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Resumo

O Transtorno de Deficit de Aten¢do/Hiperatividade (TDAH) ¢ um dos
diagnosticos psiquiatricos mais prevalentes do mundo, sendo que nas tltimas décadas as
pesquisas se intensificaram na inten¢ao de entender sua neurobiologia. A unido de
pesquisadores de varias partes do mundo promoveu um grande estudo de associagdo por
varredura gendmica (GWAS) que evidenciou 12 loci associados ao TDAH. Um deles ¢é
a regido onde se encontra o gene FOXP2, gene que ¢ amplamente estudado em suas
implicacdes médicas e evolutivas no desenvolvimento da linguagem e comunicagdo
mais sofisticada em seres humanos. O FOXP2 também estd associado por GWAS a
outros fenotipos como neuroticismo e problemas com sono. O objetivo deste estudo foi
avaliar o papel do FOXP2 no TDAH, considerando sua heterogeneidade fenotipica.
Participaram do estudo 407 adultos atendidos no Programa de Transtono de Deficit de
Atengao/Hiperatividade no Hospital de Clinicas em Porto Alegre/RS, e 463 controles
doadores de sangue do mesmo hospital. O diagnéstico do TDAH e comorbidades foi
realizado segundo os critérios do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5), sendo a avaliagdo de gravidade dos sintomas realizada pelo
questionario Swanson, Nolan e Pelham (SNAP-IV). A avaliacdo de temperamento e
personalidade foi realizada com o Inventirio de Temperamento e Carater (TCI). A
genotipagem foi executada pela plataforma Infinium PsychArray-24 BeadChip, sendo
os resultados analisados pelo software PLINK 1.9. 311 variantes genéticas do FOXP2
foram avaliadas pela abordagem gene-wide. Os resultados apontaram para associagdes
entre o FOXP2 e medidas de evitacdo de dano, hiperatividade e transtorno por uso de
tabaco. Variantes independentes apresentaram associagoes significativas, destacando-se
o alelo de insercdo da variante 1s79622555 com o transtorno de personalidade
antisocial, escores elevados em hiperatividade e procura de novidades e baixos em
evitagdo de dano. Outros polimorfismos mostraram-se associados com transtorno por
uso de tabaco e sintomas de hiperatividade. Concluindo, o conjunto de dados ¢
consistente com estudos prévios que implicam o gene FOXP2 com fenotipos

relacionados com o TDAH, incluindo gravidade dos sintomas.



Abstract

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is one of the most prevalent
psychiatric conditions in the world, and in recent decades the research has been
intensified in order to understand its neurobiology. The joint efforts of researchers from
various parts of the world promoted a large genome-wide association study (GWAS)
that showed association of 12 loci with ADHD. One of them is the region where the
FOXP2 gene is located, a widely studied gene by its medical and evolutionary
implications in the development of language and more sophisticated communication in
human beings. FOXP2 is also associated by GWAS with other phenotypes such as
neuroticism and sleep problems. The aim of this study was to evaluate the role of
FOXP2 in ADHD, considering its phenotypic heterogeneity. The study included 407
adults ascertained in the Attention Deficit/Hyperactivity Disorder Program at Hospital
de Clinicas in Porto Alegre / RS, and 463 blood donor controls from the same hospital.
The diagnosis of ADHD and comorbidities was performed according to the criteria of
the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5), while the
assessment of the symptom severity by the Swanson, Nolan and Pelham questionnaire
(SNAP-IV). The temperament and personality traits were assessed using the
Temperament and Character Inventory (TCI). Genotyping was performed by the
Infinium PsychArray-24 BeadChip platform, and the association analysis by PLINK 1.9
software. 311 genetic variants of FOXP2 were evaluated in a gene-wide approach. The
results pointed to associations between FOXP2 and measures of harm avoidance,
hyperactivity and tobacco use disorder. Independent variants showed significant
associations, notably the insertion allele of the variant rs79622555 with antisocial
personality disorder, high scores on hyperactivity and novelty seeking and low scores on
harm avoidance. Other polymorphisms were associated with tobacco use disorder and
hyperactivity symptoms. In conclusion, the overall data is consistent with previous
studies involving the FOXP2 gene with ADHD-related phenotypes, including severity

in symptoms.
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Caracterizacao do Transtorno de Deficit de Atencio/Hiperatividade (TDAH)

O Transtorno de Deficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) ¢é caracterizado pelos
principais sintomas: a desatencdo, a impulsividade emocional e hiperatividade motora.
Trata-se da condicao psiquiatrica infantil mais prevalente no mundo, com prevaléncia
estimada nesta faixa etdria em 5,9 a 7.1% (Polanczyk et al., 2007; Polanczyk et al.,
2014) e na fase adulta cerca de 2,5% (Simon et al., 2009).

