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Resumo

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) e o Transtorno do Espectro
Autista (TEA) sdao duas condi¢cGes neuropsiquidtricas muito prevalentes que causam
prejuizo significativo na qualidade de vida dos individuos afetados ao longo de toda a sua
vida. Fatores genéticos tem um papel central na etiologia de ambos os transtornos, sendo
gue o entendimento de possiveis mecanismos moleculares associados a arquitetura
genética do TDAH e do TEA foi o principal objetivo desta Tese. Esta Tese reldne nossa
contribuicao avaliando o impacto desses fatores no desenvolvimento e no curso dos
Transtornos do Neurodesenvolvimento, através de multiplas estratégias complementares
em genética molecular e estatistica, incluindo técnicas classicas e da era gendémica. Por
meio dessa abordagem, identificamos que um classico gene candidato para o TDAH
(ADGRL3) estd associado com um perfil neurodesenvolvimento do transtorno, além de
estar também associado a susceptibilidade ao TEA. Além disso, observamos que escores
de risco poligénico derivados do TEA estdo associados com sintomas de TDAH e com a
trajetdria clinica do transtorno ao longo da vida dos individuos. Por fim, nossas analises
baseadas em exoma identificaram cinco genes (PCYT1A, CRELD1, EXOSC6, DTX2, HDGF)
associados ao perfil clinico de TDAH, especificamente com sintomas de desatencdo. Esses
genes estdo envolvidos em processos bioldgicos previamente relacionados com outros
Transtornos do Neurodesenvolvimento. Em conclusdo, o conjunto de evidéncias reunido
nesta Tese, implicam fatores genéticos que afetam o desenvolvimento e variabilidade
clinica dos Transtornos do Neurodesenvolvimento, além de sugerir a existéncia de fatores
genéticos compartilhados entre o TDAH e o TEA. Os resultados apresentados reforcam a
perspectiva de que a analise de diferentes fontes de variabilidade genética, além de um
enfoque em um detalhamento fenotipico mais completo podem ser estratégias

promissoras para expandir nossa compreensao acerca da etiologia desses transtornos.




Abstract

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) and Autism Spectrum Disorder (ASD) are
two prevalent neuropsychiatric conditions that cause significant impairment in the quality
of life of affected individuals throughout their lives. Genetic factors play a central role in
the etiology of both disorders, and the understanding of molecular mechanisms possibly
associated with the genetic architecture of ADHD and ASD was the main objective of this
Thesis. This Thesis encompasses our contribution evaluating the impact of these factors
on the development and course of Neurodevelopmental Disorders, by using multiple
complementary strategies in molecular and statistical genetics, including classical and
genomic techniques. Through this approach, we identified that a classic candidate gene
for ADHD (ADGRL3) is associated with a neurodevelopmental profile of the disorder, as
well as also being associated with susceptibility to ASD. In addition, we observed that
polygenic risk scores derived from ASD are associated with symptoms of ADHD and with
the clinical trajectory of the disorder throughout the lifespan. Finally, our exome-based
analyzes identified five genes (PCYT1A, CRELD1, EXOSC6, DTX2, HDGF) associated with the
clinical profile of ADHD, specifically with symptoms of inattention. These genes are
involved in biological processes previously related to other Neurodevelopmental
Disorders. In conclusion, the body of evidence gathered in this Thesis implicates specific
genetic factors that affect the development and clinical variability of
Neurodevelopmental Disorders, in addition to suggesting the existence of shared genetic
liability between ADHD and ASD. The results presented reinforce the perspective that
analyzing different sources of genetic variability, and focusing on detailed phenotypic
information can be promising strategies to expand our understanding of the etiology of

these disorders.




Capitulo 1: Introducao

“...let me be a part of the narrative
In the story they will write someday
Let this moment be the first chapter...”

Lin-Manuel Miranda
In: Hamilton — That would be enough




Apresentacao

Esta Tese compreende um conjunto de evidéncias e esforcos no sentido de
elucidar a arquitetura genética, os mecanismos bioldgicos subjacentes, e possiveis elos
entre fatores de risco genéticos e o fenétipo clinico de dois transtornos psiquiatricos do
neurodesenvolvimento, o Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) e o
Transtorno do Espectro Autista (TEA). A primeira parte desta Tese traz uma introducao
sobre aspectos clinicos, epidemioldgicos e fatores de risco genéticos para o TDAH e TEA.
Posteriormente, sdo apresentados os objetivos gerais e especificos desta Tese. Os
capitulos seguintes, apresentados em forma de manuscritos originais, descrevem
diferentes abordagens de genética molecular empregadas na busca de fatores genéticos
especificos associados e suas implicagées neurobiolégicas no TDAH e no TEA. Por fim, a
Ultima sessdo explora as evidéncias apresentadas e contextualiza o seu significado a luz

do estado da arte da genética psiquiatrica.




1.1 Transtornos do Neurodesenvolvimento

Os Transtornos do Neurodesenvolvimento englobam diferentes transtornos
psiquiatricos, que conforme caracterizados pelo Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais — 52 edicdo (DSM-5, do inglés Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders), sdo comumente diagnosticadas na infancia e causam prejuizos no

funcionamento pessoal, social, académico ou profissional (Figura 1).

Deficiéncias Intelectuais

Transtornos da Comunicacao

Transtorno do Espectro Autista

Transtornos do Transtorno de Déficit de

Neurodesenvolvimento Atencdo/Hiperatividade

Transtorno Especifico da
Aprendizagem

Transtornos Motores

Outros transtornos ndo especificos

Figura 1: Classificacdo dos Transtornos do Neurodesenvolvimento de acordo com o DSM-5.

z

E aceito que esses transtornos representam um fendtipo extremo de um
continuo de sintomas e tragos fenotipicos relacionados encontrados na populagdo em
geral. Entre os Transtornos do Neurodesenvolvimento mais comuns estdo o TDAH e o
TEA. Esses transtornos podem apresentar varios sintomas e outros tragos fenotipicos em

comum, sendo frequente a observacdo de comorbidade entre eles, o que sugere a



presenca de fatores etioldgicos compartilhados entre os transtornos. As préximas sessoes
trazem os aspectos clinicos, epidemioldgicos e etioldgicos dos dois transtornos em
detalhe, seguidos de uma descricdio acerca de fatores etioldgicos especificos e

compartilhados entre o TDAH e o TEA.

1.1.1 O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) é um transtorno
psiquidtrico comum, com uma prevaléncia mundial estimada em 5,3% em criangas e
adolescentes (Polanczyk et al. 2007; 2015) e cerca de 2,8% em adultos (Fayyad et al.
2017). Ele é caracterizado por um padrdao de sintomas prejudiciais de desatencao,
agitacdo psicomotora e impulsividade impréprios ao nivel de desenvolvimento e que
acarretam em prejuizos no desempenho dos afetados em diferentes contextos (Faraone
et al. 2015). E aceito que a primeira referéncia ao TDAH na literatura médica tenha
ocorrido no final do século 18 (Schmitt 1970; Barkley and Peters 2012) com a descri¢ao de
problemas de hiperatividade ou desatencao semelhantes ao TDAH em criangas. Ja em
1902 foi publicado, na renomada revista cientifica Lancet, um artigo descrevendo a
observacdo da persisténcia desses sintomas também em adultos (Still 1902). Nosso grupo
recentemente sugeriu que individuos com sinais e sintomas similares ao TDAH foram
notados por estudiosos médicos ainda na Grécia antiga (Victor et al. 2018). Apesar do
constante debate acerca da validade do diagndstico, relatos tdo antigos de apresentacao
clinica similar ao que hoje é conhecido como TDAH reforcam a nog¢do de que o transtorno
ndo é um fendbmeno recente decorrente dos padrdes de trabalho e ensino da sociedade

ocidental moderna (Moncrieff and Timimi 2010; Bowden 2014). Além disso, a prevaléncia




similar do TDAH, mesmo quando medida em diversos paises com caracteristicas
socioeconOmicas e culturais distintas corrobora com o atual entendimento do TDAH
como um transtorno de neurodesenvolvimento comum na populagdo (Polanczyk et al.

