondo haplétipos, esta associado a Dependéncia de Nicotina e a medidas de

intensidade/gravidade de tal dependéncia (Huang et al., 2009).

Além disso, foi também identificado que os promotores dos genes ANKK1 e
DRD?2 apresentam elementos para regulacéo transcricional idénticos 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) — Informagbes Adicionais

Detalhamentos sobre a estrutura, funcionalidade e associagdes do gene
DRD2 foram apresentadas anteriormente nas Se¢des 2.1 — O Tradicional
Receptor de Dopamina D2 e 2.2.1 — Receptores de Dopamina D2 e D4:
Heteromerizagdo e Epistasia. No entanto, além dos tradicionais estudos
abordando o DRDZ2 através do SNP Taq1A e das possiveis implicacbes do SNP
rs2283265 em efeitos epistaticos decorrentes de heteromerizagéo, ha evidéncias
de que outros SNPs no gene DRD?Z2 influenciem na vulnerabilidade a transtornos

psiquiatricos.

Especial interesse tem sido conferido ao polimorfismo rs6277, mais
conhecido como C957T, que esta localizado no sétimo éxon do gene DRDZ2 e nao
causa troca de aminoacidos (Pro319Pro). No entanto, ao contrario de ser in6cuo,
foi demonstrado que esse SNP provoca uma mudancga na conformagcdo do mRNA
transcrito (Duan et al., 2003). Estudo in vitro sugeriu que o alelo T leva a uma
diminuicdo da estabilidade do mRNA e da taxa de expressdo de DRDZ2 induzida
pela presenca de dopamina (Duan et al, 2003). Entretanto, subsequentemente,
estudos in vivo demonstraram que a disponibilidade de DRDZ2 em regibes
estriatais, ao invés de diminuir, aumenta de forma aditiva de acordo com a

presenca do alelo T (CC<CT<TT) (Hirvonen et al., 2004; com correcdo em
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Hirvonen et al., 2005; Hirvonen et al., 2009a) ao passo em que essa
disponibilidade diminui em regides extra-striatais de acordo com a presenga do
mesmo (CC>CT>TT) (Hirvonen et al., 2009b). No entanto, a questao sobre o que
representa uma maior ou menor disponibilidade (dependente de variagbes em
densidade e afinidade) desses receptores em diferentes regides cerebrais e o
quédo independente sdo os efeitos dos polimorfismos rs6277 e Taq1A nessas

caracteristicas, ainda permanece em aberto.

Estudos sugerem a associagdo do rs6277 com medidas de impulsividade
(White et al., 2009; Colzato et al., 2010; 2013), fungbes executivas (Rodriguez-
Jimenez et al., 2006a; Jacobsen et al., 2006), memoria de trabalho (Xu et al.,
2007), Dependéncia de Alcool (Ponce et al., 2008), Dependéncia de Nicotina
(Gelernter et al., 2006) e reposta ao tratamento por reposi¢cdo de nicotina em
tabagistas (Lerman et al., 2006; Jacobsen et al., 2006). Ha também estudo de
meta-analise e estudos posteriores apoiando a associagdo do rs6277 com
Esquizofrenia (Monakhov et al., 2008; Betcheva et al., 2009).

Ha quem sugira que algumas caracteristicas fenotipicas previamente
associadas ao polimorfismo Taq1A, na verdade, refletem associagcbes indiretas
devido ao seu padrdo de desequilibrio de ligacdo com o rs6277 (Frank e
Hutchison et al., 2009). Por outro lado, interagcbes com efeitos epistaticos entre
SNPs rs6277 e Taq1A ja foram sugeridas por Ponce et al. (2008), ao indicar que,
dentre individuos dependentes de alcool, a presenga concomitante do alelo A1 do
Taq1A e do gendtipo CC do rs6277 estava associada a um marcante aumento da
incidéncia do Transtorno de Personalidade Dissocial comparado as outras
combinagdes genotipicas.

Da mesma forma, dois estudos recentes indicaram que individuos com os
haplétipos A1/A2-C/C ou A1/A2-C/C (Taq1A-rs6277) tinham uma chance mais de
trés vezes maior de serem dependentes de nicotina (Voisey et al., 2012) ou de
alcool (Swagell et al., 2012) do que aqueles sem essas combinagdes. De fato,
dentre as possiveis combinagdes haplotipicas, o A1/A2-C/C foi identificado como
representando o menor potencial de ligagdo de DRDZ2 no estriado (Hirvonen et al.,
2009a).
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2.3.2 O NTAD Como Unidade Funcional

Visto que ha indicios de envolvimento dos quatro genes que formam o
complexo génico NTAD em fendtipos comportamentais, ha uma priorizagao
gradual na abordagem desse complexo como uma “unidade funcional”, ao invés
de estudar apenas um unico gene ou cada um isoladamente. O fato de que
blocos haplotipicos ndo sao restritos a barreiras génicas reforga essa abordagem
em conjunto do NTAD. Além disso, estudos vém sugerindo que multiplos
polimorfismos ao longo do NTAD tenham efeitos independentes sobre um mesmo
fendtipo, embora seja bastante plausivel 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 regiédo
que se estende desde o éxon 3 do TTC1712 (centrada principalmente no
rs2303380) e que engloba praticamente todo o ANKK1 foi identificada como a
mais fortemente associada a Dependéncia de Nicotina, tanto por SNPs individuais
como por haplétipos 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 TTC712 (rs10502172 e
rs2303380), no ANKK1 (rs2734849) e também no DRDZ2 (rs1076563) (Ducci et al.,
2011). Eles ainda sugerem que haplétipos da regido TTC12-ANKK1-DRD2
exergam influéncia no tabagismo principalmente na adolescéncia e que estes
efeitos sejam parcialmente mediados por dimensdes de personalidade (Ducci et
al., 2011). Além disso, outros autores sugeriram que os efeitos de haplotipos da
regidao TTC12-ANKK1 (rs2303380-rs4938015-rs11604671) na Dependéncia de

Nicotina diferem entre homens e mulheres (David et al., 2010).

O papel do NTAD na susceptibilidade & Dependéncia de Alcool parece
também estar fortemente associado a haplotipos envolvendo a regido do éxon 3
do TTC12, sendo que haplotipos adicionais centrados na regido do éxon 12/intron
13 do NCAM1 e éxons 2 e 5 do ANKK1 também apresentaram associacdo com

Dependéncia de Alcool (Yang et al., 2007). Um estudo subsequente avaliou o
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papel da comorbidade com dependéncias de outras substancias nos achados de
associagdo do NTAD com Dependéncia de Alcool (Yang et al., 2008). Neste
segundo estudo, eles revelam que para a sub-amostra de dependentes de alcool
também dependentes de outras drogas, as regides do éxon 3 do TTC12 e do
exon12/intron 13 do NCAM1 continuam estando associadas e identificam uma
nova regiao de susceptibilidade, a qual compreende desde o éxon 8 do ANKK1 ao
éxon 7 do DRDZ2 (englobando assim os SNPs TAqQ1A e rs6277) (Yang et al.,,
2008). Por outro lado, quando individuos que apresentavam comorbidade com
dependéncia de outras substéncias foram excluidos, somente as regides entre os
introns 14 e 18 do NCAM1 e a regido da jungdo entre o ANKK1 e o DRD2
apresentaram associagdo global com Dependéncia de Alcool. Estes resultados
indicam que a presenca de comorbidades parece ter uma influéncia importante na
modulagao das associagdes 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 Dependéncia
de Heroina e outras drogas ilicitas e para um efeito secundario independente do
gene NCAM1 nesta susceptibilidade (Nelson et al., 2013).

No entanto, muito embora os achados referentes a associacédo do
complexo génico NTAD com o TUS vém se revelando bastante promissores,
estudos avaliando conjuntamente o papel dos quatro genes do NTAD na
predisposi¢cao a outros transtornos psiquiatricos e na variagdo comportamental
normal ainda ndo foram conduzidos. Desta forma, ainda ha muito para ser
desvendado em relagdo a este agrupamento génico da regido cromossOmica
11923 e sua influéncia na susceptibilidade aos mais variados transtornos

psiquiatricos.

Uma vez que meta-analises indicam forte heterogeneidade na associagéao
do polimorfismo Taq1A, localizado no complexo NTAD, com os Transtornos por
Uso de Alcool (Munafé et al., 2007; Smith et al., 2008; Le Foll et al., 2009 e Wang
et al., 2013) e de Nicotina (Li et al., 2004; Munafo et al., 2004; 2009), bem como

com o TDAH (Wu et al., 2012; Gizer et al., 2009), é possivel investigar se outras
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variagbes genéticas no complexo NTAD poderiam contribuir para a elucidagéo

deste achado recorrente nas meta-analises.

Além disso, devido a indicios de que polimorfismos do complexo NTAD
possam ter um efeito conjunto, surgem também questdes a respeito da dinamica
evolutiva desse complexo. Embora cres¢ca o interesse por esclarecer o papel
dessa regidao em fenotipos comportamentais, pouca atengao foi dada ao aspecto

evolutivo desse agrupamento génico.

Um ponto importante a ser abordado é ha quanto tempo esses genes estéao
sendo mantidos com sintenia compartilhada (ou seja, genes no mesmo
cromossomo) e sua vizinhanga conservada (ou seja, os genes lado-a-lado na
mesma ordem) ao longo da trajetoria evolutiva. Se esse complexo génico for uma
conformacgao recente, ou mesmo especifica de humanos, ele poderia estar
refletindo uma novidade adaptativa do género Homo (ou da espécie Homo
sapiens) ou um agrupamento aleatorio desses genes. Entretanto, a manutengao
de um agrupamento génico durante um longo periodo evolutivo é mais dificil de
ser explicada unicamente por processos aleatérios. Assim, um complexo antigo
poderia também refletir uma estrutura funcional adaptativa e/ou uma evolugao
orquestrada desses genes, o0s quais estdo envolvidos em processos de

neurotransmisséo e neurogénese.

62



Capitulo 2

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

“A tarefa ndo ¢ tanto ver o que ninguém viu ainda, mas pensar o

que ninguém pensou sobre aquz’@ que todo mundo vé”

Arthur Schopenhauer (1788-1860)
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Justificativa

Devido ao grande impacto que os transtornos psiquiatricos causam na vida
dos individuos afetados e da sociedade como um todo, assim como ao forte
componente genético envolvido na susceptibilidade a esses transtornos, é
inegavel a importédncia de desvendar o papel de fatores especificos que
influenciam no seu desenvolvimento. Embora alguns avangos nesse sentido ja
tenham sido conquistados nas ultimas décadas, os estudos genéticos tém
esbarrado em dificuldades vinculadas a natureza complexa desses fenotipos.
Mesmo as abordagens em larga escala desenvolvidas na ultima década ndo
permitiram identificar mais do que uma parcela pequena da herdabilidade. Assim,
buscamos propor abordagens alternativas que possam auxiliar na identificagdo de
mecanismos e alteragbes genéticas com papéis relevantes em um conjunto de
fendtipos comportamentais relacionados. Mais especificamente, a partir da
reconhecida implicagdo do sistema dopaminérgico na modulagdo comportamental
e da consideragdo de evidéncias bioquimicas, fisiologicas e evolutivas prévias,
procuramos esclarecer o papel de efeitos epistaticos e de agrupamentos génicos
no desenvolvimento do TDAH, TC e Transtorno por Uso de Alcool. Uma melhor
compreensao sobre os mecanismos biolégicos envolvidos e das inter-relagdes
desses transtornos podera permitir a elaboragdo de estratégias de diagndstico,

prevencao e tratamento mais eficazes para essas doencgas.
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Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo geral da presente Tese € contribuir para a elucidagdo do papel
de fatores genéticos especificos na susceptibilidade e na heterogeneidade clinica
do TDAH, TC e Transtorno por Uso de Alcool a partir de abordagens envolvendo
efeitos epistaticos e de agrupamento génico.

Objetivos Especificos

- Com base em evidéncias recentes sobre os padrdes de heteromizagao
dos receptores de dopamina D2 e D4, testar o papel da interagcdo entre os
polimorfismos dos genes DRDZ2 e DRD4 implicados nesse processo sobre o
desenvolvimento do Transtorno por Uso de Alcool;

- Investigar se os efeitos epistaticos da interagao entre os genes DRDZ2 e
DRD4 podem ser detectados ainda na infancia/adolescéncia, avaliando o seu

papel sobre o Transtorno de Conduta em uma amostra de criangas com TDAH;

- Contribuir no esclarecimento sobre a histéria evolutiva do complexo génico
NTAD (NCAM1-TTC12-ANKK1-DRDZ2) e seu significado bioldgico através de

analises de genbmica comparativa;

- Expandir as analises tradicionalmente focadas no papel do gene DRDZ2 na
psiquiatria, englobando genes vizinhos a este no intuito de esclarecer a marcante

inconsisténcia dos resultados prévios da literatura.
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Capitulo 3

DRD2/DRD4 HETEROMERIZATION MAY INFLUENCE
GENETIC SUSCEPTIBILITY TO ALCOHOL DEPENDENCE

Molecular Psychiatry (2013) 18, 401-402
doi: 10.1038/mp.2012.50
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Altogether, herein we show that alterations in 5HT;g-receptor
density are differentially linked to a novel, five-factor model of
PTSD symptoms, and may therefore explain aspects of the clinical
phenotype of this disorder. These data have important implica-
tions for understanding the typically complex phenomenology
of PTSD and may help inform theoretical models of PTSD
symptom dimensionality, as well as approaches to assessment
and treatment.
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DRD2/DRD4 heteromerization
may influence genetic
susceptibility to alcohol
dependence

Molecular Psychiatry (2013) 18, 401-402; doi:10.1038/mp.2012.50;
published online 8 May 2012

A major limitation of candidate gene studies in psychiatric genetics
is the lack of evidence-based hypotheses for the study of gene—
gene interactions. An emerging field that may provide such
evidence is the analyses of oligomerization of G-protein-coupled

© 2013 Macmillan Publishers Limited
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receptors such as dopamine receptors (DRs). It has recently been
shown that DRD4 and DRD2 are able to form heteromers and that
specific variants in both genes may interfere in this process."* We
wondered if this heteromerization process might help to elucidate
the controversial but repeated findings regarding DRD4 and DRD2
genes in some behavioral phenotypes.

DRD4 gene has a well-studied 48-bp variable number tandem
repeat (VNTR) polymorphism in exon 3. The most common
variants are 2-, 4- and 7-repeats (2R, 4R and 7R, respectively), with
the last one being frequently associated with psychiatric disorders.
DRD2 is expressed in two distinct isoforms, the short variant
named D,s (mainly presynaptic) and the long variant named Dy
{mainly postsynaptic). The balanced expression of both isoforms
may be disrupted by the DRD2 rs2283265 single-nucleotide
polymorphism (SNP), where the minor T allele favors the inclusion
of the sixth DRD2 exon, switching D,s/D-, balance toward the long
form.? This allele has been associated with reduced working
memory and attention control® and with cocaine abuse.*

Gonzalez et al,> on a recent Molecular Psychiatry article,
observed that the short D,s is capable of forming heteromers
with DRD4 2R and 4R, but not with the 7R variant. Additionally,
Borroto-Escuela et al' showed that the long D, may form
heteromers with all three main DRD4 variants, although it is less
effective with the 7R variant. Based on these data, we tested if this
functional interaction between molecules could be modulating
previous genetic findings regarding alcohol dependence. We
hypothesized that the effects of the presence of the DRD4 7R risk
allele could be enhanced or attenuated according to the presence
of the DRD2 T allele {as in T allele carriers an increased expression
of the Dy isoform would be expected).

We tested if there is an interaction effect between the DRD4 7R
variant and the DRD2 rs2283265T allele on the susceptibility to
alcohol dependence. The DRD4 VNTR genotypes were obtained
as described by Roman et al® (where a description of allele
frequencies for this sample is available). Subjects with rare
alleles {(not 2R, 4R or 7R} were excluded from all analyses, because
in these cases no information on the heteromization pattern is
available. DRD2 rs2283265 SNP was genotyped by Tagman
allelic discrimination assay (frequencies for the G and T allele
are 0.81 and 0.19, respectively). Subjects were classified according
to the presence of DRD4 7R (7R carriers) and DRD2T (T carriers)
alleles. All subjects included are Brazilian adult males of European
descent, and the final sample size was of 104 patients with
alcohol dependence and 259 healthy blood donor controls. A
replication sample of 192 attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD) male patients, with information for comorbid alcoholism
was also used. Both samples were diagnosed following DSM-IV
criteria (detailed descriptions can be found in Bau et al® and
Grevet et al.’).