O sexo masculino comumente apresenta sintomas na infancia, com predominancia
de sintomas hiperativos, enquanto no sexo feminino o inicio dos sintomas
frequentemente acontece na dolescéncia, com predomindncia de sintomas de
desaten¢do. Na fase adulta ndo sdo observadas diferencas entre os sexos (Grevet et al.,
2006; Willcutt, 2012; Williamson e Johnston, 2015; Murray et al., 2018).

O manual mais utilizado para diagnoéstico de TDAH, o DSM (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders), foi proposto pela Associacdo Norte-Americana
de Psiquiatria (APA), e, atualmente, encontra-se na quinta edi¢do (DSM-5). Os critérios
para diagnéstico sdo a presenca de cinco ou mais sintomas de desatencdo e/ou
hiperatividade/impulsividade presentes antes dos 12 anos de idade e que causem
prejuizo em ao menos dois diferentes contextos de vida, como ambiente familiar,
escolar ou profissional. O TDAH foi acrescentado no manual em 1980, na terceira
edicdo, o que levou a comunidade cientifica a se organizar para pesquisar o tema com
uma visdo neurobioldgica. Ha trés apresentagdes reconhecidas, a predominantemente
hiperativa/impulsiva, a predominantemente desatenta e a combinada (APA, 2013;
Faraone et al., 2015). No manual organizado pela Organiza¢dao Mundial de Satde, ICD-
11 (International Classification Disease), a caracterizagdo do TDAH ¢ similar a do
DSM-5 (ICD-11).

As principais caracteristicas do TDAH descritas no DSM em relagdo ao deficit de
aten¢do incluem facilidade em se distrair, ndo terminar tarefas, tédio, falhar quando ¢
necessaria atengao nos detalhes, descuidar de pequenos enganos, nao ouvir quando lhe ¢
dirigida a palavra, frequentemente perder materiais necessarios para tarefas escolares ou
trabalho, e, normalmente, evitar esfor¢o mental prolongado. As caracteristicas
hiperativas e impulsivas sdo descritas como inquietude exagerada, ficar remexendo

maos ou pés constantemente, ¢ repetidamente, deixar o assento em situagdes em que
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ficar sentado ¢ o esperado, agir como se tivesse um “motor”, falar muito e rapido,
constantemente interromper conversas, ndo conseguir esperar a sua vez de falar ou agir
(Kieling e Rohde, 2010; DSM-V, 2013). Além dos principais sintomas, multiplos
atrasos de desenvolvimento sao comumente encontrados em criangas com TDAH, como
déficits sensorios, motores, linguisticos e intelectuais (Yochman et al., 2006)

Classicamente caracterizado como transtorno do neurodesenvolvimento, grande
parte dos estudos focam em pessoas de até 17 anos. No entanto, considerando que
varios pacientes persistem com o transtorno na vida adulta, ha um esfor¢o por parte de
varios pesquisadores para caracterizar o transtorno no adulto. Com o passar da idade, a
hiperatividade observada nos adultos fica mais sutil, tendo como principal aspecto a
dificuldade na realizacdo de multitarefas, sendo normalmente a desateng¢@o o principal
fator relacionado ao prejuizo nos diferentes contextos de vida desses pacientes (Matte et
al., 2012).

Em cerca de 50% dos casos, os sintomas podem ter remissdo parcial e voltar a
apresentar prejuizo, principalmente, diante uma situagao de stress (Faraone et al., 2006;
revisado em Franke et al., 2018). Também ha evidéncias de que diferentes variantes
genéticas estejam influenciando o transtorno em criangas e adultos, por isso ¢ relevante
que se estude em grupos separados (Franke et al., 2010). Em andlises envolvendo dados
de escore de risco poligénico, observou-se que TDAH na infancia e TDAH persistente
na vida adulta estdo mais associados geneticamente entre si do que TDAH que tem
inicio tardio. Por isso, estudos longitudinais sdo importantes para a avaliacdo dos
sintomas e do desenvolvimento do transtorno ao longo do tempo (Thapar e Riglin,

2020).

Caracteristicas Neurocognitivas e Neuropsicoldgicas

Caracteristicas neurocognitivas e neuropsicologicas vem sendo analisadas como
possiveis fenotipos intermedidrios dentro do espectro do TDAH (Pennigton, 2005).