2007; 2015).

Assim como as outras condicdes dentro da categoria de Transtornos do
Neurodesenvolvimento, o inicio dos sintomas comumente ocorre ainda na infancia,
podendo ocorrer até os doze anos de idade (APA 2013). O diagndstico do TDAH é clinico e
envolve entrevista com o paciente e seus familiares, combinado a avaliagdao da presenca
dos sintomas caracteristicos. O DSM é amplamente utilizado como critério de diagndstico
na maioria das pesquisas cientificas realizadas em TDAH e também serd o sistema
utilizado nesta Tese (APA 2013). O DSM-5 preconiza que ao se definir um diagndstico de
TDAH devem estar presentes ao menos seis sintomas (para criangas e adolescentes) ou
cinco sintomas (para adultos) em pelo menos um dos dominios (desatencdo ou
hiperatividade/impulsividade) (Tabela 1). Embora o TDAH seja frequentemente
diagnosticado ainda na infancia ou na adolescéncia, o transtorno costuma persistir na
vida adulta, resultando em efeitos em longo prazo e impacto significativo nas atividades
diarias dos individuos afetados e estao relacionados a varias adversidades funcionamento

social, académico e profissional (Shaw et al. 2012).

Apesar de o TDAH ser classicamente definido pela triade sintomatolégica de
desatencdo, hiperatividade e impulsividade, hd uma acentuada heterogeneidade na
apresentacdo clinica relacionada a idade, género, magnitude de sintomas, perfil de

comorbidades e resposta ao tratamento (Faraone et al. 2015). Essas diversas




apresentacdes dos sintomas e os niveis de gravidade dos mesmos podem ainda mudar
ao longo do tempo (Faraone et al. 2015; Franke et al. 2018), de forma que alguns
individuos apresentam um declinio constante de sintomas da infancia a idade adulta,
principalmente nos sintomas de hiperatividade e impulsividade, ao passo que os
sintomas de desatencdo, tendem a seguir uma trajetdria mais estavel (Pingault et al.
2015). E estimado que aproximadamente 55-75% dos pacientes tem uma progressdo
cronica e persistente do transtorno ao longo de suas vidas (Faraone et al. 2006;

Biederman et al. 2006; Luo et al. 2019).

Tabela 1: Sintomas do Transtorno de Déficit de Atengdo/Hiperatividade de acordo com o DSM-5.

Desatengao Hiperatividade/Impulsividade
1. Dificuldade em organizar  tarefase 1. Einquieto com as maos e os pés quando
atividades; sentado;
2. Dificuldade em seguir instrugdes e finalizar 2. Parece estar sempre com o “motor ligado”;
tarefas; . “ ”
3. Corre pelo ambiente e “escala” tudo, em
3. Dificuldade em manter a atenc¢do durante momentos inapropriados;

atividades ou brincadeiras; - . .
4. Dificuldade em brincar ou se engajar em

4. Evita se engajar em tarefas que exijam atividades de lazer quieto;

esfor¢o mental sustentado; 5. Dificuldade em ficar sentado, em sala de aula

5. Perda frequente de coisas necessarias a e outras situagdes;

realizacdo de tarefas; 6. Fala excessivamente;
. ’

6. Parece ndo estar ouvindo; , . . ;
! 7. Darespostas impulsivas, sem esperar o final

7. Facil distragdo por estimulos externos; da pergunta;
8. Esquecimento em atividades diarias; 8. Dificuldade em esperar pela sua vez;
9. Na&o da atencgdo aos detalhes. 9. Interrompe os outros facilmente.

Além disso, a heterogeneidade do TDAH é marcada pelo grande nimero de
comorbidades, aproximadamente 60% das criancas e 80% dos adultos com TDAH

apresentam um ou mais transtornos psiquiatricos concomitantes (Reale et al. 2017;



Gnanavel et al. 2019). As comorbidades mais frequentes observadas no TDAH sdo
transtornos por uso de substancias, transtornos de ansiedade e humor, transtorno de

oposicdo e desafio, e de conduta além do TEA (Chen et al. 2018).

Outro fator interessante diz respeito aos efeitos de prevaléncia diferencial de
género do TDAH. Enquanto em amostras clinicas de criancas a proporcdo entre o género
masculino e feminino é de aproximadamente 4:1, em amostras de adultos essa proporcao
é proxima de 1:1 (APA 2013). Ainda, o perfil de transtornos psiquiatricos presentes em
comorbidade ao TDAH em criancas e adultos é distinto, sendo classicamente
externalizante nas criangas com marcada prevaléncia do transtorno de oposi¢ao e desafio
e do transtorno de conduta (Gnanavel et al. 2019), com aumento gradual de um perfil de
internalizagdo nos adultos com incidéncia de transtornos de ansiedade, humor e uso de
substancias (Kessler et al. 2011; Larsson et al. 2012; Faraone et al. 2015; Anker et al.

2018).

Quanto aos aspectos neurofisioldgicos, os estudos realizados até o momento
apontam, de maneira geral, para a existéncia de alteracOes estruturais e funcionais em
regioes cerebrais de pacientes com TDAH. Brevemente, um grande estudo no campo da
neuroimagem revelou que, em média, individuos com TDAH tém um menor volume
intracraniano total e menores volumes de regiGes subcorticais, como o nucleo
accumbens, amigdala, nucleo caudado, putamen, palido, tdlamo e hipocampo (Hoogman
et al. 2017). Posteriormente, em uma avaliacdo das areas corticais foi demonstrado que a
area de superficie total, e em especial nas regides frontal, cingulada e temporal sdo

menores quando comparando criangcas com TDAH aos controles (Hoogman et al. 2019).



Além disso, a estrutura da substancia branca também foi encontrada alterada no TDAH,
sugerindo uma potencial desorganizacdo da conectividade do cérebro, principalmente

nas conexdes fronto-estriatal-cerebelares (van Ewijk et al. 2012).

J4 no campo da neuroquimica do cérebro, uma extensa literatura sugere que as
vias dopaminérgicas e noradrenérgicas sao os sistemas de neurotransmissao mais
afetados em pessoas com TDAH (Faraone et al. 2015). A dopamina desempenha um papel
importante na atencdo, planejamento e iniciagdo de respostas motoras, rea¢do a
novidade, motivagdo, aprendizagem e processamento de recompensa. J4 a noradrenalina
estd envolvida com processos de atencao, alerta, vigilancia, modula¢cdo da excitagdo e
funcbes executivas, como inibicdo, memodria de trabalho, adaptacdo flexivel e

comportamento direcionado a um objetivo (Faraone et al. 2015).

1.1.2 O Transtorno do Espectro Autista

A primeira descricao formal de um transtorno de neurodesenvolvimento similar
ao que agora é conhecido como Transtorno do Espectro Autista (TEA) remonta de 1943
por Leo Kanner (Kanner 1943; Harris 2018), seguida em 1944 por um artigo de Hans
Asperger relatando sintomas do que foi chamado de “psicopatia autista” (Asperger 1944).
Atualmente, o TEA é definido como um transtorno de neurodesenvolvimento com
influéncia marcante e persistente ao longo de toda a vida do individuo. Ele é
caracterizado por prejuizos na interacdo e comunicacdo social, presenca de padrdes
repetitivos e restritivos de comportamentos, interesses ou atividades (APA 2013).
Estimativas epidemioldgicas recentes sugerem a ocorréncia do transtorno em todos os

grupos étnicos e socioecondmicos (Baio et al. 2018) com uma prevaléncia variando entre




1-2% da populagdo (Elsabbagh et al. 2012; Lyall et al. 2017; Baio et al. 2018), relatando
também uma maior incidéncia de TEA em meninos do que em meninas, com proporc¢oes

médias de 4:1.