The logistic regression model revealed a significant interaction
effect (likelihood ratio test, P=0.002) between the studied
polymorphisms. The estimation of odds ratio in the presence of
interaction was performed by separating the logits at the two
levels of the risk factor, followed by computing the exponentiated
value of the difference between the two logits.® The odds ratio
estimation (95% confidence interval) of alcohol dependence for
the presence of DRD4 7R allele in GG homozygotes (T noncarriers)
was 1.33 (0.75-2.34). This same estimation in T carriers was 0.26
(0.10-0.66). These results are consistent with the heteromeriza-
tion-based hypothesis, showing a different effect of DRD4 variants
according to the concomitant presence of either the DRD2 GG
genotype (balanced expression of Dys/D, ) or the presence of the
T allele {increased expression of Dy, ). Among 7R carriers, 82.5% of
patients with alcohol dependence are GG homozygotes (as
opposed to 619% of controls), whereas among 7R noncarriers,
54.7% of patients present GG genotype (as opposed to 67.8% of
controls). No main effect of DRD4 7R variant or DRD2 T allele on
alcohol dependence was observed, which may be explained by

Molecular Psychiatry (2013), 398 -403
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the opposite effect of each marker according to the presence of
the other.

We were able to replicate these results in an independent
sample of 192 Brazilian adult male ADHD patients of European
descent, of whom 39 have comorbid alcohol abuse/dependence.
Again, there is a significant gene--gene interaction effect (like-
lihood ratio test, P=0.033) on alcohol abuse/dependence. The
odds ratio estimation pointed in the same direction as in the non-
ADHD sample, with the odds ratio for the presence of the 7R allele
being 0.33 (0.08-1.36) in T allele carriers and 1.86 (0.79--4.41) in
patients with the GG genotype.

Interestingly, our results suggest that the concomitant presence
of both DRD2 and DRD4 risk alleles may confer a protective effect.
Considering that the presence of 7R implies a less efficient
heteromerization process,’ it is possible that the presence of
both DRD4 2R and/or 4R alleles, fully heteromerizing with
the overexpressed D, and therefore further activating it,
might confer a higher risk than the presence of at least one 7R
allele.

It should be noted that no principal or interaction effect of
these markers on ADHD itself was observed in this sample. This
effect on alcohol dependence is consistent with the impaired
control of glutamatergic neurotransmission entailed by dysfunc-
tional heteromization,” as this pathway is a key factor in alcohol
dependence, modulating both euphoric and dysphoric effects of
alcohol consumption.®

The findings of Gonzalez et al.? and Borroto-Escuela et al.' may
represent a turn point in the study of these dopamine receptors
and gene-gene interactions as a whole. We add to this new
perspective by showing a clinically relevant effect of an interaction
between DRD4 7R and DRD2 T alleles. Literally, hundreds of
studies have addressed the association of DRD2 in alcoholism, and
several with DRD4, with conflicting results. Therefore, our findings
should also be further validated in larger samples. This may be a
time for reappraisal of all these findings.
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Dopamine D4 receptor gene
variation impacts self-reported
altruism

Molecular Psychiatry (2013) 18, 402--403; doi:10.1038/mp.2012.49;
published online 8 May 2012

In this journal, Bachner-Melman et al.' reported that the 48-bp
variable number of tandem repeat in the third exon of the
dopamine D4 receptor (DRD4 VNTR) is associated with self-reported
altruism. Despite mounting evidence for a role of dopamine in
prosocial behavior,>™ this result has not been replicated yet,
perhaps because of the rare usage of the applied Selflessness Scale.
Here, we report a conceptual replication of the association between
DRD4 VNTR and altruism measured with the well-established
Revised NEO Personality Inventory (NEO-PI-R; see Strobel et al?).

Social decision making is impaired in various neuropsychiatric
disorders® The increasing interest in its neurobiological under-
pinnings has implicated dopaminoceptive brain regions (dorsal and
ventral striatum, prefrontal and cingulate cortex) in prosocial
decisions.” Furthermore, dopaminergic function is supposed to
mediate the well-studied influence of oxytocin and arginine
vasopressin on social behavior by functional interactions in the limbic
reward circuit>® Among the dopaminergic genes, DRD4 and the gene
encoding the dopamine downgrading catechol-O-methyitransferase
(COMT) are prevalent in limbocortical regions®® implicated in
altruism.? Associations of DRD4 VNTR were observed with Selflessness
Scores' and laboratory altruistic decisions.> For COMT, associations of
the Val158Met variant (rs4680) with neural activation during altruistic
decisions” and the amount of charitable donations were reported.*

Nonetheless, the behavioral and imaging studies did not
address a modulation of trait altruism, perhaps because of the
smaller sample sizes compared with Bachner-Melman et al.' Thus,
the aim of this study was to test for associations of DRD4 VNTR
and COMT Val158Met with altruism self-reports. Instead of the
Selflessness Scale,' we employed the widely used inventory NEO-
PI-R in order to facilitate further replications. The NEO-PI-R
measures five personality dimensions including Agreeableness
with Altruism as a lower-level trait that conceptually highly
overlaps with the Selflessness Scale and that covaries with
laboratory altruistic decisions.?

A total of 785 (246 males) nonrelated healthy volunteers of
middle-European decent with a mean age of 23.1+45 years
completed the German NEO-PI-R version in our lab. The sample
included 529 (121 males) students with a mean age of 21.7 £ 3.5
years (subsample 1) and 256 (125 males) local residents with a
mean age of 25.9+ 4.9 years (subsample 2). The polymorphisms
were genotyped as previously described.>” Genotype frequencies
did not deviate from Hardy-Weinberg equilibrium (DRD4 VNTR:
Y36 = 38.55; COMT Val158Met: y} =349, all P> 0.05).

Analyses of variance (ANOVAs) with gender as a covariate due
to higher altruism scores in females (P < 0.001; age nonsignificant)
revealed significant higher altruism scores in subjects lacking the
7-repeat variant of DRD4 (7R—) versus 7-repeat carriers (7R+)
in the total sample (Fy 75, =14.256, P=0.0002, n?=0.018) and
both subsamples (see Table 1). Contrasting the most frequent
genotypes, subjects homozygous for the 4-repeat variant (4/4)
tended to score higher than 4/7 carriers, with statistical
signiﬁcance in the total sample (Fiss5=7.329, P=0.007,
n°=0.013) and the student subsample (see Table 1). Neither an
interaction with COMT Val158Met nor a main effect of COMT
Val158Met was revealed (data not shown).

© 2013 Macmillan Publishers Limited
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ASSOCIATION BETWEEN DRD2/DRD4 INTERACTION AND
CONDUCT DISORDER: A POTENTIAL DEVELOPMENTAL
PATHWAY TO ALCOHOL DEPENDENCE
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Inarecent article we reported the association of alcohol dependence
with interacting genotypes of the dopamine D2 (DRD2) and D4
(DRD4) receptor genes [Motaet al., 2013]. The interaction between
the two dopamine receptor genes is thought to reflect different
DRD2-DRD4 heteromerization patterns, previously shown by
experimental studies [Borroto-Escuela et al., 2011; Gonzalez
et al., 2012]. The present study extends the investigation of the
DRD2-DRD4 interaction to behavioral phenotypes during child-
hood and adolescence known to contribute to the development of
drug and alcohol dependence in adulthood.

Childhood attention deficit hyperactivity disorder (ADHD)
predicts a higher prevalence of substance use disorder (SUD) in
adulthood [Charach et al., 2011] and comorbid conduct disorder
(CD) plays a mediating role in the association of ADHD with both
SUD in general [Brook et al, 2010] and alcohol dependence
specifically [Tuithof et al., 2012]. It is therefore possible that the
reported DRD2-DRD4 association with adult alcohol dependence
could be mediated by CD, suggesting a developmental role for the
DRD2-DRD4 interaction effect on early behavioral precursors of
alcohol dependence.

To investigate this hypothesis we used a subset of the Interna-
tional Multicenter ADHD Genetics (IMAGE) project, for whomthe
same DRDZ2 and DRD4 polymorphisms (rs2283265 and 48bp-
VNTR, respectively) that had been used in the previous report
were available [Mota et al., 2013]. The sample comprised 559
unrelated children and adolescents with a research diagnosis of
DSM-IV combined subtype ADHD, of which 142 had comorbid
CD; with a mean age of 10.86 years (SD = 2.692, range 7-17).
Details of the sample, ascertainment, diagnostic procedures and
genotyping have been reported previously [Brookes et al., 2006].

The DRD2and DRD4 polymorphismsinvestigated in the present
study are both thought to have functional effects and to interact
with each other. In brief, the expression ratio of the short-(D,s) and
long-(D,1) DRD2 isoforms (mainly presynaptic and postsynaptic,
respectively) are affected by the DRD2 rs2283265 SNP, where the
minor allele (T) favours the expression of the Dy; form. This allele
has been associated with cocaine abuse [Moyer et al., 2011] and
reduced working memory and attention control performances
(Zhang et al., 2007]. For the DRD4 48-bp variable number tandem
repeat (VNTR) polymorphism in exon 3, the most common
variants are the 2-, 4- and 7-repeat alleles (2R, 4R, and 7R,
respectively), with 7R being implicated in ADHD [Li et al., 2006].

Subjects were classified according to the presence of the DRD2
and DRD¢4riskalleles (T and 7R, respectively) and, as in the previous
study, subjects with rare DRD4 alleles (not 2R, 4R, or 7R) were
excluded from all analyses; all P-values are two-tailed. Chi-squared
tests were first used to test the association of each SNP separately
with CD. The presence of the T allele of the DRD2 rs2283265 SNP
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was associated with higher prevalence of CD (X* = 6.628,
P =10.01), but there was no effect of the DRD4 7R allele
(X2 = 0073, P = 0.79). Logistic regression revealed a significant
DRD2-DRD4interaction (P = 0.041) associated with CD (TableIa).
Estimation of the odds ratio (OR) in the presence of interaction was
performed as previously described [Mota et al., 2013].

The findings indicated that the presence of the DRD2 T allele
conferred an increased risk of CD (OR¢; o5 = 2.33(1.41-3.86)) for
subjects that did not have the DRD4 7R allele, whereas there was no
risk associated with the DRD2 T allele for DRD4 7R carriers
(OR¢; o5 = 0.96 (0.48-1.91)) (Table Ib). This DRD2-DRD4 inter-
action pattern is similar to the previously reported association with
alcohol dependence in adults with and without ADHD [Mota
et al., 2013]. In the earlier study, the concomitant presence of
both DRD2T and DRD4 7R alleles was associated with a protective
effect, compared to the presence of either one of them alone (i.e., in
the absence of the other). Although in the present study no
significant protective effect by the presence of both alleles was
observed, the current results are in line with the previous study as
they suggest that the significantly increased risk conferred by the
DRD2 T allele is suppressed by the concomitant presence of the
DRD4 7R risk allele.

It has been shown that DRD2 and DRD4 receptors can be co-
localized in the prefrontal cortex and striatal regions, where they
may be pre- and postsynapticalylocated [Svingos et al., 2000; Rivera
et al., 2002; De Mei et al., 2009; De Almeida Mengod, 2010].
Experimental studies on DRD2-DRD4 heteromerization show
that the D, variant is able to heteromerize with the three
main DRD4 variants, although less effectively with the DRD4 7R
(Borroto-Escuela et al., 2011]. These authors suggest an enhancing
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TABLE I. Interaction Effects Between DRD4 48bp VNTR and DRDZ2 rs2283265 Polymorphisms in Conduct Disorder
B SE Wald df OR (95% CI) P-value
(a) Logistic regression model
Main effects
rs2283265 (T+ vs. 66 0.526 0.205 6.555 1 1.692 (1.13-2.53] 0.010
DRO4 7R (DRD4 7R+ vs. 7R—) —0.054 0.201 0.073 1 0.947 (0.64-1.41) 0.787
Interaction
rs2283265°DRD4 7R —0.889 0.436 4.163 1 0.411 (0.18-0.97) 0.041
OR (95% CI) P-value
(b) Odds ratio estimation®
rs2283265 (T+ vs. GG) in ORO4 7R+ 0.96 (0.48-1.91] 0.902
rs2283265 (T+ vs. GG) in ORO4 7R— 2.33 (1.41-3.86) 0.001

“Ddds ratio estimation and corresponding confidence intervals [35% CI) for the presence of ORD2 rs2283265 T allele T+ vs. GG) in ORD4 7R carriers ORD4 7+) and non-carriers [ORD4 7R—).

allosteric receptor—receptor interaction exists with the D, -DRD4
2R and 4R heteromers, but not between D,; and DRD4 7R and that
these different processes may play a role in the forebrain. Mean-
while, the D,s isoform is able to form heteromers only with DRD4
2R and 4R receptor types, but not with the DRD4 7R variant
(Gonzalez et al., 2012]. Based on in vivo and in vitro results, the
authors strongly suggest that these D,s-DRD4 heteromers may have
a key role in dopamine-mediated modulation of striatal glutamate
release.

Although the present study does not test heteromerization
patterns directly, it is possible that our results may be reflecting
the expected different DRD2-DRD4 heteromerization outcomes
according to the concomitant presence (or absence) of the DRD4
7R, which is not able to heteromerize (or does it less efficiently)
with D,5 and D, isoforms [Borroto-Escuela et al., 2011; Gonzalez
et al,, 2012]. Further interpretation of these results requires addi-
tional studies to clarify how the different DRD2-DRD4 heterome-
rization processes modulate dopaminergic and/or glutamatergic
neurotransmission and whether any such functional changes
explain the DRD2-DRD4 genetic associations reported in these
studies.

A limitation of our study is the reliance on the candidate gene
approach and the use of an interaction term, increasing the chances
of a type I error. However within this context there is no substitute
forreplication and it is therefore of some interest that we see similar
genetic effects on related externalizing phenotypes. Our previous
study [Mota et al., 2013] implicated a significant DRD2-DRD4
interaction effect in alcohol dependence in two independent sam-
ples. In the present study we were able to demonstrate that such
interaction is also associated with CD in a sample of children/
adolescents with ADHD. Despite the above stated limitations and
differences between the two studies, the findings of the DRD2-
DRD4 interaction association with childhood/adolescent CD, a
frequent precursor of later SUD, suggest a potential mechanism for
one possible causal pathway that links childhood CD to the later
development of alcohol dependence.

In summary, this is the third independent sample where dis-
orders related to externalizing behavior are found to be associated

with a DRD2-DRD4 interaction term. While these results look
highly promising, further replication is still required to clarify the
role of the DRD2-DRD4 interaction on the course and outcome of
childhood behavioral disorders on adult alcohol dependence, and

to establish the processes involved throughout development.
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Abstract

Genetic studies have long suggested the important role of the DRD2 gene in psychiatric disorders and behavior. Fur-
ther research has shown a conjoined effect of genes in the Chr11q22-23 region, which includes the NCAM1, TTC12,
ANKK1 and DRD2 genes, or NTAD cluster. Despite a growing need to unravel the role of this cluster, few studies
have taken into account interspecies and evolutionary approaches. This study shows that behaviorally relevant
SNPs from the NTAD cluster, such as rs1800497 (Taq1A) and rs6277, are ancient polymorphisms that date back to
the common ancestor between modern humans and Neanderthals/Denisovans. Conserved synteny and neighbor-
hood indicate the NTAD cluster seems to have been established at least 400 million years ago, when the first
Sarcopterygians emerged. The NTAD genes are apparently co-regulated and this could be attributed to adaptive
functional properties, including those that emerged when the central nervous system became more complex. Finally,
our findings indicate that NTAD genes, which are related to neurogenesis and dopaminergic neurotransmission,

should be approached as a unit in behavioral and psychiatric genetic studies.

Keywords: NTAD cluster, Taql A SNP, shared synteny, co-regulation, psychiatric genetics.

Introduction

The role of the NTAD cluster in psychiatric disorders

The crucial role played by dopaminergic neurotrans-
mission systems in psychiatric genetics has been of great
interest for several years. Among the candidate genes, one
of the main focuses of research has been the dopamine re-
ceptor D2 (DRD2), especially its neighboring single-
nucleotide polymorphism (SNP) rs1800497 (TaqlA). The
rs1800497 SNP was considered to be a silent mutation lo-
cated about 10 kb from DRD2, in the 3’ untranslated region
of'this gene. The identification of a novel gene in the neigh-
boring forward-strand region of DRD2, named ANKKI,
showed that the rs1800497 SNP is actually located in exon
8 of ANKK 1 (Neville et al., 2004), where it causes an amino
acid change (Glu713Lys) in its 11™ ankyrin repeat. Al-
though the rs1800497 polymorphism is localized in
ANKK1, it seems to be in linkage disequilibrium with sev-
eral DRD?2 variants (Gelernter et al., 2006; Dubertret et al.,
2010).