No campo neurocognitivo, a principal teoria aborda as fungdes executivas, a qual
se baseia em observagdes de lesdes do cortex pré-frontal. Lesdes nessa area do cérebro,
normalmente, geram comportamentos de desinibicdo, impulsividade e alteragdo de

estados emocionais e sociais (Stuss et al., 1992). A origem dos sintomas do TDAH
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estaria na falha do sistema de controle inibitério que, por consequéncia, altera quatro
fungdes executivas, sendo elas a memoria de trabalho (analise e sintese de informagoes
e capacidade de segurar eventos na mente em uma sequéncia temporal), a internaliza¢ao
verbal (constru¢ao de um discurso coerente), a autorregulacdo emocional e motivacional
(aprendizado do autocontrole), e, por ultimo, a reconstru¢do (reavaliagdo e acdes
corretivas) (Barkley, 1997). Os principais dominios que afetam o TDAH, segundo
estudos de meta-analise, indicam criangas e adultos com baixos escores em testes que
medem desinibi¢do, memoria de trabalho, planejamento, vigilancia e alta associacao
com variabilidade de tempo de reacdo, uma medida que capta lapsos de atengao
(Wilcutt et al., 2005; Frazier-Wood et al., 2012; Huang-Pollocket al., 2012; Coghill et
al., 2014; Karalunas et al., 2014; Pievsky e McGrath, 2018). Apesar de os testes
neurocognitivos nao serem utilizados como padrdo dos critérios diagnosticos eles
aumentam significantemente a acuracia da avaliagdo clinica (Nikolas et al., 2019).

Em relagdo a neuropsicologia sdo avaliadas caracteristicas de
temperamento/personalidade que sdo relacionadas as questdes emocionais. Tragos de
temperamento sao descritos como um grupo de comportamentos e tendéncias
emocionais negativas e positivas, que sdo baseadas nas percepcdes de si e de outros
(Cloninger et al, 1993). O TDAH tem associagdes com trés dimensdes de
temperamento, sendo que os sintomas de desatencdo estdo relacionados com baixa
pontuagdo com medidas de conscienciosidade e maior grau de neuroticismo, sintomas
de hiperatividade/impulsividade e sintomas de oposicdo desafiante estdo relacionadas
com baixa pontuagdo em agradabilidade (Nigg et al., 2002; Gomez e Corr, 2014).

Na avalia¢do da personalidade, quatro medidas sdo consideradas moderadamente
herdaveis e estaveis durante a vida: evitacdo de dano, procura por novidade,
dependéncia de recompensa e persisténcia (Cloninger et al., 1993). No TDAH em
adultos hé a associag@o de altos escores de procura por novidades, que se caracterizam
por facilidade em se entediar, impulsividade, extravagincia e mudangas bruscas de
humor. Altos escores de evitagdo de dano, que se caracterizam por medo excessivo,
inibicao social, timidez, passividade e pessimismo. Baixos escores de dependéncia de
recompensa, que se caracterizam por insensibilidade social e indiferenca e baixos
escores de persisténcia, que se caracterizam pela facilidade de desistir quando ha

frustacao. Ja altos escores de procura por novidades em combinagdo com baixos escores
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de evitagdo de dano estdo associados a sintomas de hiperatividade equanto que altos
escores de evitacdo de dano estdo associados com desatengdo (Faraone et al., 2009;
Salgado et al., 2009). E também proposto que a desregulagio emocional seja incluida
como um dos elementos de avaliagdo do TDAH, principalmente em relagdo a
irritabilidade (Karalunas et al., 2019a; Karalunas e Nigg, 2019b; Nigg et al., 2020).
Como se pode observar, o TDAH apresenta uma alta heterogeneidade e ha
esfor¢os em caracterizar fenotipos além do escopo formal dos critérios diagndsticos. Ha
estudos que analisam caracteristicas cognitivas interagindo com caracteristicas de
temperamento/personalidade e observa-se prejuizo correlacionado entre estes grupos, no

entanto no TDAH ainda sdo necessarios maiores estudos (Van Dijk et al., 2017).

TDAH e Comorbidades psiquiatricas

A presenca de comorbidades ¢ também um dos principais fatores que contribui
para a heterogeneidade clinica do TDAH. Cerca de 52% das pessoas diagnosticadas
com TDAH apresentam pelo menos uma comorbidade e 26,2% apresentam duas ou
mais (Jensen e Steinhausen, 2014). Entre elas estdo transtornos disruptivos e
externalizantes como transtornos de oposicdo desafiante, transtorno de conduta e
transtorno de personalidade antissocial, transtorno por uso de substancias e transtornos
internalizantes como depressao e ansiedade, transtornos de linguagem e transtorno do
espectro autista (Katzman et al., 2017).

A comunidade cientifica vem pesquisando caracteristicas compartilhadas entre
todas as condigdes psiquiatricas e alteragdes de comportamento dentro do espectro
humano. Estudos realizados com gémeos mostram que TDAH compartilha muitas de
suas caracteristicas com outros transtornos como, por exemplo, tracos de
temperamento/personalidade e sintomas externalizantes com transtorno de conduta
(Cukrowicz et al., 2006; Hur, 2015). Neuroticismo ¢ déficits nas fun¢des executivas sao
compartilhados entre TDAH e transtorno do espectro autista (Pinto et al., 2016; Park et
al., 2017). Caracteristicas relacionadas a desatencao sao compartilhadas entre TDAH e
transtornos de linguagem e aprendizado, sugerindo-se um efeito pleiotrépico dos genes
possivelmente envolvidos (Willcutt et al., 2001). Entre TDAH e transtorno por uso de

substancias ha o compartilhamento de tracos de hiperatividade e impulsividade (Quinn
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et al., 2016). Ja tragos internalizantes e relativos a ansiedade sdo compartilhados entre
TDAH e depressao (Chen et al., 2015). A alta heterogeneidade do TDAH concomitante
a alta prevaléncia de comorbidades dé evidéncias de que o TDAH compartilha variantes
genéticas e fénotipos dentro das condi¢des psiquiatricas (revisado em Tistarelli et al.,
2019).