Assim como no caso do TDAH, o diagndstico do TEA continua sendo
essencialmente clinico, sendo realizado com base na sintomatologia do individuo. Ele é
tipicamente diagnosticado ainda na primeira infancia sendo que os protocolos
diagndsticos mais observados no campo da pesquisa clinica, e os quais serdo utilizados no
decorrer desta Tese, seguem as recomenda¢bes do DSM. Especificamente, o diagndstico
requer que os individuos preencham critérios em pelos menos cinco itens: um sintoma
em cada um dos trés itens demonstrando problemas relacionados a intera¢do social, além
da presencga de outros dois sintomas referentes a comportamentos e interesses restritos

(Tabela 2) (APA 2013).

Tabela 2: Sintomas do Transtorno do Espectro Autista de acordo com o DSM-5.

Padrdes de comportamento restrito,
Comunicagao e socializagao
estereotipado e repetitivo

P . s 1. Movimentos, uso de objetos ou falas
1. Déficits socioemocionais (dificuldade o J. )
estereotipadas ou repetitivas;
para estabelecer uma conversa normal;

dificuldade para responder interagdes A L ; ~
o P ) P .g 2. Insisténcia em rotina inflexivel ou padrdes
sociais; compartilhamento reduzido de s .
ritualizados de comportamentos verbais

interesses emocgdes ou afeto); o .
ou ndo verbais;

2. Déficits na comunicagdo nao verbal . .
3. Interesses fixos e altamente restritos que

(contato visual e linguagem corporal); o . . .
sdo anormais em intensidade ou foco;

3. Déficits para desenvolver, manter e . . - .
P ) ’ . 4. Hipo ou hiperatividade a estimulos
compreender relacionamentos (auséncia - : .
sensoriais ou interesses incomuns por

de interesse por pares); . .
porp ) aspectos sensoriais do ambiente;




Apesar dos tracos e sintomas caracteristicos utilizados como triade diagnéstica,
ha notdvel heterogeneidade na apresentacao clinica do TEA com grande variedade de
sintomas nas dreas cognitiva, emocional e neurocomportamental (Rapin and Tuchman
2008). Os individuos acometidos variam quanto a gravidade, ao tipo e a frequéncia de
sintomas apresentados e com relagdo a outros transtornos neuropsiquidtricos
comérbidos (Levy et al. 2009). Estes ultimos incluem déficits cognitivos e intelectuais,
depressao, ansiedade, agressividade auto e hetero dirigida, problemas gastrointestinais,
perturbacdes do sono, além de sintomas classicos de TDAH como desatencao,
hiperatividade e agitacdo psicomotora, além da impulsividade (Newschaffer et al. 2007,
Levy et al. 2009). De fato, o TDAH é a comorbidade mais comum em individuos com TEA,

afetando aproximadamente um ter¢o destes (Lai et al. 2019).

Ao longo da vida, pode haver uma mudanca quanto a intensidade dos sintomas
classicos do TEA, que pode ser abrandada, porém ainda presente durante a adolescéncia
ou idade adulta (McGovern and Sigman 2005). Ainda, é comum que o perfil de
comorbidades também se altere, com uma maior presenca de ansiedade e depressdo
durante e apds a adolescéncia (Gotham et al. 2015), além de uma modificacdo no padrao

de irritabilidade e comportamentos agressivos (Hill et al. 2014).

Aspectos neurobiolégicos do TEA sugerem que o transtorno é resultante da
reorganizacao geral do cérebro comecando no inicio do desenvolvimento (Lord et al.
2018), envolvendo diversas caracteristicas cerebrais anatémicas e envolvimento de varios
neurotransmissores e neuropeptideos. Muitas vias neuroquimicas diferentes ja foram

implicadas na neurofisiologia do TEA incluindo aquelas relacionadas a GABA e glutamato,




serotonina, dopamina, oxitocina, melatonina, vitamina D, acetilcolina entre outros, no
entanto, até o momento, existem poucos achados neuroquimicos replicados (para revisao
ver Marotta et al. 2020). Por outro lado, uma grande meta-analise recente identificou que
estruturas subcorticais como o putdmen, a amigdala e o nucleo accumbens tém volumes
menores em individuos com TEA, quando comparados a controles (Van Rooij et al. 2018).
O mesmo estudo sugeriu ainda que os casos com TEA tém uma maior espessura cortical
em areas cerebrais frontais e menor espessura cortical em dreas cerebrais

temporais/occipitais.

1.2 Fatores etiologicos do TDAH e do TEA

De maneira geral os transtornos psiquidtricos, inclusos o TDAH e o TEA, tém uma
etiologia multifatorial, decorrendo da confluéncia de distintos fatores de risco genéticos,
epigenéticos, ambientais e as multiplas interacdes entre estes fatores, todos exercendo
pequeno efeito no que diz respeito a susceptibilidade a doenca (Ronald et al. 2006;
Robinson et al. 2016; Thapar et al. 2017; Franke et al. 2018; Faraone and Larsson

2019)(Figura 2).

No que tange os efeitos genéticos na etiologia, sdo marcadas as caracteristicas
de poligenicidade e aditividade (varios genes com multiplas variantes genéticas de
pequeno efeito espalhados pelo genoma) (Robinson et al. 2016; Thapar et al. 2017;

Franke et al. 2018; Faraone and Larsson 2019).

A influéncia genética na susceptibilidade ao TDAH tem sido explorada nos

ultimos 50 anos a partir das observacoes clinicas de agregacdo familiar (Morrison and




Stewart 1971; Cantwell 1972). Nesse sentido, o risco de desenvolver o transtorno em
familiares de primeiro grau de pacientes com TDAH é de 5 a 10 vezes maior quando
comparados a controles (Biederman et al. 1990; 1995). Os estudos com gémeos apontam
gue o componente genético da susceptibilidade ao TDAH é alto, com uma herdabilidade
estimada em 70 - 80% tanto em criancas quanto em adultos (Chang et al. 2013; Larsson et

al. 2013; Larsson et al. 2014; Brikell et al. 2015).
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Figura 2: O modelo do limiar para Transtornos do Neurodesenvolvimento. O modelo do limiar, assumindo
uma distribuicdo normal continua dos tragos fenotipicas na populagdo geral, postula que a susceptibilidade
aos transtornos pode ser determinada quantitativamente pelos efeitos combinados da predisposicdo
genética e dos fatores ambientais. Efeitos fracos de variantes genéticas comuns (setas pretas), efeitos
intermediarios e potencialmente maiores de variagdo rara em alguns individuos (setas azuis e vermelhas,
respectivamente) e quaisquer efeitos ambientais (barra inferior) afetam conjuntamente o risco. A figura foi
adaptada de (Chaste et al. 2017).

No caso do TEA, uma ampla gama de estudos também procurou abordar os
aspectos genéticos na etiologia do transtorno, sendo que uma meta-andlise de sete

estudos com gémeos identificou uma alta herdabilidade também no TEA, com estimativas



entre 74-93% (Tick et al. 2016). Ainda, o risco de recorréncia do transtorno é cerca de 20
vezes maior em irmdos de criancas afetadas em comparag¢do com a populacdo geral (Levy

et al. 2009).

Outro fator interessante relacionado a marcante influéncia genética na etiologia
do TEA é ocorréncia de tracos e caracteristicas do fendtipo autista em algumas sindromes
monogénicas ou cromossémicas. Por exemplo, o diagndstico de sindrome do X-fragil
ocorre em 3-5% dos pacientes com TEA (Fernandez and Scherer 2017). Além desta,
outras sindromes conhecidas, transposicoes, delecbes, insercdes ou outros rearranjos
cromossémicos sdo identificados em até 25% dos individuos com TEA (Fernandez and

Scherer 2017).