Despite the enormous number of studies regarding
the role of the rs1800497 SNP in psychiatric disorders (es-

Send correspondence Claiton H.D. Bau. Departamento de Gené-
tica, Instituto de Biociéncias, UFRGS, Caixa Postal 15053,
91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil. E-mail: claiton.bau @ ufrgs.br.
*These authors contributed equally to the present study.

pecially alcohol and nicotine dependence), it is still far
from clear how and to what degree it affects psychiatric dis-
orders. The three most recent meta-analyses support the
link between the rs1800497 T allele and alcoholism (Mu-
nafo et al., 2007; Smith ez al., 2008; Le Foll et al., 2009).
There are two meta-analysis studies focusing on the rela-
tionship between rs1800497 and smoking behavior, but
with conflicting results (Li et al., 2004; Munafo et al.,
2004). Strong heterogeneity has been a hallmark of several
of these meta-analyses. Consequently, the strong diver-
gence among such findings raises the need to identify the
variables that might explain such heterogeneity.

It has been suggested that two other nearby genes,
NCAM1I and TTC12, are also good candidate genes for psy-
chiatric disorders and could comprise causative variants to
phenotypes previously attributed to DRDZ2 polymorphisms
(Gelemter et al., 2006; Huang et al., 2008; Dubertret et al.,
2010). For example, Yang et al. (2007) found an associa-
tion of SNPs in the NCAM 1, TTC12 and ANKK genes with
alcohol dependence, but not so for SNPs in the DRD?2 gene.
In another study, a single haplotype spanning 77C1/2 and
ANKK1, as well as multiple SNPs in these two genes, were
associated with nicotine dependence (Gelernter et al.,
2006).

These genes are located on chromosome 11 (more
precisely, the 11q22-23 region) and form a 521 kb gene
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cluster that comprises the NCAMI, TTCI2, ANKKI and
DRD?2 genes, known as the NTAD gene cluster (Figure S1).
The four genes that comprise the NTAD cluster all seem to
act on the brain, although details of their specific functions
i neural tissue have yet to be discovered. The neural cell
adhesion molecule 1 (NCAMT) plays an important role in
neurogenesis, specifically in axon and dendrite growth
(Mclntyre et al., 2010). TTCI2 encodes the poorly under-
stood tetratricopeptide repeat domain 12 protein, which
seems to be involved in dopaminergic transmission and
neurodevelopment via the Wnt signaling pathway (Kahto
and Kahto, 2003; Castelo-Branco and Arenas, 2006). The
ankyrin repeat and kinase domain containing 1 (ANKKT)
gene encodes a signaling protein which takes part in indi-
rect modulation of the expression of DRD2 (Huang et al,
2008), thus constituting the clearest currently known evi-
dence of co-regulation in the NTAD cluster.

Gene cluster and genomic architecture: Evolutionary
aspects

Gene order in eukaryotes cannot be attributed in its
entirety to mere randomness. Multiple lines of evidence in-
dicate that co-expressed, co-regulated and co-functional
genes can be maintained as a gene cluster due to the pres-
sure of natural selection (Hurst et al., 2004; Sémon and
Duret, 2006; Michalak, 2008).

Considering that polymorphisms of the NTAD gene
cluster seem to have a conjoined effect, the question raised
is how long these genes are being maintained with shared
synteny (genes in the same chromosome) and conserved
neighborhood (genes side-by-side in the same order)
through the course of evolution. If the NTAD conformation
is recent or human-specific it may reflect an adaptive nov-
elty or stochastic clustering in Homo/Homo sapiens. Not-
withstanding, the maintenance of a specific gene cluster
such as NTAD over long evolutionary periods is much
more difficult to be explained by actions of random pro-
cesses only. Anancient clustering in this case might alsore-
flect a functional benefit and/or an orchestrated evolution
of genes involved in neurotransmission and neurogenesis,
probably mediated by co-regulation, co-expression or mo-
lecular co-functionality.

Hominid comparative genomics has made great
strides after the publication of the Neanderthal and Deni-
sovan nuclear genomes since it has allowed researchers to
build on knowledge about unique human phenotypes, in-
cluding psychiatric disorder susceptibilities in present-day
populations. Some of these psychiatric disorders have been
repeatedly associated with variation in the whole NTAD
cluster, but no previous study investigated it from a wider
evolutionary petspective using comparative genomic ap-
proaches. Taking this information into account we herein
performed the first in silico study addressing the genomic
architecture and chromosomal dynamics of the NTAD
cluster from an evolutionary petrspective. Our results pro-
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vide a more comprehensive view about this gene cluster
and how its dynamics could shape future genetic studies of
complex behavior phenotypes and psychiatric disorder in
humans.

Material and Methods

Analysis of NTAD SNP status in primates

Seven human SNPs were chosen based on previous
association with psychiatric disorders and/or with evi-
dence of functionality: rs646558 from NCAMI; 15723077
and rs2303380 from T7TCI2; rs2734849 and rs1800497
from ANKKI; and rs6277 and rs2283265 from DRD2
(Figure S1). These polymorphic sites were then compared
with their counterparts in the genomes of two archaic
hominids, Homo neanderthalensis (Green et al., 2010)
and a Denisovan specimen (Reich ef al., 2010), as well as
nine non-human primates. The derived allele age was esti-
mated for the rs1800497 and rs6277 SNPs according to
the frequency based method, as proposed by Slatkin and
Rannala (2000).

Three different approaches were used to predict
whether the three non-synonymous mutations (rs1800497
and rs2734849 in ANKK; rs723077 in TTCI2) among the
seven SNPs promote important functional changes in the
proteins: PolyPhen2, SNAP and the assessment of Grant-
ham scores of chemical distance (Grantham, 1974). For the
latter we used the classification by Li ef al. (1985) as: con-
servative (Grantham score = 0-50), moderately conserva-
tive (51-100), moderately radical (101-150) and radical
(> 151). These methods are used to predict the possible im-
pact of amino acid substitutions on the structure and func-
tion of proteins by means of chemico-physical and
comparative evidence.

Orthology, synteny and neighborhood status of the
NTAD cluster in vertebrate genomes

The online databases Ensembl release 66, UCSC Ge-
nome Browser and UniProt were used as sources for the nu-
cleotide and protein sequences of NCAMI, TTC12, ANKK1
and DRD2 genes in the human genome and their
orthologues in 47 other vertebrate species (Table S1). Their
synteny and neighborhood status were inferred from the
available contigs. BLAST/BLAT searches in these data-
bases were performed to find possible unannotated
orthologues. BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999) was used
to align the sequences of the orthologues, when necessary.
The DECODE database was used to infer transcription fac-
tor binding sites in the NTAD cluster. DECODE is based
on text mining applications by SABiosciences and gene an-
notations of regulatory binding sites available at the UCSC
Genome Browser.
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denotes that the G — A mutation possibly occurred on the
phylogenetic branch leading to the Old World primates.

The additional analysis of the three non-synonymous
SNPs rendered only the Met73Leu (rs723077) mutation in
the T77C12 gene as a non-neutral amino acid change, which
the SNAP prediction tool indicated that the protein’s che-
mico-physical properties may change in response to this
substitution. The failure in detecting similar results for the
other two mutations does not necessarily imply that they
have no functional impact since the SNAP, PolyPhen2 and
Grantham Score programs were designed to indicate only
significant chemical changes in protein structure. Likewise,
detecting a non-neutral signal does not necessarily imply
direct association with relevant phenotypic changes.

Orthology, synteny and neighborhood status of the
NTAD cluster in vertebrate genomes

Our comparative analysis involved human NTAD
gene sequences as query for BLAST searches in the other
46 available vertebrate genome sequences (Table S1). Most
of the orthologous genes were previously annotated in the
databases used. Additionally, we were able to identify
some new 4ANKK orthologues. This included an unanno-
tated ~1.5kb long ANKK ! ortholog sequence in the porcine
(Sus scrofa) genome (Table S1), comprising three exons
(orthologous to the human exons 3, 4 and 5; 76% identity),
from which a 119 amino acid-long protein sequence could
be predicted (86% identity). This ANKKI orthologue in
pigs is located downstream from DRD?2, changing the gene
order in the cluster from NTAD to NTDA (NCAMI-
TTCI2-DRD2-ANKK]1). This interesting result illustrates a
unique chromosomal inversion in the porcine lineage (Fig-
ure 1). Two other probable new ANKKI orthologues were
identified in the alpaca (Vicugna pacos) and rabbit
(Oryctolagus cuniculus) genomes (Table S81), but in both
cases the expected NTAD gene order was retained.

Conserved synteny and neighborhood of the whole
NTAD cluster was observed in 22 of the 48 vertebrate spe-
cies studied (46%), other 4 species present conserved
synteny but do not share full neighborhood (Teleostei:
Danio  rerio, Gasterosteus aculeatus, Tetraodon
nigroviridis; Artiodactlyla: Sus scrofa; Figure 1). The
synteny and neighborhood status of the NTAD cluster in
the other genomes could not be ascertained due to low cov-
erage and/or incomplete assembly.

One of the main features of the NTAD cluster (Figu-
re S1) is that DRD?2 is located in the reverse strand (or mi-
nus strand) in relation to the other three genes in all
vertebrate genomes, except in the porcine genome due to
the inversion described above. The presence of more than
one NCAMI and DRD?2 orthologue copies in teleost fishes
(Figure 1B, Table S1) is in agreement with the known ge-
nome duplication in this taxon (Jaillon ef al., 2009). How-
ever, we did not observe conserved synteny in all copies of
NCAMT and DRD?2, since the extant copies not included in
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the NTAD cluster are located in different chromosomes
(Table S1). This raises the question of possible subfunctio-
nalization ot neofunctionalization of these gene copies.

It is worthy of note that NTAD cluster synteny is con-
served in teleost fishes, but not the neighborhood of its
genes. About three million bases, containing ~100 genes,
separate NCAM! from the TAD cluster (T7C12-ANKKI-
DRD?2), which can be tracked back to at least ~525 Mya in
the origin of vertebrates. The NC4AM! neighborhood was
apparently gained when the Sarcopterygians emerged
~400 Mya and seems to have been maintained since then
(Figure 1C).

Although phenomena such as tandem duplications,
imversions, rearrangements and indels may account for
non-random patterns of the genome (Hurst et al., 2004),
none of these explain by themselves the origin and conser-
vation of the NTAD cluster. Thus other hypotheses need to
be considered.

Several authors have demonstrated that clustered
genes are kept together for a long period of time to preserve
intact their co-regulatory system and consequently pheno-
type integrity. For instance, several cis-regulatory sequen-
ces are preserved throughout all vertebrate genomes due to
their role in development (Kikuta et al., 2007). One inter-
esting fact about the NTAD gene cluster is that a polymor-
phism in one gene might indirectly affect the expression
levels of a neighboring gene. Huang et al. (2008) demon-
strated that the ANKK7 rs2734849 SNP alters the expres-
sion level of NF-kB-regulated genes and, since DRD2 gene
expression is regulated by the transcription factor NF-xB
(Fiorentini et al., 2002; Bontempi et al., 2007), it might be
mndirectly regulated by ANKKI. The search for regulatory
transcription factors in the DECODE database showed that
the NCAM1 gene also seems to be regulated by NF-kB, as
well as TTC12 paralogues (Table S2), denoting a possible
role of this transcription factor in the co-regulation of the
NTAD genes.

Based on computer simulations, Yerushalmi and Tei-
cher (2007) showed an extraordinary tendency for essential
genes to cluster as a result of natural selection pressures.
Our results illustrate, for the first time to our knowledge,
such a tendency for genes with essential functions in neuro-
genesis and dopaminergic neurotransmission. Thus, it is
likely that natural selection, through the formation of the
NTAD cluster, has played a role in the emergence of an ef-
ficient mechanism of co-regulation, when the vertebrate
central nervous system acquired novel traits and gained
complexity. Equally important must have been the role of
natural selection in maintaining the NTAD cluster practi-
cally intact for at least 400 million years.

Notwithstanding, certain limitations must be consid-
ered when interpreting the results of the present study. Sev-
eral assumptions presented here rely on available genomic
data and analyses that are still preliminary. This is espe-
cially true for tests considering alternative explanations for
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Danio rerio
Gasterosteus aculeatus
Oryzias latipes
Takifugu rubripes
Tetraodon nigroviridis
Latimeria chalumnae
Xenopus tropicalis
Anolis carolinensis
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Taeniopygia guttata
Ornithorhynchus anatinus
Monodelphis domestica
Macropus eugenii
Dasypus novemcinctus
Choloepus hoffmanni
Procavia capensis
Loxodonta africana
Echinops telfairi
Oryctolagus cuniculus
Ochotona princeps
Cavia porcellus
Dipodomys ordii

Mus musculus

Rattus norvegicus
Spermophilus tridecemlineatus
Tupaia belangeri
Otolemur garnettii
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Tarsius syrichta
Callithrix jacchus
Macaca mulatta
Pongo pygmaeus
Gorilla gorilla

Pan troglodytes
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Myotis lucifugus
Vicugna pacos
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NTAD cluster evolution
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== Synteny between genes.

* Unannotated/ not found by BLAST/ absent. =e= Synteny without neighborhood. ? Incomplete contig assembly.

Figure 1 - Conservation of synteny and neighborhood in the NTAD cluster across 48 vertebrate genomes. The tree was compiled based on Agnarsson et
al. 2010, Asher and Helgen 2010, Horner ef al. 2007, Janes et al. 2010, Page and Goodman 2001, Pacheco ef al. 2011. A: Vertebrata; B: Teleostei; C:
Sarcopterygii; D: Amniota; E: Mammalia; F: Theria; G: Eutheria; H: Boreoeutheria; I: Euarchontoglires; J: Laurasiatheria; K: Sauria; L: Aves; M:
Marsupialia; N: Atlantogenata; O: Glires; P: Rodentia; Q: Primates; R: Carnivora; S: Scrotifera; T: Chiroptera; U: Euungulata; V: Artiodactyla; W:

Lipotyphla.
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specific SNPs that are widespread in the Homo genus and
for the rate of maintained of four-gene clusters since or be-
fore the origin of vertebrates. We understand that a major
goal of this study is to stimulate further research in the evo-
lutionary history of gene clusters using the currently avail-
able genomic data and emerging bioinformatics tools.

Conclusion

Our results suggest that genes related to neurogenesis
and dopaminergic neurotransmission may be intercon-
nected in the course of the evolution of the complex verte-
brate neural system via a common functional genomic
architecture and chromosomal dynamics. Associated with
due consideration of linkage disequilibrium patterns, this
denotes the importance of approaching the NTAD cluster
as a candidate functional unit, rather than its genes sepa-
rately, in behavioral and psychiatric genetic studies.

Acknowledgments

We thank Brazilian funding agencies Conselho Na-
cional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), Conselho de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), Fundacido de Amparo a Pesquisa do Rio
Grande do Sul (FAPERGS) and Programa de Apoio a
Nucleos de Exceléncia (PRONEX) for financial suppott.

References

Agnarsson [, Kuntner M and May-Collado LT (2010) Dogs, cats,
and kin: A molecular species-level phylogeny of Carnivora.
Mol Phylogenet Evol 54:726-745.

Asher RJ and Helgen KM (2010) Nomenclature and placental
mammal phylogeny. BMC Evol Biol 10:e102.

Bontempi S, Fiorentini C, Busi C, Guerra N, Spano P and Missale
C (2007) Identification and characterization of two nuclear
factor-kappaB sites in the regulatory region of the dopamine
D2 receptor. Endocrinology 148:2563-2570.

Castelo-Branco G and Arenas E (2006) Function of Wnts in
dopaminergic neuron development. Neurodegener Dis 3:5-
1

Ding YC, Chi HC, Grady DL, Morishima A, Kidd JR, Kidd KX,
Flodman P, Spence MA, Schuck S, Swanson JM, et al
(2002) Evidence of positive selection acting at the human
dopamine receptor D4 gene locus. Proc Natl Acad Sci USA
99:309-314.

Dubertret C, Bardel C, Ramoz N, Martin PM, Deybach JC, Ades
I, Gorwood P and Gouya L (2010) A genetic schizophre-
nia-susceptibility region located between the ANKK] and
DRD?2 genes. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry
34:492-499.