Os estudos gendmicos também permitem observar que ha um grande
compartilhamento de variantes genéticas entre transtornos psiquiatricos. Um grande
estudo envolvendo 1.191.588 pacientes com TDAH, transtorno bipolar, transtorno
depressivo maior, esquizofrenia e transtornos de ansiedade mostrou uma grande
correlacdo genética entre o TDAH e esses transtornoss. Entre os fenotipos avaliados, o
uso de tabaco foi positivamente correlacionado com o TDAH, enquanto que anos de
escolaridadeapresentou correlacdo negativa. . Esses dados fornecem evidéncia de que ha
uma interconexao entre transtornos psiquiatricos, tracos cognitivos e de personalidade.
Dada a ampla e continua natureza das caracteristicas do comportamento humano ¢
possivel que individuos possam progredir de um diagndstico a outro ao longo da vida

(The Brain Storm Consortium, 2019).

Etiologia do TDAH

A etiologia do TDAH ¢ multifatorial, conforme evidenciado por estudos com
familias, gé€meos e adotados (Thapar et al., 2013), sendo influenciado por uma
combina¢do de variantes genéticas, incluindo variantes comuns e variantes raras, e
fatores ambientais (revisado em Faraone e Larsson, 2019). Os fatores ambientais mais
fortemente implicados até o momento se referem a gestacdo e periodo perinatal como
prematuridade e baixo peso ao nascer (Bhutta et al., 2002), uso de alcool (Han et al.,
2015; Furtado e Roriz, 2016; Eichler et al., 2017; Eilertsen et al., 2017) e uso de tabaco
na gestagdo (Zhu et al., 2014; Han et al., 2015; Holbrook, 2016; Gustavson et al., 2017).
Durante a infancia, hd evidéncias implicando traumas, abuso, rejei¢do parental e
violéncia doméstica (Richards, 2012). Também exposicdo a toxinas ambientais e
aditivos alimenticios vém sendo associados como fatores de risco para TDAH (Bateman

et al., 2004; Nigg et al., 2012; Thapar et al., 2013; Palladino et al., 2019).
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O TDAH apresenta um forte componente genético segundo estudos realizados
com geméos, sendo a sua herdabilidade estimada em torno de 70-80% (Nikolas e Burt,
2010). Em estudos em que sdo avaliadas familias, h4& uma maior prevaléncia de
familiares de pessoas diagnosticadas com TDAH que também apresentam sintomas,
principalmente, pais e irmaos (Faraone et al., 2000; Faraone et al., 2005).

Na tentativa de elucidar os mecanismos bioldgicos subjacentes ao transtorno,
muitos estudos de associacdo de gene candidato foram realizados. As evidéncias com
alguma significancia na mais ampla meta-analise ja realizada em adultos envolvem o
gene BAIAP2, envolvido com neurodesenvolvimento associado a diferencas de
assimetria direita/esquerda do cortex cerebral em adultos (Bonvicini et al., 2016). Genes
de receptores dopaminérgicos e serotoninérgicos como o SLC643/DATI e DRD4 tém
apresentado evidéncias de associacao ao TDAH na infancia (revisado em Franke et al.,
2011).

Porém, apdés décadas de estudos e poucas conclusdes robustas, as ultimas
pesquisas, tanto em TDAH quanto em outros transtornos psiquiatricos, t€m se
concentrado em estudos de associagdo por varredura genOmica (Genome-wide
association studies - GWAS), que buscam através da unido de varios laboratorios e seus
pesquisadores analisar variantes genéticas em um grande niimero de participantes com e
sem TDAH. Esta metodologia explora polimorfismos de nucleotideo Uinico (SNP) e
algumas pequenas delegdes e insercdes de nucleotideos. A partir de técnicas estatisticas
¢ avaliada a significancia da associagdo da variante genética com o transtorno que deve
ter valores de p menores que 5 x 10 para ser considerada significativa devido a
correcdo por multiplos testes. Este rigido p necessita de um tamanho amostral muito
grande, o que ainda ¢ um desafio. O GWAS mais recente para o TDAH foi o primeiro a
encontrar associacoes, apontando 304 variantes genéticas em 12 loci que ultrapassaram
o limiar e significancia em uma amostra de 20.183 casos e 35.191 controles. Muitas
destas variantes estdo localizadas em regides conservadas em mamiferos, ou seja,
pressdes evoluciondrias e de selegdo talvez sejam uma importante caracteristica da
arquitetura do TDAH. Estes 12 loci ndo coincidem com os genes candidatos propostos
anteriormente, mas apontam genes em potencial para serem explorados de forma ampla

como, por exemplo, o gene FOXP2 que ¢ associado a transtornos de linguagem, sendo
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de grande importancia sua investigacdo biologica dentro das diversas apresentacdes do
TDAH (Demontis et al., 2019).