Considerando-se as altas estimativas de herdabilidade dos transtornos, e o
padrdo de agregacado familiar evidenciando uma influéncia genética marcante na sua
etiologia, fica evidente o interesse pelo estudo dos fatores genéticos especificos
associados com o seu desenvolvimento, resultando em muitos estudos realizados a fim
de revelar genes potencialmente associados. Diferentes abordagens em estudos
moleculares, tanto aquelas baseadas em hipdteses, como os estudos de gene-candidato,
guanto livre de hipdteses, como varreduras gendmicas de ligacdo e de associacdo tém
sido empregados na busca de genes e variantes genéticas potencialmente envolvidas no
desenvolvimento do TDAH e do TEA (Figura 3). Ainda que a herdabilidade desses
transtornos seja considerada alta, fatores como o carater poligénico e a heterogeneidade
caracteristica tém tornado a identificacdo de variantes genéticas individuais associadas

em uma desafiadora e nem sempre prolifera tarefa. As proximas secdes destacam os



principais resultados das diferentes abordagens e o estado-da-arte da literatura acerca

dos fatores genéticos associados aos transtornos de neurodesenvolvimento.
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Figura 3: Relagdo entre a frequéncia alélica e o tamanho do efeito esperado para essas variantes na
susceptibilidade aos Transtornos do Neurodesenvolvimento. Variantes genéticas comuns explicam
aproximadamente 40-50% da herdabilidade desses transtornos, mas em comparagdo com variantes mais
raras, as variantes comuns individuais tém efeitos muito menores sobre o risco dos transtornos. Os
capitulos 3 e 4 desta tese investigaram o papel das variantes comuns no TDAH e TEA. Além disso, no
capitulo 5, foi examinada a contribuicdo de variantes raras e de baixa frequéncia no TDAH. Figura adaptada
de Faraone et al., 2015.

Além dos fatores de risco genéticos, vale ressaltar que fatores de risco
ambientais para ambos o TDAH e o TEA tem sido sugeridos e estudados como parte dos
mecanismos etioldgicos subjacentes a esses transtornos. O conjunto de evidéncias atual

aponta que os principais fatores de riscos ambientais para os transtornos de



neurodesenvolvimento ocorrem durante periodos criticos de desenvolvimento, podendo

alterar os principais mecanismos neurobioldgicos envolvidos (Carlsson et al. 2020).

Nesse contexto, dentre os fatores de risco ambientais que tém sido associados
consistentemente ao TDAH, ganham destaque fatores pré-natais e perinatais, como
tabagismo e uso de alcool pela made durante a gravidez, baixo peso ao nascer, parto
prematuro e exposicdo intrauterina a toxinas ambientais e metais pesados, como
pesticidas organofosforados, zinco e chumbo (Banerjee et al. 2007; Scassellati et al.

2012).

Apesar da especulacdo acerca dos efeitos de varios potenciais fatores
ambientais, diversas revisdes e meta-analises sugerem que apenas alguns fatores de risco
ambientais possam estar envolvidos na etiologia do autismo. Em especifico, idade
paternal avangada, trauma durante o nascimento (particularmente com presenca de
hipdxia), obesidade materna, um curto intervalo entre as gestacdes, diabetes mellitus
gestacional e uso de valproato durante a gravidez foram associados ao aumento do risco
de autismo (Modabbernia et al. 2017). Ainda é de fundamental importancia no cenario
atual mencionar que esses estudos relataram a auséncia de evidéncias claras de que o

autismo esta associado com vacinacao (Taylor et al. 2014).

1.2.1 Estudos de associacao com genes candidatos

Por muitos anos, os estudos de genes-candidato estavam na vanguarda dos

esforcos na tentativa de identificar variantes genéticas de risco para os transtornos



psiquidtricos. Esses estudos consistem na selecdo de genes e variantes genéticas
especificas levando em consideracao hipéteses previamente elaboradas acerca da funcao
génica nos quais as frequéncias dessas variantes genéticas sdo comparadas entre
individuos com o fendtipo de interesse e aqueles que ndo apresentam tal caracteristica

(Jorgensen et al. 2009).

Neste ambito, considerando-se o conhecimento a priori sobre a neurofisiologia
do TDAH, genes que codificam componentes dos sistemas de neurotransmissao,
especialmente do sistema dopaminérgico, foram os mais estudados (Faraone and Mick
2010; Hawi et al. 2015). Apesar de centenas de outros genes terem sido estudados ao
longo dos anos, os principais genes candidatos amplamente investigados, para os quais
existe evidéncia de replicabilidade e associagdo em meta-analise, incluem apenas os
genes dos receptores de dopamina D2, D4 e D5 (DRD2, DRD4 e DRD5, respectivamente),
do transportador de dopamina (SLC6A3, também conhecido como DATI1) e de serotonina
(SLC6A4, também conhecido como 5-HTT), do receptor 1B de serotonina (HTR1B), da
proteina associada ao sinaptossoma de 25 kDa (SNAP25) e das enzimas dopamina-beta-
hidroxilase (DBH), monoamino oxidase (MAOA) e catecol-O-metiltransferase (COMT),
além da proteina associada ao inibidor 1 da angiogénese especifica do cérebro 2 (BAIAP2)

(Gizer et al. 2009; Stergiakouli and Thapar 2010; Franke et al. 2012; Bonvicini et al. 2016).

Similarmente, um grande numero de estudos investigando os aspectos
etiolégicos do TEA usou também a abordagem de gene candidato. Seguindo a
caracteristica desse tipo de estudo, a maioria investigava um pequeno numero de

variantes genéticas em tamanhos de amostra relativamente pequenos. Uma ampla gama




de vias e mecanismos bioldgicos foi avaliada nesses estudos, incluindo componentes
relacionados ao metabolismo de neurotransmissores (por exemplo, serotonina e
glutamato), migracdo neural, adesdo de células neuronais, bem como genes implicados
em processos relacionados a fala e linguagem, cognicdo e interacgdo social (Miles 2011).
Uma grande meta-analise procurou investigar de forma abrangente os estudos de
associacdo de variantes comuns em genes candidatos no TEA (Warrier et al. 2015). Essa
revisdo encontrou mais de 500 genes estudados, porém identificou apenas sete genes
que apresentavam evidéncias significativas de sua associagdo com a susceptibilidade ao
TEA, sendo eles DRD3 (receptor de dopamina D3), CNTNAP2 (proteina associada a
contactina tipo 2), RELN (reelina), OXTR (receptor de oxitocina), SLC25A12 (proteina de
carreamento mitocondrial ligante de cdlcio), EN2 (Engrailed Homeobox 2) e MTHFR

(metileno tetrahidrofolato redutase).

Embora alguns conjuntos de genes candidatos tenham sido propostos, os
estudos deste tipo também foram criticados principalmente por sua baixa taxa de
replicacdo. Apesar dos desafios, um maior entendimento a respeito dos fatores
envolvidos na susceptibilidade genética a esses transtornos ainda é necessario. E nesse
sentido, estudos com genes candidato cuidadosamente selecionados, bem delineados,
em amostras homogéneas e bem caracterizadas, que também contam com replicacdes
em amostras independentes podem nos ajudar a entender melhor o papel desses fatores

genéticos na etiologia de dos Transtornos do Neurodesenvolvimento.




1.2.1.1 ADGRL3 (LPHN3)

Nesse contexto, alguns genes candidatos, como o ADGRL3, ainda merecem
destaque e continuam recenbendo atencdo na literarura. O gene ADGRL3 (do inglés,
Adhesion G protein-coupled receptor L3, previamente conhecido como LPHN3), esta
localizado na regido cromossomica 4ql3.2 e codifica um receptor de adesao
transmembrana acoplada a proteina G. A expressdao do gene predomina no cérebro,
ocorrendo preferencialmente em regides como amigdala, cerebelo e cértex cerebral e
principalmente, em neurdnios glutamatérgicos (Arcos-Burgos et al. 2010). Esse receptor
tem atuacdo hibrida com func¢Ges na adesdo celular e também de sinalizacdo intracelular
(Martinez et al. 2011), de forma que, nas dreas cerebrais onde é expresso, desempenha
um papel na regulacdo da liberacdo de neurotransmissores e desenvolvimento de

sinapses (O’Sullivan et al. 2012; 2014).