Fiorentini C, Guerra N, Facchetti M, Finardi A, Tiberio L, Schiaf-
fonati L, Spano P and Missale C (2002) Nerve growth factor
regulates dopamine D(2) receptor expression in prolactino-
ma cell lines via p75(NGFR)-mediated activation of nuclear
factor-kappaB. Mol Endocrinol 16:353-366.

Gelemter I, Yu Y, Weiss R, Brady K, Panhuysen C, Yang BZ,
Kranzler HR and Farrer L (2006) Haplotype spanning
TTC12 and ANKK 1, flanked by the DRD2 and NCAM1I loci,

917

is strongly associated to nicotine dependence in two distinct
American populations. Hum Mol Genet 15:3498-3507.

Grantham R (1974) Amino acid difference formula to help ex-
plain protein evolution. Science 185:862-864.

Green RE, Krause J, Briggs AW, Maricic T, Stenzel U, Kircher
M, Patterson N, Li H, Zhai W, Fritz MHY, et al. (2010) A
draft sequence of the Neandertal genome. Science 328:710-
722.

Hall TA (1999). BioEdit: A user-friendly biological sequence
alignment editor and analysis program for Windows
95/98/NT. Nucleic Acids Symp Ser 41:95-98.

Horner DS, Lefkimmiatis K, Reyes A, Gissi C, Saccone C and
Pesole G (2007) Phylogenetic analyses of complete mito-
chondrial genome sequences suggest a basal divergence of
the enigmatic rodent Anomalurus. BMC Evol Biol 7:el6.

Huang W, Payne TJ, Ma JZ, Beuten J, Dupont RT, Inohara N and
Li MD (2008) Significant association of ANKK/ and detec-
tion of a functional polymorphism with nicotine dependence
in an African-American sample. Neuropsychopharma-
cology 34:319-330.

Hurst LD, Pal C and Lercher MJ (2004) The evolutionary dynam-
ics of eukaryotic gene order. Nat Rev Genet 5:299-310.

Jaillon O, Aury JM and Wincker P (2009) “Changing by dou-
bling”, the impact of Whole Genome Duplications in the
evolution of eukaryotes. C R Biol 332:241-253.

Janes DE, Organ CL, Fujita MK, Shedlock AM and Edwards SV
(2010) Genome evolution in Reptilia, the sister group of
mammals. Annu Rev Genomics Hum Genet 11:239-264.

Katoh M and Katoh M (2003) Identification and characterization
of TPARM gene in silico. Int ] Oncol 23:1213-1217.

Kikuta H, Laplante M, Navratilova P, Komisarczuk AZ,
Engstrém PG, Fredman D, Akalin A, Caccamo M, Sealy [,
Howe K, et al. (2007) Genomic regulatory blocks encom-
pass multiple neighboring genes and maintain conserved
synteny in vertebrates. Genome Res 17:545-555.

Le Foll B, Gallo A, Le Strat Y, Lu L and Gorwood P (2009) Ge-
netics of dopamine receptors and drug addiction: A compre-
hensive review. Behav Pharmacol 20:1-17.

Li MD, Ma JZ and Beuten J (2004) Progress in searching for sus-
ceptibility lociand genes for smoking-related behavior. Clin
Genet 66:382-392.

Li WH, Wu CI and Luo CC (1985) A new method for estimating
synonymous and nonsynonymous rates of nucleotide substi-
tution considering the relative likelihood of nucleotide and
codon changes. Mol Biol Evol 2:150-174.

Mcntyre JC, Titlow WB and McClintock TS (2010) Axon
growth and guidance genes identify nascent, immature, and
mature olfactory sensory neurons. I Neurosci Res 88:3243-
3256.

Michalak P (2008) Coexpression, coregulation, and cofunctio-
nality of neighboring genes in eukaryotic genomes.
Genomics 91:243-248.

Munafd M, Clark T, Johnstone E, Murphy M and Walton R
(2004) The genetic basis for smoking behavior: A system-
atic review and meta-analysis. Nicotine Tob Res 6:583-597.

Munafo MR, Matheson [T and Flint J (2007) Association of the
DRD?2 gene Taql A polymorphism and alcoholism: A meta-
analysis of case-control studies and evidence of publication
bias. Mol Psychiatry 12:454-461.

Neville MJ, Johnstone EC and Walton RT (2004) Identification
and characterization of ANKK /: A novel kinase gene closely

80



918

linked to DRD2 on chromosome band 11¢23.1. Hum Mutat
23:540-545.

Pacheco MA, Battistuzzi FU, Lentino M, Aguilar R, Kumar S and
Escalante AA (2011) Evolution of modern birds revealed by
mitogenomics: Ttiming the radiation and origin of major or-
ders. Mol Biol Evol 28:1927-1942.

Page SL and Goodman M (2001) Catarrhine phylogeny: Non-
coding DNA evidence for a diphyletic origin of the manga-
beys and for a human-chimpanzee clade. Mol Phylogenet
Evol 18:14-25.

Reich D, Green RE, Kircher M, Krause J, Patterson N, Durand
EY, Viola B, Briggs AW, Stenzel U, Johnson PL, et al.
(2011) Genetic history of an archaic hominin group from
Denisova Cave in Siberia. Nature 468:1053-1060.

Sémon M and Duret L (2006) Evolutionary origin and mainte-
nance of coexpressed gene clusters in mammals. Mol Biol
Evol 23:1715-1723.

Slatkin M and Rannala B (2000) Estimating allele age. Annu Rev
Genomics Hum Genet 1:225-249.

Smith L, Watson M, Gates S, Ball D and Foxcroft D (2008)
Meta-analysis of the association of the TaglA polymor-
phism with the risk of alcohol dependency: A HuGE gene-
disease association review. Am J Epidemiol 167:125-138.

Tovo-Rodrigues L, Rohde LA, Roman T, Schmitz M, Polanczyk
G, Zeni C, Marques FZ, Contini V, Grevet EH, Belmonte-
de-Abreu P, et al. (2011) Is there a role for rare variants in
DRD4 gene in the susceptibility for ADHD? Searching for
an effect of allelic heterogeneity. Mol Psychiatry 17:520-
526.

Wang E, Ding YC, Flodman P, Kidd JR, Kidd KX, Grady DL,
Ryder OA, Spence MA, Swanson JM and Moyzis RK
(2004) The genetic architecture of selection at the human
dopamine receptor D4 (DRD4) gene locus. Am J Hum Genet
74:931-944.

Yang BZ, Kranzler HR, Zhao H, Gruen JR, Luo X and Gelernter J
(2007) Association of haplotypic variants in DRD2, ANKK,
TTCI2 and NCAM]I to alcohol dependence in independent
case-control and family samples. Hum Mol Genet 16:2844-
2853,

NTAD cluster evolution

Yerushalmi U and Teicher M (2007) Examining emergence of
functional gene clustering in a simulated evolution. Bull
Math Biol 69:2261-2280.

Internet Resources

CisRED: Database of genome-wide regulatory module and ele-
ment predictions, http://www cisred.org/ (June 20, 2011).

DECODE: Decipherment of DNA Elements,
http://www sabiosciences.com/chipgpersearch.php?app=T
FBS (July 4, 2011).

Ensembl Genome Browser, http://www.ensembl.org/index.html]
(July 5, 2011).

GeneCards v.3: the Human Genome Compendium,
http://www.genecards.org/ (May 17, 2011).

UCSC Genome Browser, http://genome.ucsc.edw (July 10,
2011).

UniProt Protein Database, http://www.uniprot.org/ (April 5,
2011).

PolyPhen2: Prediction of Functional Effects of Human nsSNPs,
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (July 12, 2011).

SNAP: Effects of Single Amino Acid Substitutions on Protein
Function, http:/rostlab.org/services/snap/, (July 12, 2011).

Supplementary Material

The following online material is available for this ar-
ticle:

- Table S1 - Orthologues of genes in the NTAD clus-
ter in 48 available vertebrate genomes.

- Table S2 - Transcription factors predicted by
DECODE as regulators of the NTAD genes in humans.

- Figure S1 - NTAD cluster in the human genome.

This material is available as part of the online article
from http://www.scielo.br/gmb.

License information: This is an open-access article distributed under the tems of the
Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

81



T 010G Ly Varhar 06T PICIESS
9TZ00000009NYLSNI
7401
TTITII S67eE %5 PO X8
TV I8CEL1-95061L 16 PPIJeos TT6VZ0ZL-Z8000L 16 PoJIEos T'G06EBIL GIEELIT6 PoJEos §96¢000000051 915N
0697 T0000009NYLSNT TT9PT0000009NYLSNI SYSPT0000009NYLSNT z40T (n8n4) sadrrqns nbnfro
T'908v75CC BE00ESCCaT T-8010¢80 - 17760801 €1
G6TSTO000009THOSNT Z2T5000000091905N3
u 1paad 7407
TOVEBTTIST 678605 TET TTCo0r o6 TROLETE T X20%
GTSZ00000009 THOSNT T-0Z56905T-Zc7¢90G e L T897T000000DTHOSNT
pip '€0SZ00000009 THOSNT jussqe 70T (edepaIN) sadioy sorzAt0
T:6¥0£LLETT-0061E ] I+1AN0J3
€T5CT00000090Y9SNT Z690T00000050Y9SNI 131SOTT3L
uopnoipasd zi0¢
T-018¢C58-6£56058:1 N0 T-6Z 195577068 V¢ IAGNOIE 9
TET6000000090YO5NT €ZZ0Z00000090VO5NT
PP 8ST6000000090VOSNT G9T6000000090YDSNT (AR (o qRPORS) SAI03INO0 511810431509
T0T081845-€0C06Z25:9T
BSBYT00000099VASNT
1Zpip
TTEvT19v65 CIVPLr65:S TTCE8 1S TV I TELT:GT
TE0TT00000098VASNT 0¢¢Z000000059VASNT XS Lo
qepap qresu
T6VZ0c0T¢-9¥ 9800 1¢:G T T"8991¢0c C-08Z5 19¢C: TC
‘9269500000099 VASNT T:9659860¢- 129526005 T TZ6TCr602-L188060C:S T T8T9500000098VASNT
egpip TZ69500000099VASNT 9683500000098V ASNT eTwesu (Ysyeigaz) ortas ouog
caqya DIINY b 5o 1 | TWVON s8eJan0) swouag uoxe|
‘UOI}BD0| pUB JaCINU UOISSADIE SuIMOoys ‘sawoual a1eIqallan 3|qe|IeAR /1 Ul 19)SNd QLN @Y} ul sauas o sanSojoyuQ 'TS 2|qel

82



T:T98LEL9-9B0VELS TT

7985000000051 O15N3
uopoipald
TB76TCeT e L6 L1CT T s
TTT66861T-958 16 117 7520000000055 15N TT7Z05 CT-Ge58ECT Ve T 117 C0% 1-90609C 17T
S5Z000000009NOISNI DDINY 0Z¢000000009N 915N GZ000000000NO15NT (youid edqaz) o3onnb oibAdojuany
T'6558209-Ceve£09°9C TZ9€0019-18L7609:9C T68¢8C19 S6LGT19:9C T-900619 0TZ1519°9C
e — S, S — S —— XLT
€CCY0000000DYONSNT £9C700000005YONSNS 087700000005VONSNT STEF0000000DYONSNT (Aexuny) osndojob suboaapy
T ZI5V9-90€Ce9C 1T
STET 20000005 VOSN3 Yisifie
(8ojop0 31qiss0d) 80£5THOOT
R X9'9
T-E9E 1065 0645685 7C
TTCev685 - Lrevi8sve ST8Z00000009 Y9SN T-16952¢65 0T0ET65:7C T 1051 ¢T09 V0CE 65T
¥6ZZ000000051V95N3 DRINY €EBZ00000005TY 95N GE8Z000000091YOSNS (uesy1yp) snyeb snjoo
P - XL
TCTZ097- 167 1S T vSeehe 1D T 6 17885 Z7CE5S L VS EErE 1D T6EVZZ9-9L1809 T vSeere 1D
857800000005V0VSNI EEE 855800000000 VO VoNT 787800000005 VoSN (pezy] sjouy) srsuauto03 sjjouy
T:8CLCL6-5001¢6 L VS6CLT 1D T-708V0 1180 180T L ¥S6CLT 1D T-7986CC 18595911 1 VS6CLTID T-G1GEee 1-655eLC 1 L VS6CLLID
XS9'L VUNNY
739110000005 13 XeN £33 T T000000D LIXENT 739 TT00000051IXaNT S99 10000005 13XaNT sipaidon sndouax
86T66TE LETTISTE: T TZG9CTHT TZT066¢ 900VZ6¢: T TZSICTHT STEV96C GT096C: T TZS9Z THT SBEVZ8C-CEeVZB8IT T TZSITTHT XLn YHAYOWIHLNYDOY130D
TEE2T00000050V 1SNI BZZ2100000050V 1SN 728100000099V 5N 508100000050V 5N S0UWRIOYD DLAWNROT
T- 1007789 80 LyyB9-LIopUE] Ur| T-Zee8L0c 018550€:9T
THEF00000005TNISNT 88T T0000009INISNT
uopojpa.d z402
TE0CEI6-657106:9T T-"€5€959Z¢-£998¢ 9Z¢- topueT Uy Xeit 31503
§ZZZ00000005INISNS 086506810 1¢69T T-870876 £9586:9T E78E00000005INLISNT
PP 8ZZZ00000009INISNT 73 T0000000DINISNT 2101 (uopoe.nal) sipj4A0E1u uopOLBaY
caya DDINY (420333 TIWVON a8eJan0D awousH uoxe]

"UOIIBDO| PUB J2WINU UOISSIDOE SUIMOUS ‘SaWOoUas 911(a1IaA J|qe|IBAR /{ Ul 133N QLN 243 ul sauas jo sanSojoynQ *(3u0d) TS 3|qe|

83



T-BCLLBT-1E86L1-CLLE P[O}EISSUSS

T-ebLTLT-TLS09T-¢LCE PIO3EIS3USS

T TSPV T-£€986:¢/CE PIOHEISSUSD

T ev80C-7CEST-¢LLE PIOHEISSUSH

— - ———————— — X06'T
0Z5€000000090L55N3 SPSE000000090155NT £15€000000090155N3 S6VE000000050155N3 (je1ainbs) smwauaoaprn snyiydow 2ds
TBVZI0L25 691 173058 TTET6CLS SvIvILiS S TGET66225 96LVE 58 T873588¢5 19500858
— _ — ———————— X
87r8000000090NTSN 705 C00000090NYSNS S6580000000590NT5NT 068 TE00000050NESN (32Y) snoiBantou sniioy
TT8CITCoY CeLoviort TT9CI5c 6 LCeee o6 T0¢ch667- 89057 676 TZC0L096V-25C0TEhV 6
———— —— ————————— e —. -, Y8y VILNIQOY
BSZCe0000009S1NSNT Z5CCE00000095NNSN FTZ0V0000005S NSNS THS6E0000000SMINSNT (esnow) sngnasnwt snip
TTE08rL 873995888 PHEISeUe5 TBES8S Chhevicese PPHEISeUss TTTTee Z2Ce 588t PIoNeIselss T67889-9095:890C PIOHES
- e [ e, XS8'T
STGET00000099005N STSET00000099005NS 075 £T0000009900SNT BE0S 100000099005 (32 00uRBURY) ipI0 sAwopPOdIg
TTIBS T Thve B886eve 6T PIOHEDS T6690c TP 066007 e 6T PIOPES T G001 157E- 85055V VE 6T PIOPES T-07b109Ve CIZ0VSre 6T PIoHEss
- S — S — R —— X649
S976000000090d05N3 0ZTT000000090d05N3 S837000000090d05N3 T857000000050d0SN3 (81d eauing) snyfao10d Liao3
758995 9B0LYES06¢ PIOJJEISeUsD T7Z55C e BEG18C:506C PIOJEOSoUSD  1:680Z5 ¢ CSEPOL:G06¢ POHEISoUeD
S e e SR XE6'T
0SZ5T00000099d 05N Jusse £0ZS T00000099d05NS ZZ67100000099d05NT (e3)1d) sdaoursd buoloyo0
L R — e s e VYHAYOWOOVI
TZ00 126201008 196201 T 885'066'201-282'6£6/TOT: T4 T-7886v0c01-Z09700E0T: T TGCLCrTEe01-92CBL0E0T T
——— P—— — Xev'L
ZS9TT0000009MD05N ('P19g58) 55N 321G SZ9TT0000009NDOSNT 0671900000009MD0SN3I (3199Y) SNN31UN sn8e (039410
T-1¢0%1-868:8097 PIONEISoUSD T-0vCre vZp- 9097 PIOPEISeUSD TeLv9-8897: 2007 PoJJEoseuss
_ S — — XS0'Z
00¢8000000090HISNI Jussqe T880T00000090HOSNT 8T6¢000000090HSNI (tpols) ruuow ffoy sndaotoyd
- ST TP e VYHLYYNIX
€EP0S-Z1I8E 1061y PIOJEoSeUs  ThG19¢-BC0E 1061y PIOJEISoUsD T88598€L6:061F PIOHEIS0s5 TB0TTEl-Ch0TL 16Ty PIOHEISeUsS
800200000009 0NASNT BEVETO0000090ONASNT ZZ7700000090NASNT 06E6000000090NASNT (oll1pewy) snpourowanou snddsog
T=O15 25 ZZche:9085 PPRIEoseust TBIBT- L7677 908% PIOHEIsoUss TT¢205-965:G085 PlolEssetss TTE5G/8-€5c0T:Z085 PIOHEISIUSD. 24
P - — - YIYIdNSYYIA
Z0Z00000000SNANSNT TOZO0000000SNIASNT S6Z600000005N3NSN3 S09ZT0000005N3NENT (Aqe|2an) ruabna sndosoopy
TBI76006c 865816850 T TTEECeh06eC CIL8L06ETT T091C 16€¢-95¢0Z0650 7 T T/96VC6cC BI6VaTEET T
- - - —_— X8'9
96T7T000000900NSNT S0CYT000000DTOWSNT 87CT000000900NSNT %TEV TO00000DA0NSNT (winssodp) pazsawop sydrapouopy
T-ZT70C-Cth0T GE0e 1BRu0D
T:ET€9-LCE 1:C9v88AU0D T-T686¢-6128:¢9v88RU0D Z¥Z600000009N VOSN3 X9 VIYWIHLONOW
0Z60T00000059NVOSNT Jussqe TZ60T000000ONVOSNT TAYON (sndAje|d) snugeue snypuAGoRILI0
cgya DIINY [42975] TINVON a8esan0D [wousn uoxe|