Essas variantes genéticas estatisticamente significativas ao longo do genoma sao
reunidas e analisadas em redes de conexao e funcionalidade, gerando vias moleculares
que ajudardao a entender os mecanismos bioldgicos subjacentes aos transtornos
(Geschwind e Flint, 2015). Para o TDAH, analises envolvendo dados de GWAS ¢ de
estudos de associagdo de transcriptoma tecido-especifico (TWAS) revelaram que as
principais vias biologicas envolvidas estdo relacionadas com diferenciacao de neuronios
dopaminérgicos, ciclo de liberagdo do neurotransmissor norepinefrina e atividade de
lipase triglicerideo (Liao et al., 2019).

Esse tipo de abordagem que avalia os polimorfismos de forma conjunta sob um
aspecto funcional vem se desenvolvendo nos ultimos anos aumentando bancos de dados

e ferramentas de bioinformatica, possibilitando novas andlises in silico.

Gene FOXP2

Dentre os 12 loci com significancia do GWAS para TDAH estad o gene Forkhead
box P2 (FOXP2) (Demontis et al., 2019). O FOXP2 foi descrito pela primeira vez a
partir da manifestagdo de um perfil monogénico dominante em individuos de uma
familia na Inglaterra, denominada familia KE, onde foi observado um grave transtorno
de linguagem e discurso, incluindo alteragdes motoras orofaciais e cognitivas em trés
geracdes. A mutacdo identificada foi a substituicdo de histidina por arginina, na
codificacdo do exon 14, em que estd o dominio de ligagdo mais importante do gene, o
forkhead. A partir desse momento, intensificaram-se as pesquisas sobre o FOXP2 para
entender seu papel na linguagem (Hurst et al., 1990; Fisher et al., 1998; Lai et al., 2001;
Fisher e Scharft, 2009).

Considerando que a linguagem ¢ uma condi¢do importante nos seres humanos, ha
o interesse por parte dos pesquisadores em desvendar questdes evolutivas sobre o
neurodesenvolvimento do cérebro e a relagdo com a regulacao génica promovida pelo
FOXP2. Estes temas sdo especialmente relevantes na compreensdo das dificuldades

modernas nas areas da atenc¢do e da aprendizagem (Lai et al., 2003).
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Em experimentos com ratos (C57BL/6) knockout para FOXP2, o resultado foi
letal com consequente morte prematura, enquanto heterozigotos apresentaram atraso no
desenvolvimento, demonstrando que o gene tem grande importincia ao longo do
desenvolvimento embrionario. Diferentes muta¢des foram realizadas e os resultados
foram, principalmente, atrasos de desenvolvimento e problemas motores (Shu et al.,
2005; French et al., 2007; Fujita et al., 2008; Groszer et al., 2008; Enard et al., 2009;
revisado em French e Fisher, 2014; French et al., 2018).

Analise molecular do gene FOXP2

O FOXP?2 esta presente em todos os vertebrados tendo muitas similaridades entre
os mamiferos. Encontra-se no cromossomo 7q31 nos humanos, uma regido muito
conservada evolutivamente. Desde que a linhagem humana se separou dos chimpanzés
houve apenas duas trocas de aminodcidos e apenas trés trocas entre humanos e ratos
(Lai et al., 2001; Enard et al., 2002). O gene FOXP2 tem 19 transcritos ¢ 17 exons
(http://grch37.ensembl.org/Homo sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000128
573;r=7:113726382-114333827; Lai et al., 2001). Ele codifica um fator de transcricao

composto por 715 aminodcidos que age como repressor de cerca de 285 genes alvo no
ganglio basal e no cortex cerebral (Spiteri et al., 2007; Estruch et al., 2016).

A avaliagao das areas cerebrais afetadas em decorréncia da mutagao do FOXP2 na
familia KE permitiu observar que ele ¢ expresso em maior quantidade nas camadas
profundas do cortex, na camada VI e em menor quantidade na camada V, mas também
no nucleo sensorio que abrange o bulbo olfatorio e a regido ventral do talamo, no ntcleo
limbico, principalmente amigdala e nucleo estriado. Ele ¢ expresso também no cerebelo
e nucleo olivar, participando entdo dos circuitos corticoestriatal e olivocerebelar
(Watkins et al., 2002; Lai et al., 2003; Vargha-Khadem et al., 2005).