O conjunto de evidéncias que apoia o papel do gene ADGRL3 na susceptibilidade
ao TDAH, e a outros transtornos psiquiatricos e do neurodesenvolvimento engloba
estudos de ligacdo, de associacdo, modelos animais e diversos endofenétipos associados.
Desde o primeiro achado, ainda em um estudo de ligacdo (Arcos-Burgos et al. 2004; 2010)
até a presente Tese, esse conjunto de evidéncias tornou o gene ADGRL3 como um dos
mais promissores e bem caracterizados genes em relacdo a susceptibilidade ao TDAH.

Apds os estudos de ligacao realizados em um isolado populacional da Colémbia,
a populacdo Paisa, revelarem um hapldtipo de risco no gene ADGRL3 que foi
significativamente associado ao TDAH (Arcos-Burgos et al. 2010), uma ampla gama de

estudos de associacdo envolvendo diferentes variantes e haplétipos do gene tém




evidenciado sua influéncia nas bases genéticas do TDAH (Arcos-Burgos et al. 2010; Ribasés et
al. 2011; Jain et al. 2012; Choudhry et al. 2012; Bruxel et al. 2015; Hwang et al. 2015; Martinez et

al. 2016; Gomez-Sanchez et al. 2016; Acosta et al. 2016; McNeill et al. 2020). No entanto, apesar
de abranger varios estudos, com replicacdes em amostras de diferentes grupos e etnias, a
maioria destes foi realizada em amostras de criancas com TDAH. Recentemente, uma
nova meta-andlise (Apéndice) que reuniu oito estudos independentes, reafirmou o papel
desse gene na susceptibilidade ao TDAH, demonstrando uma modesta, porém
significativa associacdo de variantes desse gene com o TDAH especialmente no que tange

ao grupo diagnosticado ainda na infancia (Bruxel et al. 2020).

O polimorfismo mais estudado, rs6551665 (A/G), consiste em um SNP
(polimorfismo de nucletideo Unico, do inglés Single Nucleotide Polimorphism) localizado
no sexto intron. O alelo G foi associado com a susceptibilidade ao TDAH em diversas
amostras (Arcos-Burgos et al. 2010; Choudhry et al. 2012; Hwang et al. 2015) e também
com a resposta terapéutica para o uso de estimulantes (Arcos-Burgos et al. 2010; Labbe

et al. 2012; Bruxel et al. 2015).

O atual conjunto de evidéncias aponta o gene ADGRL3 como importante
moderador do desenvolvimento do sistema nervoso central, especialmente nos sistemas
dopaminérgico e glutamatérgico. Estudos envolvendo diversos modelos animais
mostraram que processos de knockout ou knockdown de ortélogos do gene resultam em
fenétipos comportamentais com aumento da atividade locomotora, o que é comparavel a
hiperatividade observada em individuos com TDAH (Lange et al. 2012; Wallis et al. 2012;

van der Voet et al. 2015; Reuter et al. 2016; Orsini et al. 2016). E esse padrdo de




comportamento pode ser posteriormente normalizado com o uso de farmacos
estimulantes comumente usados no tratamento do TDAH, como o metilfenidato e a

atomoxetina (Lange et al. 2012).

Esses mesmos estudos observaram ainda que a manipulacdo génica dos
ortdlogos do ADGRL3 resulta em sinalizacdo dopaminérgica anormal (van der Voet et al.
2015), neurdnios dopaminérgicos desorganizados e em numero reduzido (Lange et al.
2012), aumento dos niveis de dopamina no corpo estriado e niveis alterados de
receptores e transportadores de dopamina e serotonina, além de mudancas na expressao
de outros genes previamente relacionados ao metabolismo de neurotransmissores e de
desenvolvimento neuronal (Wallis et al. 2012).

O mecanismo subjacente a esse papel crucial no neurodesenvolvimento pode
estar relacionado com a fun¢do da ADGRL3 como um receptor hibrido, que auxilia na
adesdo celular e na transdugdo de sinal intracelularmente. A subunidade extracelular da
ADGRL3 interage com a proteina FLRT3 (Fibronectin leucine rich transmembrane protein
3). Essas proteinas sdo expressas em varios tecidos, incluindo o cérebro, onde atuam na
migracdo celular e na orientacdo dos axonios (Yamagishi et al. 2011). O complexo trans-
sindptico formado pela interacdao FLRT3-ADGRL3 dispara eventos de transducdo de sinal
pré- e pods-sinaptico, que ativa e modula a eficicia e plasticidade sindptica (O’Sullivan et
al. 2012; 2014). Esta ligacdo é necessaria para suportar o desenvolvimento de sinapses

glutamatérgicas e, portanto, estd implicada no desenvolvimento do sistema nervoso.




1.2.2 Estudos de associacao por varredura genomica - GWAS

Recentemente, com o avanco e disponibilidade de técnicas de analise em larga-
escala, os estudos de associacdo por varredura genémica (GWAS, do inglés Genome-Wide
Association Studies) tém substituido os estudos com genes candidato como principal
metodologia de andlise na busca de genes relacionados a diferentes condicdes
psiquidtricas. Esses estudos tém crescido exponencialmente devido ao desenvolvimento
de consdrcios internacionais, que no intuito de atingir os tamanhos amostrais necessarios
para a identificacdo de sinais de associacdo em nivel gendmico, passaram de alguns
milhares de individuos para mais de um milhdo em estudos recentes (Horwitz et al. 2018;

Lee et al. 2018; Howard et al. 2018; Linnér et al. 2020).

Os resultados cada vez mais impressionantes derivados dos GWAS confirmaram
que a arquitetura genética dos transtornos psiquidtricos é altamente complexa com
marcada influéncia de um padrao poligénico e aditivo de variantes genéticas comuns de
pequeno efeito (Demontis et al. 2019; Grove et al. 2019; Howard et al. 2018; Wray et al.
2014). Além disso, os GWAS tém se mostrado de grande importancia pela possibilidade
de apontar novos genes/locus candidatos associados aos transtornos psiquidtricos
(Thapar et al. 2015). Contudo, nos casos especifico do TDAH e do TEA, mesmo esforcos
colaborativos em larga escala, como o Psychiatric Genomics Consortium (PGC), ainda
resultaram em um modesto sucesso em fornecer evidéncias para novas influéncias

bioldgicas na fisiopatologia do TDAH e do TEA (Demontis et al. 2019; Grove et al. 2019).

O maior estudo de GWAS de TDAH até o momento, incluindo 20.183 casos e

35.191 controles, relatou suas primeiras descobertas em 2019, identificando 12 /oci




independentes significativos (contendo 304 variantes genéticas) em todo o genoma
associados com a susceptibilidade ao transtorno (Demontis et al. 2019). Ainda, a partir
desses achados a herdabilidade molecular (baseada nos efeitos de todas as variantes
genéticas comuns medidos no GWAS, conhecida como SNP-h?) foi estimada em 28%

(Demontis et al. 2019).

Apesar de ndo confirmar nenhum dos genes candidatos previamente sugeridos
para o TDAH, os loci identificados implicam varios genes previamente relacionados a
fendtipos psiquiatricos ou com papeis biolégicos relevantes, como em processos de
neurodesenvolvimento. Entre eles destacam-se o FOXP2 (Forkhead box P2), implicado na
regulacdo dos niveis de dopamina e previamente associado com TDAH em adultos
(Ribasés et al. 2012); MEF2C (Myocyte enhancer factor 2C), atuante da diferenciacdo de
tecido neuronal e relacionados a deficiéncia intelectual (Rocha et al. 2016; Harrington et
al. 2016); e o DUSP6 (Dual specificity phosphatase 6), que também atua na modulacado

dos niveis de dopamina nas sinapses (Mortensen 2013).