"UOI}BDO| PUB J13CWNU UOISSADIE JuIMOYs ‘SaWoUas 21eI(aYIaA J|qe|IBAR /{ Ul 193SND Q1N 243 Ul souad Jo sanSojoyniQ "(3u0d) TS a|qe]

84



T--TO09PEE LI 8IE08CELL LT

T-OVTTZCEIL-EIG8G Ll TT

T-937SCe LL-1GCS8IE LT T

T:8ST6YIETT-£661E8CTT TT

S626vT0000055NT 5020ZT0000055N3 76267 T0000095NT $5265T0000095N3 uBy susjdos owop
T-88¢CCCCTT-0r080C T T T T-09096TCTI-Z65PBI LI LT T:0ET08TCIT-61GH0TC I LT T¥609Z0C L 1-9e86GZ LTI LT
S6¢000000099 IdSNT €6¢7000000098 LdSNT T6TF000000098LdSNT T6Z¥0000000991dSNT X9 (eszuedwiyD) sadpojbiosy uog
T--CT0CPSTLL-0L8LLPTTT-TT T L8 TTI-Tr 1SS TTL-T T TElSSeTIT-S89TI8ETTI-TT T-oSPETTT-¢686SCTTT-TT
F52E000000050555NT ZE7E000000050555NT SZ7E000000050555N3 Z60ET00000050555NT Xre o(j1106 oj109
T-C8cCICOTI-0ZcZ6I0TL LT 0Sb'Z8T'0TT-9TT'SLT'OTT: TT4Y2 T-09€€G 0T L-¢C6Z00TOTT T T T evS7900 L 1-06€8Z6601- 1T
TEET00000005AddSNT 3500 TEEE00000005AdESNT TEEE00000005K3d5NT X {UAnBUe.0) snaowBAd obog
TGCE o TIT 00V b IBTITT TZ6eeoB TTL 00T CeBITh T T70c[eB I CIGBLITIToT TOTSePITTT 000 LIOTTTHT
S SILYINIY
TEErT0000005MININGNT TEErT0000009NNINGNT B7E7T0000009MININGNT 889700000005 NAINGNT {enbese|N) onojnt b2020M
TT665560T 1T THTo0 It TTEeh060T 1200880 TT T5092/80T ShOCTB0 T TT T595 (80T T TC0TL0 T 1T
S%ZZT0000009YOSNT 6Z¢ZT0000009YIDSNT 50¢T0000009Y0SNT TPECTO000009YIOSNT — (19s0ULIEN) SAY220f XiyI0D
TT2e208¢ 020 L90B0% PPIES T35800 107230808 POIES T20022 2 999121895 POIER T Ier6 boL28°895 PIolEss
ZE0h000000055TNGNT 7207 000000055TAGNT 5005000000050 TGN $55E000000055TNENT AL {UNW=T SSNOI) SAuLILY S7ge201
1--9G¢0CE- IPI80E-900E P[O4JEIS_URS 1-895YS¢-06£061-9008 P|O}EISSUSE) T-6¢00T-S6E68:900E P|C4JEIS2URD
ZGFI00000005V50GNT auesqe ZGFI00000005VE 0SNG ToTB00000005V5 05N it {Aqequsna) #mrau o6 1nwa|010
T1-:6€5G-9¢- L1181 P[C}jEISeUss) T:9EP9-PP1E:8059 P|OHEISSUSE T1-C9P8Y-L68:G 1817 P|OHEISSUSD) T-£0TL9-6¥S:918F P[0}EIS8UsS
TETZT00000057CISNT O5ETTO000005/SISNT 007T0000005/SI5NT STEB00000005ASIENT XeBiE {uois1e1) j21AS sy
T7205C5 00CSET I61E PIONEosoUsD  GCBIOLY IPGCOv 16T PIONEISoUSD T LCB0VY LZeG8C 16 1E PIONTISoUSD  TUhbl60 B6Le8C 161E POIESoUSs
FOTS00000005TIISNT TITH000000053aISNT BO0E00000005TAISNT 057200000005 TSN X {meuys eo11) jrabuciaq ojodny YINIAN YOS
10GSGCT-ECP T1:280S P|O44BOS2URS T:£2090T-EPTG6: ¢80S PloyEISSUSE) T:6509/-586: 7805 P|0}EIS2USS T-S96EEC-T8LS TC-EB0S PIC4JEIS[USD
SEGF00000000NIINT ZE3500000005TITNT TZEH00000005NIIoNT STH000000005TITENT. nEEH {80ye8paH) snaodo.na snaoouri
T-E8Y6-C0LLICC PIOJEDS T6SE95-CI IS T 1L PIoJEISeUss TG050E1-96¢C 1056 PlOHEISeURD 0S6Z-£0ErZ:S8L61E PIOJETS
ZZT00 135N3 313 GCT6000000093135NT Z6E0T 135N3 2% (98.us3 BoyeSpay Jessa) iyoffaz sdouyog VYOAILDISNI
T 16¢h6 crIEBELY PIOJJEISPURD T-ELCE0T-Tev B85S PIOHEISEUSD T:Z0L59-66ELELELY PIOEISEUSS T-CEBEL¥000% SYIGSC PlOHEDS
F5ZTO0000005TVSSNT Z75500000005075NT FF0500000005TVSNT 0530000000557ENT X&' {Mauys) snaupio xat05
caya DNV Zro1d TINVON a3eJan0) SwousH uoxe|

"UO[}BJ0| PUE JACWNU UOISSadIE Sulmoys ‘sowouas a}eiqallan d[ge|lBAR / Ul 193N VLN Y3 ul sauasg jo sanSojoylQ *(3uod) TS a|qel

85



T cG60681-CCbOL 185 PIONES

T PPPSST-89¢T1S T-8S PIOHEIS

T-SETCTI-8066S-8S PIOHES

TP ISP 1-SLS06ET- LT P _otmuvm

- — P - XL v301050908d
£Z59000000054V15NT T7Z5¢00000054V15NT TZGZ 100000099V 15N TZ£5000000099V 15N (aueyda|3) oupor4fo puopoxo]
T-8¢6C1 €556 078G PIOHEISeUSD T:69881-98T017¢85 PJEIseteD T:£26L7-G0E8: T0EY PlOHeosauss T--8e89Z- 1250 1:06V T PIoHeds
B N e e X6T'T V3IQI0OVYAH
561900000000VOdaNT Z0T300000009V0daNT STZ3T0000005VIdSN O¥Z500000000VIdSNT (xedAH) stsuadoo 0iAb201d
T-900¢681¢-VO0Ee8TT: £ T:9£9¢¢81¢- 0991810 L T:Z0SE6L1C-LB8CSVITT L T:96VE 1ZTC-SGLLVITCL
735 T0000000VoTaNT TEZTT0000000VIIaNT 9367 T0000009VOIINT T6T6T0000000VOToNT X810 (esd0H) snyoqo2 snnb3 AIAEICESISS
T:66088-Cc LG Va6TLT POHE®S T-GTZCC-L0S6:8V5V8 PIOHE%s T:C¢Lve-CE 150061 Plojeosauas TveGBY -9V Va T06T PIOHEosaUsD
SOOI, VOSSR OSSR OIS X65°T VIOV1ID
TPEZ000000058 LISNI 7577100000058 LISN3 §560 T000000OYLISNT SZ30000000059 115N (uydioq) snaoounsy sdoistny
£TTIEG-GETIESIL96T PIOJEISOUSS  T:01TL60G- 99631 /36T PlOJJEISoUSD  T:68eeeh G6/956:296T PlOHEISURD
. B e g XT5°Z
ussqe ("p1oag) 1se(q SZ7700000000VaASNT ¥ZZZ00000000VdAGNT (eoed)y) sooed eusnoin
T:59059007-£v8 150076 O T AT 055E T'8198 100V 1 LSV Z66E6 T-TeLeV66c-€Z69L86E6
BP05T00000090555NT TPT%08] 15V 1d 7705 T00000090555NT P0G TO0000090555NT xv (81d) £fo195 sng VIALDVAoLLEY
TBEL65 L VPEaveiTat T:7675€¢CC 10550 CTGT TS5 1261 CC-C0ECaTITGT T7668500 ¢ 9925581 5T
—_— —_— ————— —— 15
098010000005V 193NT SSB0T0000005VIGaNT 80000000005V Ia5NT 0TZ500000005V 135N Xh (moD) sninoy sog
T:6V65CY €65 LIV T OVBL6T1D TG55 h v 8SL0EY T OVBE6 11D T-C0EZv-T1B1C T €552611D T-6L01£1-08569' T £45E6 11D
_ ~“*> — _ T e XZ
TFTI00000000INVSNT £9T900000000INVSNT 7673100000003 NVINT 7753 100000053INYSNT (epued) oanajouniaur bpodosnyy
T:BcZC08CCBIT 6405 T-¢98C 8L C-T8I0T8LL G T 6/ 188CC-L LVBEBLTS T2 L6960 VIVI0620G
— e e - g YHOAINYYD
068100000054 V05NT B6BET00000099V05NI 7061000000997 05NT FFEET00000099V0SNT XL (80Q) sp4oipwsof s
T CeCLCI-85G60T:06/C PIOHEOSaUsY  T:0E TT0L-LEvva 064C PIoBEIsatss TTEZ759-GVOL T06C PIOHEISSUSD  T:68C10%-C88CEC 164 PPIBISaUes
- e e —_— XL8'T
£6¢800000005V0I5NT 767800000009V 35NT T6¢800000000V045N T68ET0000000V095NT (1e2) snoo siyaq
T €696V 9CCCOT:SPEE PIOJEOSeUsS  T:09ZE6¢ LLLT6L:SVEE PIOJJEISPUSD  Tie955SC VS IVPLIGYEE PIONEISAUSD  T:0G119-ZG98YGhEE PIOjESoURD
0681100000001 TTINSNI TE8T 100000051 TSN 758 TT0000000 T TSNS BT T00000051 T TSN X (120 IN) snbnfian; snofp
- - S — - : . - YYILdOYIHD
T=TCLTC-Vebv 11ZZ6C POHEISaUs5 T:9/55-L96:ZL6C PIOHEOSeURS) T:0CT6ES VZ0S61799TC PIOJJE0SeUst  T:18v39,-898v07:991¢ POHEISeUsS
ES8Z 10000009V AdSNT 758 T0000005YAISNT S78Z00000005VAJSNT %Z8Z00000005VAdENT AES:0 (1eqeBaN) snidduros sndosand
caya DIINV croit TINVON a8esan0) swousn uoxe|

‘UOI}BJ0| PUB JaqUWNU UOISSaOE SUIMOYS ‘SOWOUIS 91BIGaMAA 3|qe|IBAR /{ Ul 12)SND V1IN Y} ul sauas jo san8ojoyiiQ *(uod) 1S 9|qe

86



Table S2. Transcription factors predicted by DECODE as regulators of the NTAD genes in humans.

Gene Transcription factors
NCAM1 NF-kB, GR-a, GR-B, AP-1, c-Fos, c-Jun, p53, Sox9, POU2F1.
TTC12* HOXA9B, Meis-1, RFX1, MIF-1, AREB6, Nkx3-1v4, Nkx3-1, Nkx3-1v1, Nkx3-1v2, Nkx3-1v3.
ANKK1 NF-kB, CUTL1, AREBS6, oct-B3, oct-B2, Oct-B1, POU2F2, POU2F2 (Oct-2.1), POU2F1, POU2F2B, POU2F2C.
DRD2 NF-kB, Egr-1, CREB, GR-a, GR-B, 8CREB, c-Rel, p300, NRSFform 1.

*Although NF-kB was not predicted as a regulator of 77C12, it regulates the 77C12 paralogues TOMM34 and ST/P1 as well as other genes encoding the
tetratricopeptide repeat domain (not shown).
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Figure S1- The NTAD cluster in the human genome, showing the single nucleotide
polymorphisms (SNPs) included in this study. The sizes of the four genes are 317 kb, 69
kb, 13 kb and 66 kb, from left to right. Only DRD?2 is positioned in the reverse strand

(arrow pointing to the left).
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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 (DRDZ2) 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 DRDZ2 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 (TCl) 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, P¢.r=0.023) and with
increased Harm Avoidance (P=0.002, P.=0.013) and decreased Persistence
scores in ADHD patients (P=0.002, P.=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, P.,+=0.032) and
the DRD2 rs2283265 SNPs. Furthermore, individual NTAD haplotypes, mostly
centred in the ANKK7-DRDZ2 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/DRDZ2 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; Munafo 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
(Munafo 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 DRDZ2 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-DRDZ2) 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

94



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-1V;
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 (NCAMT), rs723077 (TTC12),
rs2303380 (TTC12), rs2734849 (ANKKT), rs1800497 (ANKKT), rs6277 (DRD?2)
and rs2283265 (DRD?2). Allelic discrimination analyses were carried using TagMan
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 DRDZ2 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 (P.or) 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 (Py) 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 (Pgicorr). Since this procedure may be over conservative, when a
nominally significant global window (Pg< 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 a=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 ANKK71 gene associated with GAD
(rs1800497 P=0.034) (Table 2). The NCAM1 rs646558 A allele seems to decrease
the odds of MDD (OR(cig5%)=0.61(0.43-0.86)), While the ANKK7 rs1800497 T allele
and the DRDZ2 rs2283265 T allele increase the odds of MDD (ORcigs%)=1.461.05-
2.03) and OR(cieos%)=1.72(1.18-2.50), respectively). The ANKK17 rs1800497 T allele also
confers risk to GAD (OR(cie5%)=1.51(1.03-2.20))-