A andlise do gene no cortex, durante a fase embriondria, demonstrou que o
FOXP?2 ¢ expresso em neuronios corticotalamicos, que levam informagdes sensorias até
o ganglio basal. Observou-se um papel na neurogénese e sua auséncia resulta em
decréscimo do nimero de neurdnios e localizagdo aberrante das populagdes neuronais,

porém sem modificar a arquitetura morfoldgica do cortex (Tsui et al., 2013; Kast et al.,
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2019). A principal alteragdo encontrada foi a diminuig¢ao dos receptores de dopamina do
tipo DIR e, consequentemente, déficits no aprendizado reverso, utilizando o teste
cognitivo Y-maze (Co et al., 2019), indicando que o FOXP2 tem um papel importante
para o desenvolvimento do cértex e para sinalizacdo através das moléculas de
dopamina. A mediacdo por dopamina na area pré-frontal do cortex ¢ relevante para a
habilidade de abandonar velhas estratégias e adotar novas como mecanismo de
sobrevivéncia em um ambiente em constante mudanga (Cui et al., 2018), além de sua
liberacdo ser bastante sensivel a situagdes de stress (Arnsten, 2009). No contexto
social, alteracdes no comportamento analisadas utilizando parametros de vocalizagao
também se mostraram alteradas indicando que o gene influencia socialmente na relagdo
dos ratos com seus pares (Medvedeva et al., 2018).

Os estudos avaliando o FOXP2 no nucleo estriado mostram que ele € expresso,
majoritariamente, em neuronios medium spiny neurons (MSN) que também apresentam
receptores DIR, participando da via direta excitatéria do estriado em detrimento dos
neurdnios com receptores D2R da via indireta inibitéria (Fong et al., 2018). Sabe-se que
o estriado recebe inumeras proje¢des do cortex e do talamo (Smith et al., 2004; Sheperd,
2013) e que o balanco de neurotransmissores excitatorios da via direta e inibitorios da
via indireta, principalmente, dopamina e 4cido gama-aminobutirico (GABA), sdo
responsaveis por codificar estimulos do ambiente e gerar valores positivos e negativos
onde a estimulagdo promoverd o sistema de recompensa enquanto a inibicdo estd
associada a punicao (Volkow e Morales, 2015; Van Rhijn et al., 2018; Andrianarivelo et
al., 2019). Este mesmo mecanismo estd envolvido no processo de aprendizagem por
associagdo e, consequentemente, modulagdo do comportamento e planejamento motor
(French et al., 2018; Matamales et al., 2020).

Foi observado que o gene tem um papel importante nos neurdnios também em
relagdo ao crescimento de neuritos, mecanismo que inclui, entre outras etapas, a
orientagdo axonal, processo relevante para que os neurdnios encontrem seus alvos
corretamente ¢ formem um feixe nervoso. Também esta envolvido na plasticidade
sindptica, processo que tem relacdo com a intensidade da sinapse por meio da
quantidade de receptores e resposta aos neurotransmissores, base neuroquimica da

memoria e do aprendizado (Vernes et al., 2011).
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Experimentos também foram realizados em ratos C57BL/6, substituindo o FOXP2
pela versdo humana, que tem trés aminoacidos de diferenca, e o resultado foi um
aumento dos neuritos, principalmente, em neuronios estriatais e aumento da plasticidade
sindptica. O FOXP2 humano parece ter um efeito maior no circuito corticoestriatal do
que no circuito cerebelar (Enard et al., 2009). Outros estudos realizados com a versao
humana do FOXP2 mostraram uma melhor habilidade de aprendizado processual, o
qual requer exposi¢do repetitiva a um estimulo sensério induzindo o aprendizado motor,
em detrimento do aprendizado declarativo. Os resultados também mostraram diferencas
de atividade na regido dorsomedial e dorsolateral do estriado indicando que o gene
FOXP2 interfere nos diferentes estagios do aprendizado (Schreiweis et al., 2014;
Schreiweis et al., 2019).

FOXP?2 e fenétipos do comportamento

Ha hipoteses de que as mudangas evolucionarias no gene FOXP2 contribuiram
para o aparecimento de novas habilidades comunicativas, permitindo uma maior
organizacao social e potencialmente facilitando o pensamento simbdlico e a abstragao
(Staes et al., 2017). O gene FOXP2 parece ter um papel importante nas fungdes
cognitivas, sendo amplamente sugerido que participe da integracdo senséria motora que
consequentemente vai influenciar o processo de aprendizado verbal e nao verbal
possivelmente participando de processos de regulacdo emocional e/ou cognig¢ao social
(Vargha-Khadem et al., 2005; Fisher e Marcus, 2006).