Posteriormente, um segundo estudo em larga escala, capitaneado pelo consércio
internacional IMpACT (International Multicenter Persistent ADHD Collaboration), do qual
0 nosso grupo de pesquisa € membro, buscou avaliar se o TDAH na infancia ou em
adultos é associado a diferentes fatores genéticos (Rovira et al. 2020). O estudo sugeriu
gue existe uma alta genética compartilhada nas formas infantis e adultas da doenca
(correlacdo genética — r¢ — de 81%), confirmando o aspecto de um transtorno do
neurodesenvolvimento; porém também revelou que podem existir fatores dinamicos,

sugerindo que n3dao had uma sobreposicdo completa entre o conjunto de variantes




genéticas associadas com a susceptibilidade ao TDAH e a arquitetura genética relacionada

a persisténcia do transtorno ao longo da vida.

Quanto ao TEA, o mais recente GWAS de susceptibilidade a condicdo, também
um trabalho do PGC, que contou com uma amostra de 18.381 individuos com o
transtorno e 27.969 controles, identificou a associacdo de cinco loci independentes do
genoma, contendo 93 SNPs significativos (Grove et al. 2019). Notavelmente, varios genes
localizados nos loci identificados ja haviam sido previamente relacionados a etiologia do
TEA, especialmente em estudos de variantes raras (incluindo PTBP2 - Polypyrimidine Tract
Binding Protein, e KMT2E - Lysine Methyltransferase 2E). Outros genes identificados
nesse trabalho foram: MACROD2 (Mono-ADP Ribosylhydrolase 2) e KCNN2 (Potassium

Calcium-Activated Channel Subfamily N Member 2).

Ainda que o numero de loci significativamente associados seja pequeno, as
estimativas de herdabilidade molecular do TEA giram em torno 12%, evidenciando um
consideravel papel de variantes genéticas comuns na arquitetura genética desse

transtorno (Grove et al. 2019).

1.2.2.1 Analises gendomicas secundarias

A partir dos avangos e resultados iniciais cruciais obtidos com os GWAS, o
relativo sucesso da técnica de varredura gendmica tem propiciado que novos métodos
estatisticos que estendem o potencial dos dados para além da descoberta de variantes
associadas sejam criados. Dessa forma, apesar da realizacdo das andlises primarias de

GWAS estarem atualmente limitadas aos grandes consércios, é imprescindivel a utilizacdo




dos dados gen6micos em estudos secunddrios, considerando analises mais especificas
gue podem ser de grande valia, especialmente na deteccdo de vias de sinalizacdo e
mecanismos bioldgicos envolvidos com a arquitetura genética dos diferentes transtornos

psiquidtricos.

Nesse sentido, destacam-se métodos estatisticos derivados como, por exemplo,
andlises baseadas em genes, andlises de vias/rotas bioldgicas e os escores de risco
poligénico (PRS, do inglés polygenic risk score). Enquanto o GWAS visa detectar
associagcles entre variantes genéticas e o desfecho analisado, o PRS é um método aditivo
que observa o efeito combinado de varios SNPs de pequeno efeito e sua associagdo com
o fendtipo (Wray et al. 2014; Ruderfer et al. 2014; Euesden et al. 2015). Para isso, sao
utilizados os dados de associacdo das variantes genéticas analisadas em um GWAS e
levando em consideracdo o tamanho de efeito estimado para cada uma delas. Para
realizar um estudo PRS, sdo necessarias duas amostras independentes, uma da qual o
GWAS é derivado e outra na qual a previsdo do PRS serd feita. O PRS é construido como
um somatadrio para cada individuo, a partir do nimero de cépias do alelo de risco de cada
SNP no conjunto de dados de descoberta multiplicado pelo tamanho de efeito da sua

associacao (Choi et al. 2020) (Figura 4).

O PRS tem sido comumente utilizado como uma medida da predisposicdo genética
de um individuo a um determinado fendtipo (Wray et al. 2014); ainda assim, a varidncia
explicada pelo PRS (também conhecido como R?) é geralmente baixa. No caso do TDAH e
do TEA a quantidade de variacdao explicada pelo escore poligénico nos seus estudos

originais foi de 5,5% e 2,45%, respectivamente (Demontis et al. 2019; Grove et al. 2019).
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Figura 4 Calculo dos escores de risco poligénico. Os escores de risco poligénico podem ser calculados a partir dos dados
gendmicos de um individuo para fendtipos de interesse, os quais apresentam variantes de risco identificadas
previamente. Sdo essencialmente uma contagem do numero de variantes de risco presentes no DNA do individuo,
ponderadas de acordo com o tamanho de efeito observado para essas variantes. Adaptado de Wray et al. 2014 e Babb
de Villiers et al. 2020.

A validade do método de PRS foi demonstrada iniumeras vezes. Ainda antes da
publicacdo do maior GWAS de TDAH realizado até o momento, um estudo havia
demonstrado que PRS para TDAH criado a partir de amostras clinicas (ou seja, caso-
controle) estava significativamente associado com tracos fenotipicos de desatencdo e
hiperatividade na populagao em geral (Martin et al. 2014). Além disso, a analise reversa
também se aplica; ja foi sugerido que o PRS associado a variacdo nos tracos de TDAH em
criancas da populacdo em geral estaria associado ao estado de caso-controle de TDAH,
além do perfil de gravidade dos sintomas de TDAH em uma amostra clinica de criangas

(Stergiakouli et al. 2015).

Similarmente, estudos de PRS derivados de GWAS do autismo foram associados

com tracos de comunicacdo social na populacdo (Robinson et al. 2016; Pourcain et al.



2018), tracos de autismo (Taylor et al. 2019), e também susceptibilidade ao transtorno

(Underwood et al. 2019).

1.2.3 Fatores genéticos compartilhados

Como mencionado anteriormente os Transtornos do Neurodesenvolvimento
apresentam sobreposicdo de sintomas e caracteristicas fenotipicas. Similaridades entre
tracos cognitivos e comportamentais, além das caracteristicas centrais de ambos TDAH e
TEA, em particular a desatencdo e problemas de comportamento/socializacdo, sdo

comumente observados (Rommelse et al. 2011; van der Meer et al. 2017).

Pesquisas nos ultimos anos mostraram que o TDAH é a comorbidade mais
comum em criangas com TEA (Lai et al. 2019), enquanto que entre as criangas com TDAH
12% atendem aos critérios para um diagndstico de TEA (Jensen and Steinhausen 2015).
Ainda, um estudo com gémeos indicou que criancas com diagndstico de um dos dois
transtornos costumam apresentar caracteristicas fenotipicas do outro, mesmo que nao

preencham o diagndstico completo de comorbidade (Ghirardi et al. 2018).

Evidéncias crescentes sugerem que esse alto grau de correla¢des fenotipicas
entre o TDAH e o TEA podem estar de fato refletindo fatores genéticos compartilhados,
0s quais por sua vez poderiam explicar, ao menos em parte, o alto nivel de comorbidade

encontrado entre os transtornos.

Utilizando resultados de diferentes estudos de GWAS é possivel computar
correlagBes genéticas, indicando em que grau a arquitetura poligénica desses transtornos

se sobrepde (Bulik-Sullivan et al. 2015; Brainstorm Consortium et al. 2018). A correlacdo




genética sugere fatores de risco compartilhados e uma possivel fisiopatologia em comum,
e pode estar associada a pleiotropia bioldgica (que ocorre quando um gene tem efeitos
sobre varios fendtipos), ou a pleiotropia mediada (que ocorre quando um gene afeta um
fendtipo que, por sua vez, afeta outro). Os dados gendmicos corroboram a associa¢ao
observada clinicamente entre os transtornos, o maior de GWAS de autismo publicado até
o momento identificou uma correlacdo genética significativa e proeminente com o TDAH

(r¢ = 0.36) (Grove et al. 2019; Lee et al. 2019).