When accounting for the multiple SNPs tested, only the association of the
NCAM1 rs646558 and the DRDZ2 rs2283265 SNPs with MDD remained significant
after correction for multiple testing (Pcor=0.032 and P.,=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 DRDZ2 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 P.,+=0.013) SNP, as well as the
nominally associated ANKK7 rs1800497 (OR=1.54 P=0.012 P.,r=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 P,=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 DRDZ2 gene (rs6277 P=0.010 and rs2283265 P=0.002) (Table 3). The
Persistence trait was also associated with the ANKK7 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 (P¢or=0.013 and Pg=0.014,
respectively). Meanwhile, the ANKK1 rs1800497 and the DRDZ2 rs6277 were only
marginally associated with Harm avoidance after correction (Pc=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 Pg<0.05 (Supplementary Table 1a). These are centred in the
ANKK1-DRDZ2 region: a 3-SNP haplotype window including the rs1800497-rs6277-
rs2283265 (P4=0.045) and a 4-SNP haplotype window including all four SNPs
from this region (rs2734849-rs1800497-rs6277-rs2283265 (Py=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
Pg<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 ANKK7-DRDZ2 (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 Pg<0.05, both of them including SNPs from the ANKK7 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 Pg<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-DRDZ2 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 4<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 4<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 DRDZ2 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-DRD?2 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-DRD?2) 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 ANKK7-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 TTC172 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
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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 NCAM71 and DRDZ2 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 DRDZ2 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 DRDZ2 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; Munafo et al., 2004; 2009) and alcohol
dependence (Munafo 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 Exon3 (M73L) A/C  0.479(C) 0.4844(C)
rs2303380 TTC12 Intron7 A/IG  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 Exon7 T/IC  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. Comorbidities within the ADHD sample
Controls (n=630)
Major Depressive Bipolar Disorder  Generalized Anxiety Alcohol Abuse/ Nicotine Conduct Disorder/
Disorder (n=190) (n=83) Disorder (n=109) Dependence Dependence Antisocial Personality
(n=73) (n=224) (n=97)
SNP Gene  Allele OR (cigs%) P OR (cies%) P OR (cios%) P OR (cies%) P OR (cios%) P OR (cios%) P OR (cios%) P
rs646558 NCAM1 A 1.02 0.887 0.61 0.005° 1.42 0.084 0.84 0.385 0.72 0.194 0.98 0.927 1.38 0.1067
(0.82-1.26) (0.43-0.86) (0.95-2.12) (0.57-1.24) (0.44-1.18) (0.72- 1.35) (0.93-2.04)
rs723077 TTC12 C 1 0.985 0.96 0.777 1.15 0.413 1.28 0.107 1.00 0.996 1.22 0.121 1.05 0.7487
(0.84-1.18) (0.75-1.24) (0.83-1.59) (0.95-1.73) (0.70-1.42) (0.95-1.56) (0.77-1.44)
rs2303380 T77C12 G 0.91 0.297 1.16 0.280 1.11 0.547 1.20 0.255 0.91 0.606  0.88 0.344 0.99 0.9675
(0.76-1.09) (0.89-1.52) (0.79-1.58) (0.88-1.65) (0.62-1.32) (0.67-1.15) (0.71-1.39)
rs2734849 ANKK1 A 0.90 0.208 1.13 0.368 1.01 0.979 1.06 0.724 1 0.997 0.90 0.434 0.92 0.6155
(0.76-1.06) (0.87-1.47) (0.72-1.41) (0.78-1.44) (0.69-1.44) (0.70-1.17) (0.66-1.27)
rs1800497 ANKK1 T 0.87 0.189 1.46 0.025° 1.07 0.742 1.51 0.034° 1.12 0.608 1.09 0.605 1.17 0.4418
(0.70-1.07) (1.05-2.03) (0.70-1.65) (1.03-2.20) (0.72-1.76) (0.79-1.51) (0.78-1.75)
rs6277 DRD2 C 0.97 0.715 1.26 0.081 0.89 0.486 1.07 0.681 0.96 0.808 0.94 0.605 0.93 0.6659
(0.82-1.15) (0.97-1.64) (0.63-1.25) (0.79-1.45) (0.66-1.38) (0.72-1.21) (0.67-1.29)
rs2283265 DRD2 T 0.80 0.070 1.72 0.005° 0.63 0.103 1.46 0.083 1.20 0.484 1.22 0.283 1.07 0.7646
(0.63-1.02) (1.18-2.50) (0.37-1.10) (0.95-2.24) (0.72-1.97) (0.85-1.77) (0.68-1.70)

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)-

4 Pcorr=0.032.

® Pcorr=0.132;

°Pcorr=0.023;

4 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) 0.025° 0.25+(0.40) 0.538 0.12 £ (0.26) 0.651 -0.13£(0.12) 0.298
rs1800497 T 1.46 + (0.56) 0.009° 0.56 + (0.51) 0.266 -0.13 £ (0.33) 0.697 -0.33 £ (0.15) 0.029°
rs6277 C 1.13+(0.44) 0.010° 0.39 £ (0.40) 0.323 0.06 £ (0.26) 0.815 -0.19 £ (0.12) 0.107
rs2283265 T 1.96 + (0.63) 0.002° 0.47 +(0.58) 0.415 -0.30 £ (0.37) 0.418 -0.53+(0.17) 0.002'

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 (Pcor).

3P .on=0.136.
® P o= 0.056.
© Poor= 0.059.
4Por= 0.013.
® Poor= 0.153.
f Peorr= 0.014.
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Table 4. Summary results of individual haplotype analyses in ADHD and comorbid Major Depressive and Generalized Anxiety
Disorders.

o o)) N Tp}

0 ~ 0 < o ©

7o) N~ ) © < Al

7o) o ™ < o N~ ™

53 9Q &3 R 8 a8 «&

5] © O ON ¥ o~ < - 2 © 2 Freq Freq Overall

Z2- k- B2 g <= 0O 0% gffected unaffected Freq OR  Stat Pind Pgl Pglcorr
ADHD vs. Controls AT C T 0139 0.170 0.155 0.77 448  0.034 0.035 0.170
Major Depressive A C 0.080 0.115 0.101 0.53 5.50 0.019 0.043 0.211
Disorder cC T 0177 0.126 0145 172 7.91 0005 0.017 0.094
C C G 0.137 0.099 0113 185 7.06  0.008 0.029 0.147
A C A 0.056 0.081 0.071 047 476  0.029 0.029 0.147
AT C 0.192 0.139 0.155 159 6.26  0.012* 0.040 0.198
AT C T 0172 0.121 0136 166 6.68  0.010* 0.055 0.253
Generalized Anxiety C G A T 0.130 0.090 0.096 1.78 4.69 0.030 0.049 0.215
Disorder cC G A T ¢ 0.117 0.068 0.076 228 805  0.005* 0032 0.144
cC G A T C T 0112 0.070 0075 201 589  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 Pgicorr 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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= = = = = = = Freq B Stat Pind Pq| PgICOIT
Harm A T 0.185 1.37 5.47 0.020 0.023 0.365
Avoidance 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 0.49%6 -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 0.49%6 -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
cC 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 Pgicorr 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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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)
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 114 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

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. Py
corresponds to the Omnibus P-value from the global haplotype analyses.
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b)

Comorbidities within the ADHD sample (n=520)

Haplotypes Major Depressive  Bipolar Disorder Generalized Anxiety

Disorder (n=190)  (n=83) Disorder (n=109)
NSNP NHap SNP1 SNP2 STAT Py STAT Py STAT Pql
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 0.348 271 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/ Nicotine Conduct Disorder/
Dependence Dependence Antisocial Personality
(n=73) (n=224) Disorder (n=97)

NSNP NHap SNP1 SNP2 STAT Pgl STAT Pgl STAT Pql

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 0.647 243 0.296 0.47 0.789
3 8 rs646558 rs2303380 26 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 0.939 249 0.477 1.27 0.736
3 5 rs1800497 rs2283265 0.73 0.947 561 0.230 3.02 0.554
4 14 rs646558 rs2734849 6.34 0.933 8.05 0.841 141 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 0.596 104 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 0.375 144 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 0.851 134 0.646 141 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. Pq 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 Py STAT P g STAT P g STAT Py

2 4 rs646558 rs723077 1.95 0.582 0.63 0.890 0.87 0.834 219 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 0.800 496 0.175
2 4 rs1800497 rs6277 114 0.010 4.71 0.194 0.67 0.880 7.81 0.050
2 3 rs6277 rs2283265 114 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 0.793 461 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 0472
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 0.939 144  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 0.935 129 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 g corresponds to the Omnibus P-value from the global
haplotype analyses.
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Capitulo 7

DISCUSSAO GERAL

“Todo argumento permite sempre a discussdo de duas teses contrdrias,

nclusive este de que a tese ﬁvom’ve/ ¢ contrdria sdo zguaﬁnen te o{eﬁma’vez’s ”

Protdgoras (480-411 a.C.)
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- Contextualizacdo: O momento atual da psiquiatria e genética psiquiatrica

Estamos vivendo um momento inusitado na area da psiquiatria. Ja era
esperado que ano de 2013 ficasse marcado pelo langamento da 5% Edigdo do
Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) pela
Associacdo Americana de Psiquiatria (APA), com todas as suas esperadas e/ou
temidas alteragbes na classificacdo e nos critérios para diagnostico dos
transtornos psiquiatricos em relagdo ao atual DSM-IV, publicado em 1994. No
entanto, o que ndo era esperado € que poucas semanas antes do langamento do
DSM-5, o Instituto Nacional de Saude Mental (NIMH, do inglés National Institute of
Mental Helth) — instituicdo norte-americana que corresponde ao maior instituto de
saude mental e de apoio financeiro a pesquisa no mundo — informou que estaria

retirando seu apoio a futuros projetos baseados no DSM-5.

Por meio de sua pagina no site do NIMH, o Diretor Thomas Insel fez
criticas ao (futuro) DSM-5 afirmando que o que € descrito como a “Biblia” na
psiquiatria ndo passa de, no maximo, um dicionario e se por um lado o ponto forte
das edicbes do DSM é sua consisténcia — que faz com que os mesmos termos
sejam usados segundo os mesmos critérios — por outro lado, seu ponto fraco é a
falta de fundamentagdo dos diagnosticos baseados em um consenso sobre
grupos de sintomas cinicos. Ele entdo chama a atengdo para o projeto langado
pelo NIMH, intitulado RDoC (do inglés Research Domain Criteria), o qual pretende
transformar o processo de diagndstico ao incorporar informagdes genéticas, de
neuroimagem, de cognigao, entre outras, como base para a fundagdo de um novo
sistema de classificagdo. No entanto, estas informagdes ainda s&o escassas e as
pesquisas devem ser direcionadas para a obtencdo de tais marcadores. Ele
sugere ainda que ndo é possivel obter sucesso nessa nova abordagem se as

categorias do DSM continuarem a ser usadas como “padrao ouro”.

O motivo pelo qual esse assunto esta sendo tratado na discusséo da
presente Tese deve-se ao fato de que vivemos um momento Unico nessa area de
pesquisa em que se clama por inovagdes 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 tém sido
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conduzidas as pesquisas genéticas na area da psiquiatria até o momento e
darmos um passo a frente, ou melhor ainda, pensarmos na possibilidade de
alterar um pouco o angulo da nossa caminhada na tentativa de avangar rumo a

esses objetivos maiores.

- Efeitos Epistaticos: Papel na compreensao de inconsisténcias da literatura e na

herdabilidade perdida/fantasma

Nos estudos referentes aos Capitulos 2 (Mota et al., 2013) e 3 (Mota et al.,
in press) da presente Tese fomos além da abordagem tradicional dos estudos de
associagdo geneética e utilizamos evidéncias a priori para investigar efeitos
epistaticos envolvidos em transtornos psiquiatricos. Com base em evidéncias de
que os receptores dopaminérgicos D2 e D4 sao capazes de formar heterémeros e
que a eficiéncia desse processo depende das isoformas envolvidas (Borroto-
Escuela et al., 2011; Gonzalez et al., 2012), testamos a hipotese de que
interagdes entre DRDZ2 e DRD4 estariam modulando o efeito desses receptores
na predisposicdo ao desenvolvimento do Transtorno por Uso de Alcool e do TC
em criangas com TDAH, o que ajudaria a explicar a inconsisténcia entre os
resultados dos muitos estudos que vinham avaliando s6 um dos gene

isoladamente.

Em um primeiro momento, nés observamos efeitos epistaticos (refletido por
interagbes estatisticas significativas) entre polimorfismos dos genes DRD2
(rs2283265) e DRD4 (48-pb VNTR), os quais acredita-se refletir as isoformas
envolvidas no processo de heteromerizacdo, na susceptibilidade ao Transtorno
por Uso de Alcool em duas amostras independentes (adultos com e sem TDAH)
(Mota et al., 2013).

Em seguida, foi possivel identificar que esse efeito da interagao epistatica
entre DRD2 e DRD4 podia ser detectado ainda na infancia, influenciando no
desenvolvimento do TC em criangas com TDAH (Mota et al., in press). Este
resultado se soma as evidéncias de que fatores genéticos que conferem
susceptibilidade a transtornos psiquiatricos podem se manifestar de diferentes

formas ao longo do desenvolvimento.

124



Esses resultados combinados criam um cenario altamente promissor uma
vez que o efeito dessa interacdo entre DRD2 e DRD4 na predisposicdo a
transtornos externalizantes foi observado em trés amostras independentes. Isso
s6 foi possivel pela incorporacdo de informacdes de outras areas de pesquisa
(bioquimica, fisiologia, por exemplo) na elaboragdo de hipoteses prévias para a
investigacédo de efeitos epistaticos. Além disso, a implicagdo de um papel dessa
interacdo génica na susceptibilidade ao TC em criangas/adolescentes, o qual é
um frequente precursor de subsequentes problemas relacionados ao uso de
alcool, sugere um mecanismo potencial para explicar uma via causal entre TC na

infancia e o desenvolvimento de Transtorno por Uso de Alcool na vida adulta.

Como descrito no Capitulo introdutério, o interesse e o reconhecimento da
importancia de interagdes génicas nas diversas areas da genética humana vém
de fato aumentando consideravelmente nos ultimos anos. Em tempos atuais de
ampla disponibilidade de dados de GWAS, testar todas as interagbes possiveis
entre os milhares/milhdes de polimorfismos n&do parece ser a melhor saida.
Assim, em concordancia com o que vem sendo enfatizado na presente Tese,
grande empenho vem sendo implementado no desenvolvimento de novas
abordagens visando identificar efeitos epistaticos em dados de GWAS atraveés da
implementagdo de evidéncias prévias na selecdo dos SNPs as serem testados
(revisdo em Ritchie, 2011; Liu et al., 2012; Nazarian et al., 2012).

Embora alguns indiquem que os tamanhos amostrais continuam
demasiadamente pequenos para analises em larga escala, os primeiros
resultados desse tipo de abordagem em GWAS comegam a surgir com relativo
sucesso, como por exemplo, no caso de Artrite Reumatdide (Nazarian et al.,
2012), Doenca de Crohn (Emily et al., 2009; Nazarian et al., 2012), Diabetes do
Tipo-2 (Liu et al., 2012) e niveis de colesterol (Ma et al., 2012). No entanto, isso
de forma alguma indica que os estudos de interagbes especificas (estilo gene-
candidato) devem ser considerados ultrapassados; pelo contrario, na area da
psiquiatria especialmente, onde os estudos envolvendo interagdes sdo mais raros
e menos robustos e as grandes amostras ainda estdo em fase de coleta,

informagdes provindas de estudos de “interagdes-candidatas” poderiam inclusive
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auxiliar no aperfeicoamento dessas técnicas que utilizam evidéncias a priori na

busca por efeitos epistaticos em dados de GWAS.

O Anexo | apresenta um artigo em formato de comentario, publicado na
revista Frontiers in Human Neuroscience, sobre a abordagem da herdabilidade
fantasma na area da psiquiatria através do estudo de interagdes génicas
baseadas em hipoteses prévias (Rovaris et al., 2013a). Em concordancia com os
estudos apresentados nos Capitulos 2 e 3 da presente Tese, € sugerido que
investigacbes de efeitos epistaticos especificos com base em hipoteses
fundamentadas em evidéncias a priori, apesar de tradicionalmente
negligenciadas, devem ser cada vez mais aplicadas na area genética psiquiatrica
(Rovaris et al., 2013a). O Anexo |l apresenta achados adicionais do nosso grupo
a respeito da influéncia de efeitos epistaticos na susceptibilidade a Dependéncia
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 associagao “um polimorfismo
— um fendtipo”, complementado os estudos com investigacbes de efeitos
epistaticos, de preferéncia, envolvendo hipdteses de interagbes baseadas em

evidéncias biolégicas prévias.

-Complexo génico NTAD: evolucéo e implicacoes fenotipicas

Além da importancia de analisar interagbes génicas, uma abordagem
alternativa apresentada na presente Tese visa investigar, de modo conjunto, o
papel de polimorfismo presentes ao longo de agrupamentos génicos na
manifestacdo de transtornos ou na modulagdo da variabilidade normal do
comportamento. Dessa forma, ao invés de focar em um unico gene, o estudo leva

em consideracéo a vizinhanca onde esse esta localizado.