Além da linguagem e do TDAH, o gene FOXP2 tem sido associado a outros
fenotipos por meio de GWAS. O gene como um todo (analise gene-wide) esta associado
a susceptibilidade a depressao (Arnau-Soler et al., 2019) e variantes desse gene ja foram
implicadas em caracteristicas de neuroticismo, especialmente ao fendtipo irritabilidade
(rs10228350) e ao fendtipo tensdo (rs1450832) (Nagel et al., 2018). Ao fendtipo de
tomada de decisdo com tolerancia ao risco estdo associadas quatro variantes (rs727644,
rs7783012, rs10228494, rs1015511) (Clifton et al., 2018; Strawbridge et al., 2018;
Linner et al., 2019). As variantes genéticas 1510262462 e rs1859100 influenciam tracos
de personalidade ativos e passivos que tenham efeito na correlagdo de interacdo gene-

ambiente no GWAS de maus tratos na infancia (Dalvie et al., 2020). O gene também
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vem sendo associado a problemas relacionados ao sono (Jansen et al., 2019, Dashti et
al., 2019).

Considerando a sobreposicdo clinica desses fendtipos com o TDAH, ¢ possivel
que uma ampla variedade de caracteristicas fenotipicas potencialmente moduladas pela
variabilidade genética no FOXP2 também estejam envolvidas na fisiopatologia do
TDAH. No entanto, o SNP mais fortemente associado ao TDAH no GWAS, o
1s5886709, esta localizado em um intron e até o momento nao possui efeitos funcionais
descritos.

Portanto, levando em consideragdo as multiplas evidéncias genOmicas
relacionando o FOXP2 com transtornos psiquiatricos, e a necessidade de integrar dados
bioldgicos a fim de obter uma abordagem mais ampla dos processos fisiologicos, sdao
necessarios mais estudos. A andlise gene-wide vem sendo proposta como uma boa
alternativa na avaliagdo do papel dos genes e polimorfismos envolvidos em GWAS nas

condi¢des psiquiatricas e fenotipos relacionados (Vogel et al., 2014).
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Capitulo II: Justificativa e Objetivos
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Justificativa

Estudos de GWAS e evidéncias advindas da genética médica e evolutiva apontam
para um papel importante do gene FOXP2 em muitos fendtipos relevantes no
comportamento humano. Destaca-se o fato de que o gene ¢ um dos 12 Aits no maior
GWAS ja publicado no TDAH. Apesar de muitos avangos sobre o conhecimento dos
mecanismos biologicos subjacentes ao TDAH terem sido alcangados, ainda ha muito a
se esclarecer, especialmente considerando a grande heterogeneidade clinica e genética
do transtorno e o envolvimento de variantes de pequeno efeito. Assim, o estudo das
variantes genéticas situadas no gene FOXP2 e os possiveis efeitos de cada uma delas no
transtorno e fendtipos relacionados assim como comorbidades tem grande potencial de
contribuir para o entendimento dos mecanismos bioloégicos envolvidos nos TDAH, ¢ a
relagdo com comorbidades e outros fendtipos concomitantes.

Devido a grande complexidade das interagdes entre genes e fendtipos dentro das
condig¢des psiquiatricas e a busca por fendtipos que compartilham variantes genéticas de
risco, estudos gene-wide mostram-se um passo importante para avaliar os mecanismos

biologicos dos transtornos.

Objetivos

Objetivos Gerais
Avaliar as possiveis associagdes entre variantes do gene FOXP2 com o TDAH em
adultos e seus fendtipos relacionados, que incluem gravidade de sintomas, medidas de

personalidade e comorbidades psiquiatricas.

Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do gene FOXP2 através da abordagem gene-wide sobre a
susceptibilidade ao TDAH em adultos e fen6tipos relacionados;

e Avaliacao individual dos resultados com as variantes independentes do FOXP2
sobre os desfechos;

e Através da utilizagdo de ferramentas de bioinformatica, analisar a funcionalidade

das variantes associadas.
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Capitulo III: Artigo Cientifico

A ser submetido para Journal of Psychiatry Research
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Discussao Geral

A expansdao dos GWAS, na area da psiquiatria tem se dado com o intuito de
investigar a influéncia de fatores genéticos de risco na variagdo do comportamento
humano. Com isso, novas possibilidades de avaliagdo sao apresentadas assim como
novas ferramentas de bioinformatica estdo sendo desenvolvidas para analisar grande
quantidade de dados e avaliar o impacto de um grande nimero de variantes genéticas
distribuidas ao longo do genoma. O mais recente GWAS de TDAH (Demontis et al.,
2019) nos forneceu pistas importantes sobre os possiveis mecanismos bioldgicos do
transtorno. No entanto, muito trabalho ainda é necessario para caracterizar o papel de
cada gene ou regido génica e todas as possiveis interagoes.