No mesmo contexto, outro estudo em grande escala que investigou as relagdes
gendmicas entre oito transtornos psiquiatricos, incluindo entre eles o TDAH e o TEA,
identificou trés grupos de transtornos inter-relacionados: um compreendendo
transtornos caracterizados por comportamentos, um segundo compreendendo
transtornos psicéticos e de humor, e um terceiro compreendendo os Transtornos do

Neurodesenvolvimento de inicio precoce (TEA e TDAH) (Lee et al. 2019).
I. Substantial Genetic Correlation and Clustering
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Figura 5 CorrelagGes genéticas e agrupamento entre oito transtornos psiquiatricos. Figura adaptada de
Brainstorm Consortium 2019.



Também ¢é possivel testar o compartilhamento de bases genéticas entre dois
fenétipos diferentes avaliando sua arquitetura poligénica através de PRS. Nesse caso, é
possivel detectar associacdes entre a carga de risco genético para uma caracteristica, por
exemplo, TDAH e outra caracteristica como o TEA. Alguns estudos tém explorado essa
perspectiva, com resultados apontando escores de risco derivados do TDAH associados
com habilidades pragmaticas de linguagem (um traco fenotipico relacionado com TEA)
(Martin et al., 2014) e sintomas de autismo em uma amostra populacional (Riglin et al.,

2020).

1.2.4 Estudos de variantes raras e sequenciamento de exoma

Apesar do enfoque no efeito das variantes genéticas comuns e seu papel na
etiologia desses fendtipos, um crescente conjunto de evidéncias acerca do papel de
variantes raras na fisiopatologia dos Transtornos do Neurodesenvolvimento sugere que
esse tipo de variacao genética, ainda que pouco estudada, ndao deve de forma alguma ser
negligenciado. Como descrito anteriormente, a parcela da herdabilidade que pode ser
explicada apenas com efeitos aditivos de variantes comuns tanto do TDAH quanto do TEA
estd muito aquém as estimativas de herdabilidade derivadas dos estudos com gémeos
(Demontis et al. 2019; Chang et al. 2013; Larsson et al. 2014). Desse modo, sugere-se que
outros mecanismos genéticos mais complexos, os quais incluem o papel das variantes
raras - incluindo, por exemplo, variantes do niumero de cépias (CNVs, do inglés copy
number variants) e mutacdes de ponto de alto impacto funcional - possam estar atuando

na susceptibilidade genética dos Transtornos do Neurodesenvolvimento (Purper-Ouakil et




al. 2011; Sanders et al. 2017; Hoglund et al. 2019). A inclusdo dessa fonte de variacdo
pode futuramente aumentar significativamente as estimativas de herdabilidade
molecular explicada como foi sugerido recentemente para medidas de indice de massa

corporal e de altura (Wainschtein et al. 2019).

Ainda assim, até a presente Tese o papel de variantes genéticas raras foi muito
menos investigado no TDAH do que no TEA. Ao passo que inumeros estudos ja tenham
implicado um conjunto de mais de 100 genes enriquecidos em variantes raras no TEA
(Balicza et al. 2019; Ruzzo et al. 2019; Satterstrom et al. 2020), onde a colecdo de genes
implicados sugere importante papel de rotas bioldgicas relacionadas a fungao neuronal,
esses esforcos com relagdo ao TDAH ainda estdo em suas etapas iniciais. As primeiras
tentativas de abordar o papel das variantes raras na suscetibilidade ao TDAH
concentraram-se no estudo de CNVs. Neste contexto, varios estudos sugeriram uma carga
aumentada de CNVs grandes (normalmente> 500kb) entre os individuos com TDAH em
comparag¢ao aos controles (Williams et al. 2010; Lesch et al. 2011; Ramos-Quiroga et al.

2014; Martin et al. 2015).

Apenas recentemente, a partir também de uma maior viabilidade financeira, a
busca de variantes raras potencialmente envolvidas na susceptibilidade ao TDAH tem
incluido também as analises de sequenciamento, especialmente o sequenciamento do
exoma. Esse tipo de andlise tem como intuito, através da identificacdo de outra classe de
variantes raras (variantes de nucleotideo Unico), sugerir o envolvimento de novos genes e

novas rotas bioldgicas na etiologia dos Transtornos do Neurodesenvolvimento.




A deteccdo de variantes genéticas com baixa frequéncia alélica na populagdo
adiciona um grande nivel de complexidade aos estudos genéticos, principalmente em
relacdo a dificuldade de se obter poder estatistico adequado. Nesse sentido, estudos
focados na andlise de variantes raras utilizam estratégias adicionais considerando o
impacto, a frequéncia e o agrupamento em genes de tais variantes (Wu et al. 2011; Lee et
al. 2012). Em geral os estudos tém utilizado uma metodologia com enfoque em priorizar
certos tipos de variantes, em sua maioria aquelas consideradas de alto impacto funcional.
Variantes caracterizadas como de alto impacto envolvem variantes genéticas para as
quais hipotetizamos um grande impacto no fendtipo como as variantes dos tipos: sem
sentido (non-sense/stop gain), de mudancga no quadro de leitura (frameshift), aquelas que
afetam regides de splicing, além de variantes de sentido trocado (missense) com grande
efeito na proteina. Ainda, existe uma forte relacdo entre o impacto funcional de uma
variante e a sua frequéncia alélica na populagdao humana, onde a frequéncia das variantes

deletérias é reduzida através do processo de selecdo natural.

Da mesma forma que os estudos avaliando o papel de variantes comuns na
susceptibilidade dos transtornos, esses estudos também podem seguir hipoteses a priori,
serem livres de hipdteses ou apresentarem um desenho hibrido. Até o momento, um
numero limitado de estudos utilizou o sequenciamento de exoma na busca de variantes
raras, e os resultados obtidos revelaram poucas informacgdes sobre as variantes raras e os
genes associadas ao transtorno (Demontis et al. 2016; Zayats et al. 2016; Corominas et al.
2018; Satterstrom et al. 2019; Al-Mubarak et al. 2020). Ainda assim, um excesso de
variantes raras foi observado tanto em um conjunto predefinido de genes candidatos

(Demontis et al. 2016), em genes identificados previamente em andlises de familia



(Corominas et al. 2018; Al-Mubarak et al. 2020) ou em um estudo livre de hipdtese

(Satterstrom et al. 2019).




Capitulo 2: Justificativa e Objetivos

“...this is not a moment, it's the movement..”
“...and | am not throwing away my shot...”

Lin-Manuel Miranda
In: Hamilton — My shot




2.1 Justificativa

Ha um interesse social, cientifico e econ6mico notavel em ampliar a
compreensdao e aperfeicoar o tratamento de transtornos mentais, uma vez que eles
podem ter graves impactos na vida dos pacientes afetados e de suas familias. Desde 1960
estamos cada vez mais cientes da importancia dos fatores genéticos na etiologia dos
transtornos do neurodesenvolvimento. As altas estimativas de herdabilidade para esses
transtornos geraram uma grande expectativa de que seria relativamente simples
identificar diferentes genes e variantes de risco associados. Apds varias décadas de
investigacdo, esta evidente que a arquitetura genética relacionada a esses transtornos é
extremamente poligénica. Entretanto, apesar do grande numero de polimorfismos
associados em diferentes genes, a parcela da variabilidade genética que pode ser

explicada por essas associagbes ainda esta muito aquém do esperado.

Ao longo desses anos, seguindo os avancos técnicos e metodoldgicos na
genética, muitas abordagens complementares foram desenvolvidas. Assim, ainda existe
grande potencial para avancar nossa compreensdao da etiologia dos Transtornos do
Neurodesenvolvimento, englobando estudos de genes candidato, de variagdo comum no
genoma, de identificacdo outros tipos de variantes, além de um repertério extenso de

ferramentas estatisticas e bioinformatica.