Além disso, uma vez que evidéncias sugerindo a existéncia de efeitos
conjuntos e de inter-relagbes dos genes de um agrupamento, uma maior
compreensao a respeito da formacédo e manutengcdo desse complexo génico no

decorrer da evolugdo torna-se necessaria, ou ao menos, muito instigante.
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=Historia evolutiva do NTAD

O Capitulo 4 apresenta estudo conduzido como intuito de investigar a
historia evolutiva do complexo NTAD através da analise comparativa do genoma
de 48 espécies de vertebrados e também da comparagdo de um conjunto de
sitios polimorficos entre primatas, incluindo Homo neanderthalensis (Green et al.,
2010) e Denisovan (Reich et al., 2010).

Foi possivel 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 vizinhanga conservadas desde os ramos mais basais
investigados (peixes teledsteos), sendo datado em pelo menos ~525 milhdes de
anos, na origem dos vertebrados. Parece ser interessante o fato de que a
aproximacédo do NCAM1 a esse complexo ja formado (TAD) tenha aparentemente
coincidido com a saida dos vertebrados do meio aquatico e a conquista do

ambiente terrestre, datada em aproximadamente ~400 milhdes de anos atras.

Essa transicdo foi acompanhada por mudancas importantes do sistema
nervoso central dos vertebrados e, visto que esta sendo mantida conservada até
hoje, pode-se cogitar que a aproximagdo desses genes relacionados a
desenvolvimento neuronal e/ou neurotransmissdo possa ter tido/estar tendo um

papel fundamental para o funcionamento desse sistema nervoso mais complexo.

Ndés encontramos também evidéncias de que os genes do complexo NTAD
sejam co-regulados, o que esta de acordo com estudos genémicos que sugerem
uma tendéncia 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 possivel sugerir que o surgimento desse
mecanismo de co-regulacdo do NTAD represente uma adaptagdo 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

género Homo além de H. Sapiens. Esse achado sugere a possibilidade de que
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processos de selegdo ou deriva genética possam ter agido/agir nesses sitios

resultando na manutengao de ambos alelos por um longo periodo de tempo.

Esses resultados combinados reforcam ainda mais as evidéncias da
implicacdo de genes/polimorfismos do agrupamento NTAD na modulagéo de
fendtipos importantes para o desenvolvimento/sobrevivéncia tanto de nos

humanos como de outras espécies de vertebrados.

-O complexo génico NTAD e a heterogeneidade do TDAH

No Capitulo 5 & descrito um estudo avaliando o papel de variagdes
genéticas ao longo do complexo NTAD na predisposicdo e modulagdo da
apresentacao clinica do TDAH, visando melhor compreender os fatores os
achados inconsistentes na literatura envolvendo o tradicional polimorfismo Taq1A.

Os resultados indicam que variagdes genéticas do NTAD, n&o restritas ao
Taq1A, sdo capazes de modular a manifestacdo clinica do TDAH através da
associacdo com comorbidades e tracos de temperamento. Polimorfismos
individuais e/ou haplétipos centrados na regido ANKK1/DRDZ2 foram associados
com caracteristicas internalizantes em individuos com TDAH, como os
Transtornos Depressivo Maior e de Ansiedade Generalizada e com escores
elevados de Evitagdo de Dano e reduzidos de Persisténcia. Além disso, a
susceptibilidade ao Transtorno Depressivo Maior parece ser influenciada
independentemente por polimorfismos nos genes NCAM1 e DRD2. A presenga de
multiplos fatores de risco no NTAD ressalta a complexidade dos efeitos do NTAD
e refor¢ca a sugestao prévia de que os quatro genes desse agrupamento devem
ter funcdes relacionadas na modulagédo comportamental, embora a maneira pela

qual isso ocorre ainda ndo esta esclarecida (Yang et al., 2007).

Com base em estudos funcionais prévios dos polimorfismos associados, foi
possivel sugerir que uma das maneiras pela qual os genes dos NTAD poderiam
estar influenciando a susceptibilidade tanto de transtornos/caracteristicas
internalizantes (Capitulo 5) como externalizantes (Gelernter et al., 2006; Yang et
al., 2007; 2008; Ducci et al., 2010; Nelson et al., 2013) poderia ser através da

desregulagdo da transmissdo dopaminérgica no cérebro. Além disso, uma
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hipétese que pode ser levantada € de que esse efeito de variantes do NTAD na
predisposi¢cao geral a transtornos externalizantes e internalizantes (possivelmente
devido a um estado hipodopaminérgico) possa ser mediada/explicada, em parte,
pela associagao encontrada dessas variantes com escores elevados de Evitagao
de Dano. Essa hipdtese requer que investigagdes adicionais sejam conduzidas
em amostras independentes, tanto em individuos com TDAH (visando replicagao
dos achados atuais) como sem TDAH, para testar sua validade.

De modo geral, os achados apresentados no Capitulo 5 podem ajudar a
elucidar inconsisténcias prévias da literatura a respeito da associacdo de
polimorfismo Tag1A com o TDAH e outros transtornos. Ao mesmo tempo em que
os resultados apresentados contribuem para o conhecimento acerca dos efeitos
do agrupamento génico NTAD em transtornos psiquiatricos, eles acrescentam
uma ainda maior complexidade a esse panorama. No entanto, justamente essa
grande complexidade dos efeitos do NTAD, possivelmente envolvendo 1) efeitos
de multiplos polimorfismos, 2) efeitos pleiotropicos e 3) dimensdes de
personalidades compartilhadas dos diversos transtornos, sugere possiveis fontes
para as significativas heterogeneidades consistentemente descritas por meta-
analises do TAq1A com TDAH (Gizer et al., 2009; Wu et al., 2012), Transtorno por
Uso de Alcool (Munafo et al. 2007, Smith et al. 2008, Le Foll et al., 2009 e Wang
et al. 2013) e Nicotina (Li et al., 2004; Munafo et al., 2004, 2009).

Por serem transtornos psiquiatricos de heranga complexa, é esperado que
multiplos genes espalhados pelo genoma contribuam para a susceptibilidade a
esses transtornos. No entanto, € possivel que as inconsisténcias nos achados
com o Taqg1A reflitam a presenga de forte heterogeneidade genética dentro do
préprio  NTAD, envolvendo polimorfismos em maior ou menor grau de
desequilibrio de ligagdo. Esses, por sua vez, podem conferir efeitos aditivos ou
mesmo estar interagindo com outros polimorfismos da mesma regido ou regides
distintas do genoma (como descrito nos Capitulos 2 (Mota et al., 2013) e 3 (Mota
et al., in press), por exemplo). Além disso, € possivel que variagdes nas taxas de
comorbidades e/ou de dimensbdes de personalidade entre amostras distintas
possam contribuir para inconsisténcias entre estudos. Uma apresentacao clinica

marcada pela presenca de comorbidades (tanto internalizantes como
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externalizantes) poderia refletir um perfil genético e funcional com mais

alteracoes.

Provavelmente os achados mais consistentes e promissores apresentados
na presente Tese (descritos nos Capitulos 2 (Mota et al., 2013), 3 (Mota et al., in
press) e no Anexo | (Rovaris et al., 2013)) referem-se a importancia da
investigacdo de efeitos epistaticos na modulagdo comportamental e o
aproveitamento de evidéncias bioquimicas, fisiologicas e/ou estatisticas por
exemplo, na elaboracdo de hipotese a priori para testar tais interacbes. Além
disso, com base nos resultados apresentados no Capitulo 5, apoiado também
pelo estudo referente ao Capitulo 4 (Mota et al., 2013), € sugerido que para uma
maior compreensao do papel do receptor de dopamina D2 na psiquiatria os
futuros estudos ndo fiquem restritos a investigar a associagcéo direta entre o
tradicional polimorfismo Tag1A e um transtorno especifico. Se faz necessario que
estas investigagcdes sejam expandidas a fim de englobar outros polimorfismos
espalhados ao longo do complexo génico NTAD, os quais podem apresentar
efeitos independentes sobre 0 mesmo fendtipo, além de efeitos pleiotropicos. Isso
ressalta também a importéncia de um maior refinamento fenotipico, considerando

padroes de comorbidades e tragos de personalidade.

“C[asz’nﬂ time, open all the doors
And let you out into the world

C[asz’ng time, turn all gf the ﬁgﬁz‘s on
Over every boy and every girl
C[asz’nﬂ time, one last caf/ﬁr alcohol
So finish your whiskey or beer

C/osz’nﬂ time, you don't have to go home
But you can't stay here

C[asz’nﬂ time, time /[07’ you to go out
To the jﬂ/aces you will be ﬁam

C[asz’nﬂ time, every new ﬁeyz’nm’nﬂ
Comes ﬁom some other &zﬂz’nm’nﬂ’s end”

(Cfosing Time, Semisonic)
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A commentary on

The mystery of missing heritability: genetic
interactions create phantom heritability
by Zuk, O., Hechter, E., Sunyaey, S. R., and
Lander, E. S. (2012). Proc. Natl. Acad. Sci.
US.A. 109, 1193-1198.

The so called “phantom heritability” has
being haunting the scientific community
for quite some time and it is now subject
of intense debate. Zuk et al. (2012) acknowl-
edged that even if we identify all the genetic
variants related to any trait, full understand-
ing of its heritability will not be conquered if
we do not face up to the epistatic effects. The
authors pointed out that when estimating
the explained additive heritability, obtained
bY R gpune = additive hi. /additive hj,,
the denominator is estimated indirectly
from phenotypic correlations in a popu-
lation (apparent heritability, h,)). In this
sense, the “missing heritability” ( l—u,wr,)
is calculated by assuming that hi, =h__.
However, for traits with genetic and/or
gene-environment  interactions (which
applies to practically all psychiatric pheno-
types), hi_ significantly exceeds hy, . In this
case, even when all variants that contribute
to the phenotype are identified, the missing
heritability will not be zero and will con-
verge to 1-h;, /hi . phenomenon called
“phantom heritability.”

The role of gene-gene interactions in
several psychiatric phenotypes is well recog-
nized, but the biological underpinnings of
this concept have not been sufficiently dis-
cussed. We suggest that a major limitation
involves the lack of data-driven hypotheses
for the study of such epistatic effects. While
hypothesis-free whole genome epistatic
analyses would require an unrealistic sam-
ple size, hypothesis-driven gene—gene inter-

action studies require a reduced number of
multiple tests and might help reducing the
“phantom heritability.”

Several statistical methods for accessing
epistatic effects in genome-wide association
studies (GWAS) have been created or
improved in the last years (Cowper-Sal lari
et al., 2011; Gyenesei et al., 2012; Pandey
et al, 2012; Piriyapongsa et al, 2012;
Ma et al., 2013; Pendergrass et al., 2013),
but they still fail to provide biological inter-
pretation. One option for this problem is to
only test interactions with biological plau-
sibility by implementing semi-exhaustive
approaches in GWAS using experimen-
tal knowledge of biological networks. By
applying this method to the Wellcome Trust
Case-Control Consortium data sets, Emily
et al. (2009) reduced the number of SNPs
pairs inserted in the analysis (1.25x 10" to
3.5 x 10°) and reported a significant case
of epistasis between PDGFR-B and KITLG
genes in susceptibility to bipolar disorder.
However, this finding was not replicated
yet and it is not supported by experimen-
tal data.

On the other hand, in vitro and in vivo
experimental assays, as well as protein mod-
eling and bioinformatic analyses of protein—
protein interface are exciting sources of
plausible hypothesis for the study of gene—
gene interactions in candidate gene associa-
tion studies. Excellent examples are given by
Gonzalez et al. (2012) and Borroto-Escuela
et al. (2011). These authors evaluated the
heteromerization patterns between two
dopamine receptors (DRD2 and DRD4)
according to their different isoforms and
were able to show that common variants
may modulate this process. Based on these
data, Mota et al. (2013) have demonstrated,
in two independent samples, a significant
epistatic effect on the susceptibility of

alcohol dependence that may likely reflect
the different heteromerization patterns
previously described. Similarly, miner-
alocorticoid and glucocorticoid receptors
(MR and GR) are physically interacting
proteins with well characterized func-
tional polymorphisms in their coding
genes (NR3C2and NR3Cl, respectively). A
MR-GR epistatic effect on nicotine depend-
ence susceptibility (Rovaris et al., 2013) is
consistent with the findings of differential
heteromerization according to the expres-
sion of GR-beta isoform, which is modified
by the genetic variation examined.
Despite hypothesis-driven strategies
being widely accepted and their advan-
tages well recognized, few empirical stud-
ies have applied this approach to address
gene—gene interactions. In an intent to
clarify the extent to which this approach
is neglected in psychiatric genetic stud-
ies, we conducted a search on recent
MEDLINE-indexed literature (inclu-
sion criteria are shown in Figure 1). This
search was designed to sample relevant
psychiatric phenotypes and was limited to
the last 5 years, period where both GWAS
data and functional evidence on genetic
polymorphisms became widely available.
Although thousands of molecular genetics
studies on psychiatric disorders have been
published, only 80 gene—gene interaction
reports were eligible for analyses according
to our inclusion criteria. From the selected
80 studies, 29 (~36%) tested interactions
from a priori hypotheses and 8 (10%) used
data on protein—protein physical interac-
tions (Figure 1). These results suggest that
hypothesis-driven gene-gene interaction
studies remain a somewhat neglected in
psychiatric genetic studies, despite their
well recognized potential to increase the
explained heritability of psychiatric traits.
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Potential publications identified in the MEDLINE via PubMed (n = 70)
Keywonds:

*  Step | ‘gene-gene interaction psychiatry” (n = 37);

*  Step 2 ‘gene-gene interaction bipolar disoeder” (n + 2)

*  Step 3 'gene-gene i ioa major depressive disorder’ (n « 8):

Step 4 ‘gene-gene i i fdeficit hyp der’ (n+1)
Step 5 “gene-gene inleraction schizophrenia” (n + 13);
Step 6 “gene-gene interaction substance use disorder” (n +9).

l

Additional search using ‘epistasis’ in place of
“gene-gene interaction” in all steps (n + 91),

}

Candidate publications (n = 161).

Publications excluded on title and abstract review
because they were not relevant (n = 81):

*  Cancer; Metabolic, cardiac and meurodegenerative

diseases; Others (n = 24);

Method description (n = 9);
Not evaluated gene-gene 1 (n=16);
Evaluated gene-environment isteractions (n = 13y
Not human sample o in vitro assay (n = 3y,
Review aticle (n = 16).

Results

Eligible publications (n = 80),

Undirected:
Hypotheses were created @ posteriori; Multiple interactions
were tested in an exploratory way; Gene-gene inleractions
were 1 igated in dary analyses or were inserted in
the models w0 improve the gquality of fit (n =51 or 63.7%).

Hypothesis driven (n = 29; 36.3%).

Based on signaling cascades, metabolic pathways
or physiologic effects (n = 21 or 26.3%).

full text available, and MEDLINE. The list of includad

Based on protein-protein interactions
(nw=8or10.0%),

FGURE 1 | Selection of studies included in the review. The limits were: publication in the last 5 years (published untl January, 2013), humans, English language,

articles is avaiable upon requast.

The evaluation of hypothesis-driven
gene—gene interactions in candidate gene
association studies is a novel approach
that should be increasingly pursued in
neuroscience and psychiatric genetic
studies. In this sense, this line of research
could even help in the development and
improvement of techniques (machine

learning methods, for example) to be
applied in GWAS analyses of gene-gene
interactions. Some approaches have
recently been implemented with this
objective in cancer biology and cardiol-
ogy (Andrew etal.,2012; Maetal., 2012).
Interrelationships of computational sta-
tistics and modern molecular biology

could help narrow the gap between
“missing” and “phantom” heritabilities
in psychiatric genetics.
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Abstract A number of studies have demonstrated that
stress is involved in all aspects of smoking behavior,
including initiation, maintenance and relapse. The miner-
alocorticoid (MR) and glucocorticoid (GR) receptors are
expressed in several brain areas and play a key role in
negative feedback of the hypothalamic—pituitary—adrenal
(HPA) axis. As nicotine increases the activation of the
HPA axis, we wondered if functional SNPs (single nucle-
otide polymorphisms) in MR and GR coding genes
(NR3C2 rs5522 and NR3CI 56198, respectively) may be
involved in smoking susceptibility. The sample included
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627 volunteers, of which 514 were never-smokers and 113
lifetime smokers. We report an interaction effect between
rs5522 and rs6198 SNPs. The odds ratio (OR) for the
presence of the NR3C2 rs5522 Val allele in NR3CI rs6198
G carriers was 0.18 (P = 0.007), while in rs6198 G non-
carmiers the OR was 1.83 (P = 0.027). We also found main
effects of the NR3CJ rs6198 G allele on number of ciga-
rettes smoked per day (P = 0.027) and in total score of the
Fagerstrom Test for Nicotine Dependence (P = 0.007).
These findings are consistent with a possible link between
NR3C2 and NR3C1 polymorphisms and smoking behavior
and provide a first partial replication for a nominally sig-
nificant GWAS finding between NR3C2 and tobacco
smoking.