Nesse estudo, podemos observar que o gene FOXP2, um dos hits do GWAS de
TDAH, parece estar envolvido em fendtipos que vao muito além da linguagem,
interferindo em caracteristicas que podem levar a condi¢des psiquiatricas. O resultado
mais robusto deste estudo foi a possivel influéncia de uma inser¢do/dele¢do na regido
3’UTR do gene FOXP2 em um conjunto de fenotipos relevantes no TDAH. Esta regiao
do gene ¢ alvo de diferentes miRNAs e esta associada a regulagdo da migragao neuronal
(Clovis et al., 2012). A participag¢ao do gene FOXP?2 no neurodesenvolvimento cerebral
¢ bem estudada, tendo um papel importante no direcionamento e maturagdo de
neurdnios sensorios que levam informagdes do cortex até o ntcleo estriado e depois ao
talamo (Garcia-Calero et al., 2016; Chang et al., 2018). A participagdo do FOXP2 no
desenvolvimento da amigdala foi associada a regulacao emocional do medo (Kuerbitz et
al., 2018), estando o gene também associado por GWAS a escores de neuroticismo
(Nagel et al., 2018).

O fendtipo mais reconhecido como relacionado a influéncia do FOXP2 no
processamento de estimulos sensorios € o aprendizado da linguagem (Day et al., 2019),
mas o conjunto geral de evidéncias sugere que outros fenotipos, tal como a avaliagdo de
risco, também podem estar associados. Para tomar decisdes e avaliar risco, levando em
consideragdo regras sociais existentes, ¢ necessario um prévio conhecimento cultural
que exige consequentemente avaliacdo do ambiente. Por sua vez, o TDAH apresenta
caracteristicas e grande correlacdo com comorbidades que geram riscos elevados a

saude, a privagdo de liberdade e a problemas de relacionamento (Pollack et al., 2019).
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Estes dados indicam que a maturagdo correta do cérebro ¢ essencial para avaliar o
ambiente. No presente trabalho, variantes do gene também foram associadas a
caracteristicas de hiperatividade e uso de tabaco, também sugerindo que o gene
influencia aspectos relacionados a tomada de decisdo e comportamentos de risco.

Além disso, a liberagdo de dopamina ¢ influenciada por estimulos do ambiente,
tal como o estresse, desta forma interferindo em processos cognitivos no circuito
corticoestriatal (Arnsten et al, 2009). A influéncia do FOXP2 no sistema
dopaminérgico, como mencionado na introducao, € consistente com os nossos achados,
considerando o fato de que a dopamina também estd associada a hiperatividade e
comportamentos de risco tal como uso prolongado de substancias (Orsini et al., 2015;
Klein et al., 2018).

Analisando os dados em conjunto e levando em consideracdo que variantes do
FOXP?2 estao associadas com diferentes fenotipos do comportamento, um grafico de
desequilibrio de ligacao foi gerado para analisar as variantes independentes associadas
neste estudo, bem como aquelas com efeitos funcionais preditos in silico, em conjunto
com  variantes associadas em  GWAS (Material Suplementar 1;

https://ldlink.nci.nih.gov/?tab=Idmatrix). O que pode se observar ¢ que rs1450832,

associada com neuroticismo (item tensdo), esta em desequilibrio de ligagdo (DL) com as
variantes rs1194322 e rs779476 associadas com Trantorno por Uso de Tabaco (TUD).
rs7785799 associada com hiperatividade esta em DL com variantes associadas a
fenotipos de insdnia, irritabilidade, tolerancia ao risco e maus tratos. As variantes
associadas com hiperatividade se encontram na regido 3° UTR e estdo mais fortemente
em DL. Neste grafico a variante de inser¢do/dele¢do rs79622555 nao foi incluida por
falta de dados da estrutura de DL.

Dentre as limitagdes da pesquisa, apesar da area genomica crescer diariamente,
ainda sdo necessarias ferramentas mais sofisticadas para a avaliacdo de SNPs e,
principalmente, inser¢des e delegdes. Pouca informagao sobre regides intergénicas € nao
codificadoras foram encontradas in silico, o que limita inferéncias sobre mecanismos
moleculares especificos. Estudos que avaliam a expressdo génica tecido-especifica
também sdo relevantes e ainda sdo escassos. Sdo necessdrios estudos sobre a
funcionalidade de diferentes partes do gene, incluindo regides ndo codificadoras, um

grande desafio na area da genética humana. Estes incluem analises de cultura celular e
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modelos animais, inclusive avaliando o efeito molecular de mutag¢des induzidas por
técnicas como CRISPR/Cas9. Dentre outras limitagdes, podemos citar a grande
heterogeneidade do TDAH, que apresenta uma variacdo ampla de sintomas e
comorbidades.

O conjunto geral de resultados confirma, ao menos parcialmente, um papel
importante do gene FOXP2 no TDAH e fendtipos relacionados. Além disso, estabelece
uma ponte entre estudos que vao desde a genética evolutiva e heranca monogénica até a
genomica de tragos complexos. O avango desses estudos provavelmente levard o

entendimento do gene FOXP2 para muito além de seu tradicional vinculo com a fala.
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