Keywords Smoking - Stress - Mineral ocorticoid receptor -
Glucocorticoid receptor - Gene—gene interaction

Introduction

Preclinical and neuroimaging studies showing that cortisol
increases the release of dopamine in mesocorticolimbic
pathways are consistent with a relationship between stress
and addiction (Oswald et al. 2005; Sinha 2008; Wand et al.
2007). Although cortisol release is a way for the body to
protect itself from a perceived stressor, prolonged or
inappropriate exposure to this hormone may be a risk factor
for several diseases, including substance use disorders
(DeRijk 2009; Joels et al. 2008; Richards et al. 2011). In
the case of tobacco smoking, acute and chronic stress are
related with multiple stages of addiction including initia-
tion (Wills et al. 2002), maintenance (McEwen et al. 2008)
and relapse (al’Absi et al. 2005; Falba et al. 2005). It is
well recognized that nicotine stimulates secretion of
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corticosteroids in a dose-dependent mamner (Bruijnzeel
2012; Lutfy et al. 2012; Mendelson et al. 2005), but results
of the association between smoking status and cortisol
levels have been discrepant (Gilbert et al. 1992; Kirsch-
baum et al. 1992; Mendelson et al. 2005; Mendelson et al.
2008; Steptoe and Ussher 2006; Wilkins et al. 1982;
Winternitz and Quillen 1977).

High levels of cortisol induce negative feedback in the
brain by the activation of both mineralocorticoid (MR) and
glucocorticoid receptors (GR). The MR and GR coding
genes (NR3C2 and NR3CI, respectively) are expressed in
several brain areas and some of their single nucleotide
polymorphisms (SNPs) have been intensively studied in
relation to the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis
reactivity. One of the most studied SNP in the NR3C2 gene
is a G-+ A substitution in the second exon, which results in
an amino acid change (Tle180Val; rs5522). The Val allele
has been associated to lower efficiency in using cortisol as
ligand (Arai et al. 2003; DeRijk et al. 2006; van Leeuwen
et al. 2011) and increased salivary and plasma cortisol
responses 1o a psychosocial stressor and dexamethasone
suppression test (DeRijk et al. 2006; van Leeuwen et al.
2010). A nominal association between the Val allele and
the number of smoked cigarettes per day was found
through genome-wide association study (GWAS) (Berret-
tini et al. 2008).

GRs are expressed in two main isoforms, GRa and GRp,
generated by alternative splicing of the NR3CJ gene. The
NR3CI 156198 (A—G) is a well-studied SNP that alters
the rates of GR%/GRf expression, where G allele favors the
expression of the GRf isoform. The GRp is unable to bind
cortisol and acts as a dominant negative inhibitor of the
classic GRa isoform (DeRijk et al. 2001; Oakley and
Cidlowski 2011). G allele carriers have shown significant
higher cortisol responses following the psychological
stressor and dexamethasone suppression test (Kumsta et al.
2007, 2008) and an association with major depressive
disorder has already been demonstrated (Szczepankiewicz
et al. 2011). However, as far as we know, no genetic
association studies on smoking behaviors included the
NR3CI rs6198 SNP. An association of another NR3CJ
SNP (rs41423247—Bcll) with susceptibility to nicotine
dependence and heavy smoking was reported (Rogausch
et al. 2007), but not replicated in a subsequent study
(Siiskonen et al. 2009).

Taking into account the links between HPA axis and
tobacco smoking and the evidence that the NR3C2 rs5522
and the NR3C1 rs6198 SNPs influence HPA axis reactivity,
we hypothesized that these variants could play a significant
role on smoking susceptibility. We also attempted to rep-
licate the previous nominally significant association
between rs5522 in smoking behavior found in a GWAS
(Berrettini et al. 2008).

€) Springer

Methods

Sample

A total of 627 unrelated subjects (311 males) of European
descent were recruited in the blood donation center of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil. A
protocol assessing sociodemographic data was applied for
all subjects enrolled in this study. Atention-deficit/hyper-
activity disorder (ADHD) was evaluated with the Adult
ADHD Self-Report Scale screener—ASRS-v1.1 (Kessler
et al. 2005) and other psychiatric diagnoses with the
Structured Clinical Interview for DSM-IV screening
module—SCID-I/P for the Axis I psychiatric disorders
(First et al. 2002). Since our group has several studies on
the genetics of ADHD among adults (e.g. Contini et al.
2012), this sample was collected to be a control group for
those studies and therefore ADHD diagnosis is an exclu-
sion criteria, in addition to non-European descent.

The criterion for lifetime smoking was current or past
daily use of tobacco for at least 1 month. Daily smoking is
strongly related to nicotine dependence, since it usually
starts when dependence is already established (Mayhew
et al. 2000; Polina et al. 2009; Wellman et al. 2004). The
Fagerstrom Test for Nicotine Dependence (FTND) that is
widely used to evaluate the severity of nicotine dependence
was applied. 113 participants were classified as lifetime
smokers and 514 as never-smokers. All participants signed
an informed consent approved by the Ethics Committee of
the HCPA.

Laboratory methods

DNA was extracted from peripheral blood by the salting
out method (Lahiri and Numberger 1991). The NR3C2
rs5522 and NR3CI rs6198 SNPs (also known as Tle180Val
and A3669G. respectively) were genotyped using the
TagMan SNP genotyping assays (C_12007869_20 and
C_8951023_10, respectively) according to the manufac-
ture’s recommended protocol (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

Statistical analysis

Binary logistic regression was used to evaluate the effect of
the presence of NR3C2 rs5522 Val and NR3CI rs6198 G
alleles on the susceptibility to tobacco smoking, consider-
ing also confounding effects. Categorical variables (such as
gender, generalized anxiety disorder and major depression
disorder) were tested through stratified analyses using the
Mantel-Haenszel method. A confounding effect was con-
sidered when the difference between the OR Mantel-
Haenszel and crude OR was greater than 20 %. Interaction
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terms between independent categorical variables were
incorporated in the logistic regression model if the P value
for homogeneity of ORs was <0.2 in the Mantel-Haenszel
analyses. For continuous variables (such as age and years
of schooling) the Mann—-Whitney test was used and a
P value of 0.2 was established and utilized as threshold for
inclusion as covarate in the model (association with the
outcome and SNPs).

A multivariate analysis of covariance (MANCOVA)
was used to test the SNPs influence on smoking severity, as
measured by the number of smoked cigarettes per day and
FTND score. A P value < 005 was considered statistically
significant on two-tailed testing for all analyses.

Results

Genotypic, psychiatric and socio-demographic character-
istics of the sample are presented in Table 1. The genotype
distribution of SNPs was compatible with Hardy—-Weinberg
expectations and similar to that previously reported for
other European or European-derived samples (Bouma et al.
2011: Klok et al. 2011).

The binary logistic regression tested the main effects of
the NR3C2 rs5522 and NR3CJ 156198 SNPs and an inter-
action term between them (test of homogeneity of the ORs,
P < 0.05). Age was included in the models, but years of
schooling, gender, generalized anxiety disorder and major
depression disorder did not reach the confounding effect
threshold. Gender-SNP interaction terms were not included
in the logistic regression since there was no significant
heterogeneity of ORs (P > 0.3) in the stratified Mantel-
Haenszel analyses.

The logistic regression (Table 2) revealed a significant
interaction effect between the risk alleles of the NR3C2
rs5522 and NR3C1I rs6198 SNPs (Table 2). The presence of
the NR3C2 rs5522 Val allele in NR3C1 rs6198 G carriers
was associated with protection against tobacco smoking
(OR = 0.18; 95 % CI: 0.05-0.63; P = 0.007), while the
presence of the NR3C2 rs5522 Val allele in NR3CI rs6198
G noncarriers conferred risk to smoking (OR = 1.83:95 %
CI: 1.07-3.15; P = 0.027). A risk trend was found for the
presence of the NR3CI rs6198 G allele in NR3C2 rs5522
Val noncarriers (OR = 161; 95 % CI: 0.96-2.68:
P = 0.070). In the total sample, no main effects of both
rs5522 and rs6198 were detected (Table 2).

The MANCOVA analysis indicated that NR3CJ rs6198
G allele carriers present a higher number of smoked ciga-
rettes per day (P = 0.024) and a higher FTND score
(P = 0.007) when compared to A homozygotes (Table 3).
Since the FTND score distribution does not resemble a
normal curve, a Mann—-Whitney test was employed to
confirm this effect (Z = —258; P = 0.010).

Table 1 Characteristics of participants

Neversmokers  Lifetime smokers P value
(n=514) (n=113)
Males 253 (49.2) 58(513) 0.755
Age (years) 28.5(83) 32.1(9.7) 0.001
Schooling (years) 13.3 (29) 12.7 (3.5) 0.158
Generalized 50 (9.7) 14 (125) 0.161
anxiety disorder
Major depressive 135 (26.3) 37(330) 0.391
disorder
Minor allele and genotype frequencies
GR 156198
G allele 0.162 0.168 0.070/
AA 0.707 0.714 0.224*
AG 0.247 0.249
GG 0.046 0.037
MR 155522
Val allele 0.118 0.141 0.788/
Tie/Me 0.776 0.734 0.370%
Tie/Val 0.208 0.256
Val/Val 0.016 0.010

Data are mean and (standard deviation) or n and (%)

GR glucocorticoid receptor, MR mineralocorticoid receptor

* P value for Hardy-Weinberg equilibrium (never-smokers and
lifetime smokers, respectively)

Discussion

The results of this study are in agreement with a role of
HPA axis varation on lifetime smoking. A new and
interesting finding was the interaction effect between the
NR3C2 and NR3CI genes. In addition, the G allele of
NR3CI rs6198 was associated with severity of nicotine
dependence. Although these SNPs have been consistently
associated with psychiatric phenotypes (Fortier et al. 2013;
Klok et al. 2011; Kortmann et al. 2012; Kuningas et al.
2007; Spijker et al. 2009; Spijker et al. 2011; Szcze-
pankiewicz et al. 2011), there is only one previous nominal
association signal between NR3C2 rs5522 and smoking
behavior (Berrettini et al. 2008).

Other psychiatric genetic findings should be considered
in the interpretation of the role of NR3C2 rs5522 and
tobacco smoking. Carriers of the Val allele with ADHD
demonstrated higher inattention, hyperactivity/impulsivity
and impairment scores (Kortmann et al. 2012). It is well
established that ADHD is a risk factor to smoking (Bie-
derman et al. 2006; Kollins et al. 2005; Sousa et al. 2011).
In this sense, our results are suggestive of a pleiotropic
effect of this polymorphism since none of the included
individual had ADHD diagnoses. Additionally, Val carriers
have shown reduced ability to modulate behavior as a
function of reward when facing a stressor, while in
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Table 2 Multiple logistic regression analysis of the influence of NRIC2 (MR) and NR3C! (GR) polymorphisms on wbacco smoking

susceptibility
B SE Wald df OR (CT 95 %) P-value

Main effect of MR 155522 in the total sample

Ne/Me 0 - 1 -

Ne/Val + ValVal 0.19 0.24 0.59 1 1.20 (0.75-1.9) 0.442
Main effect of GR 156198 in the total sample

AA 0 1 -

AG + GG 0.10 0.23 0.18 1 1.10 (0.70-1.74) 0.672
155522-1s6198 interaction

Presence of rs5522-Val allek in rs6198-G carriers -7 0.63 71.26 1 0.18 (0.05-0.63) 0.007

Presence of rs5522-Val alleke in rs6198-G noncarriers 0.61 0.28 4.87 1 1.83 (1.07-3.15) 0.027

Presence of rs6198-G allele in 1s5522-Val noncarriers 0.47 0.26 3.29 1 1.61 (0.96-2.68) 0.070

Hosmer and Lemeshow goodness-of-fit test, P = 0.890

GR glucocorticoid receptor, MR mineralocorticoid receptor, SE standard emor, df degrees of freedom, OR odds ratio, C/ confidence interval

* Adjusted for age

Table 3 Influence of NR3IC2 (MR) and NR3C! (GR) SNPs on cigarettes per day and FTND score (MANCOVA analysis)

Cigarettes per day F test df P Value FTND score F est df P Value
MR 155522
Ne/Me (n = 76) 153(12) 023 1 0.633* 25(0.3) 0.05 1 0.823*
Val camiers (n = 26) 168 (30) 2.7(0.7)
GR 6198
AA(n=T3) 123 (12) 524 1 0.024 1.6 (0.3) 753 1 0.007
G carriers (n = 29) 200 (29) 3.6(0.7)
155522-1s6198 interaction
Ne/Me-AA (n = 50) 129 (14) 068 1 0.413* 1.9(0.3) 1.33 1 0.251*
Ne/Me-G camiers (n = 26) 176 (19) 3.1(0.4)
Val camiers-AA (n = 23) 118 (20) 1.3(0.4)
Val camiers-G camiers (n = 3) 218 (57) 4.1(1.2)

In this analysis the sample size is smaller (n = 102)
Mean and (standard error); Age was a covariate

GR glucocorticoid receptor, MR mineralocorticoid receptor, FTVD the Fagerstrts

* Power observed was <04

no-stress conditions reward learning was enhanced (Bog-
dan et al. 2010). Several psychiatric phenotypes, including
addiction, are characterized by reward dysfunction (Barr
et al. 2008; Diekhof et al. 2008).

NR3CI rs6198 SNP results in a remarkably well-char-
acterized functional effect (DeRijk et al. 2001; Oakley and
Cidlowski 2011) and previous studies have already linked
the G allele with altered cortisol response (Kumsta et al.
2007, Kumsta et al. 2008) and depression (Szczepankie-
wicz et al. 2011) that are risk factors to tobacco smoking
(Jamal et al. 2011; Khaled et al. 2012; Richards et al.
2011). However, to our knowledge, this is the first repont
directly showing an association between the NR3CJ rs6198
G allele and smoking behavior.

4€) Springer
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¢, df degrees of freedom

Our study also provided preliminary evidence for the
interaction effect between two stress-response genes. At
the molecular level, MR and GR may physically interact to
form heteromers with distinct transactivation properties
(Liu et al. 1995; Savory et al. 2001; Trapp et al. 1994).
Furthermore, a MR/GR balance hypothesis suggests that
inadequate operation of one of these receptors may influ-
ence the risk for stress-related diseases (Joels et al. 2008;
Oitzl et al. 2010). Our findings point to a protective effect
conferred by the simultaneous presence of NR3C2 rs5522
Val and NR3Cl rs6198 G alleles, consistent with the
inhibiting effect of the GRP isoform (increased by the G
allele) (Bamberger et al. 1997) over the HPA disruptive
Val allele (DeRijk 2009).
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Although the NR3C2 rs5522 was nominally associated
with the number of cigarettes smoked per day in a GWAS
(Berrettini et al. 2008), we could partially replicate this
finding only in terms of smoking status. The possibility of
type 2 emor cannot be discarded, since our sample size
allowed for a power of only 40 % in the MANCOVA
analysis on severty of nicotine dependence (observed
power of the general linear model output). Statistical power
could also be an issue since presence of susceptible indi-
viduals in the group of never-smokers cannot be ruled out.
However, the latest survey on the smoking situation in
Brazil (INCA 2011) showed that 80 % of smokers start
smoking behavior before 20 years. As the average age of
our group of never-smokers was 28 years, we consider
unlikely that these individuals could represent a bias. In
order to avoid the risk of false positive results due to mul-
tiple comparisons, we used multivariate analysis and con-
trolled the rate of experimental error by analyzing the
number of cigarettes smoked per day and FTND scores
simultaneously by MANCOVA. In addition, only a domi-
nant genetic model was tested in the binary logistic
regression analyses due the small frequency of Val/Val
(rs5522) and GG (rs6198) homozygotes (~ 1.5 %). We
acknowledge the limited sample size of our smoking group;
we think this data should be considered for inclusion in
future meta-analysis on the HPA axis genes and smoking
behaviors. Another limitation of this study is that we did not
evaluate ACTH and cortisol levels. Future studies might
explore the relationships between SNPs related to HPA
axis, cortisol response and severity of nicotine dependence.

In conclusion, several lines of evidence have addressed

the association between stress and tobacco smoking, but to
the best of our knowledge we are the first to demonstrate
significant epistatic interaction between (wo stress-
response genes on smoking susceptibility. These results
point to the need for further studies specifically designed to
clarify the suggested effects of NR3C2 and NR3CI genes
on addiction.
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