Além da integracdo de diferentes fontes de evidéncia, uma perspectiva cada vez
mais presente na tentativa de elucidar a complexa arquitetura genética dos transtornos
psiquiatricos é a inclusdo e avaliacdo de fatores relacionados a heterogeneidade clinica

dos mesmos. Assim, utilizar diferentes abordagens que contemplem esses aspectos, tais



como o estudo de sintomas e caracteristicas clinicas, incluindo as suas trajetérias, pode

apontar para mecanismos neurobiolégicos envolvidos na fisiopatologia dos transtornos.

Nesse sentido, a presente tese se insere dentro desse contexto e utiliza
diferentes abordagens genéticas e fenotipicas a fim de contribuir para o conhecimento do
papel dos mecanismos moleculares subjacentes aos  Transtornos do

Neurodesenvolvimento.

2.2 Objetivos

Dessa forma, nosso principal objetivo foi contribuir para os esforcos no campo
da genética psiquidtrica, buscando elucidar fatores associados a arquitetura genética de
dois transtornos do neurodesenvolvimento (TDAH e TEA) e suas manifestacoes clinicas e
possiveis influéncias pleiotrépicas entre eles por meio de diversas abordagens em
genética molecular e estatistica. Para isso, os objetivos especificos desta tese abordam

duas grandes frentes.

1. A primeira engloba os esfor¢os de investigacdo de fatores genéticos comuns
relacionados a aspectos etioldgicos dos Transtornos do Neurodesenvolvimento,

incluindo:

1.1. Testar a associacdo de uma variante genética de um gene candidato
amplamente associado ao TDAH (ADGRL3) em duas amostras cldssicas de transtornos do
neurodesenvolvimento, homens com padrdo persistente de TDAH e meninos com TEA,

aferindo potenciais fatores genéticos compartilhados entre os fendtipos (Capitulo 3);



1.2. Explorar em uma perspectiva gendmica, se 0 risco genético baseado em
variantes genéticas comuns para o TEA, indexado na forma escores de risco poligénico,

esta associado ao TDAH e sua manifestacgdo clinica (Capitulo 4);

1.3. Identificar quais aspectos fenotipicos e de trajetdria clinica do TDAH melhor
refletem o componente genético compartilhado com outro transtorno do

neurodesenvolvimento (Capitulo 4);

2. Nasegunda, buscamos avaliar possiveis contribui¢cdes de outros fatores que
nao variantes comuns, comumente relacionados a outros transtornos do

neurodesenvolvimento, no substrato genético do TDAH. Em especifico:

2.1. Realizar a analise exploratdria por sequenciamento de exoma a fim de
identificar variantes raras de alto impacto de individuos com a forma persistente do TDAH

(Capitulo 5);

2.2. Caracterizar, através de padrdes de expressao e enriquecimento funcional
em vias biolégicas, o papel dos genes com excesso de variantes raras identificados na

analise de exoma (Capitulo 5);

2.3. Avaliar o papel de variantes comuns no conjunto de genes identificados pela
analise de variantes raras, por meio de analises de sets génicos, em duas grandes
amostras independentes de individuos com TDAH e tracgos fenotipicos do transtorno na

populacdo (Capitulo 5).
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Abstract

Neurodevelopmental disorders are prevalent, frequently occur in comorbidity and share substantial genetic correlation. Previ-
ous evidence has suggested a role for the ADGRL3 gene in Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) susceptibility
in several samples. Considering ADGRL3 functionality in central nervous system development and its previous associa-
tion with neurodevelopmental disorders, we aimed to assess ADGRL3 influence in early-onset ADHD (before 7 years of
age) and Autism Spectrum Disorder (ASD). The sample comprises 187 men diagnosed with early-onset ADHD, 135 boys
diagnosed with ASD and 468 male blood donors. We tested the association of an ADGRL3 variant (rs6551665) with both
early-onset ADHD and ASD susceptibility. We observed significant associations between ADGRL3—rs6551665 on ADHD
and ASD susceptibilities; we found that G-carriers were at increased risk of ADHD and ASD, in accordance with previous
studies. The overall evidence from the literature, corroborated by our results, suggests that ADGRL3 might be involved in
brain development, and genetic modifications related to it might be part of a shared vulnerability factor associated with the
underlying neurobiology of neurodevelopmental disorders such as ADHD and ASD.

Keywords ADHD - ASD - ADGRL3 - LPHN3 - Neurodevelopment - Sex-specific effects

Introduction course throughout adulthood and are more prevalent in

males (APA 2013; Thapar et al. 2015). Among these, Atten-

Neurodevelopmental disorders, as characterized by DSM-5,
include a group of neuropsychiatric conditions that gener-
ally manifest symptoms before adolescence, follow a stable
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tion-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) and Autism
Spectrum Disorder (ASD) are some of the most common
and more classical examples of neurodevelopmental dis-
orders (APA 2013). While ADHD is characterized by the
presence of attentional problems and a pattern of hyperac-
tivity and impulsivity, ASD manifests by impairment in the
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development of social skills and communication, and the
presence of stereotypical behaviors. The two diagnoses are
not mutually exclusive and frequently occur in comorbidity
(Sokolova et al. 2017; Zablotsky et al. 2017). Furthermore,
these disorders seem to share a common genetic background
(Ghirardi et al. 2018; Lichtenstein et al. 2010; Pettersson
et al. 2013; Rommelse et al. 2011).

In spite of the high heritability estimates for ADHD
(76%) (Brikell et al. 2015; Chang et al. 2013) and ASD
(80%) (Ronald and Hoekstra 2011; Tick et al. 2016), and
the increasingly larger samples, only a few genome-wide sig-
nificant hits have been reported, which contribute to only a
small part of the overall heritability (Autism Spectrum Dis-
orders Working Group of The Psychiatric Genomics Con-
sortium 2017; Demontis et al. 2018). Also, the replication
of these findings is inconsistent, rendering the genetic archi-
tecture underlying these neurodevelopmental disorders still
largely unknown. Apart from this, classical candidate genes
have emerged as potential biological substrates involved in
the development of ADHD and ASD, and some of these
genes presented pleiotropic effects being associated with
both disorders (Akutagava-Martins et al. 2016; Chen et al.
2015; Gilbert and Man 2017; Hawi et al. 2015).

Neurodevelopmental processes are essential to brain
functioning, requiring highly regulated cell guidance events
(Jackson et al. 2016). These processes depend on a small
number of cell guidance receptors and are influenced by
genetic variation (Tau and Peterson 2010). For instance,
the dysregulation of axon guidance and neurite outgrowth
processes were suggested to be involved in ADHD etiol-
ogy (Poelmans et al. 2011) and more recently in ASD as
well (Gilbert and Man 2017). Specific genes involved in
these processes have been largely studied in neurodevel-
opmental disorders. Among those, a promising candidate
gene involved in a range of functions related to the devel-
opment of the central nervous system (CNS) is ADGRL3.
This gene encodes a protein shown to modulate interactions
between adjacent neurons, thus affecting axon guidance,
synaptogenesis and synaptic plasticity (Meza-Aguilar and
Boucard 2014).

ADHD and ASD present a pattern of biased prevalence
towards males. The underlying reasons for this phenom-
enon are poorly understood, but current evidence points to
an involvement of brain morphology differences (Mottron
et al. 2015; Park et al. 2018; Ruigrok et al. 2014), brain
maturational delays (Koolschijn and Crone 2013), differen-
tial effects of sex-hormones and sex-chromosomes (Davies
2014; Davies and Wilkinson 2006; Loke et al. 2015; Mitra
et al. 2016), neuroinflammation (McCarthy 2016), and
sex-biased DNA methylation (Nugent et al. 2015) and gene
expression (Loke et al. 2015; Ruigrok et al. 2014). The
differential prevalence of these disorders and the evidence
for distinct patterns of brain morphology and function

between males and females raise the possibility of sex-
specific underlying genetic factors (Gobinath et al. 2017).
Recent studies point to a multifactorial liability threshold
model, with a protective effect in females, derived from
the need to present a greater burden of genetic risk in order
to manifest either ADHD or ASD (Gilman et al. 2011; Jac-
quemont et al. 2014; Martin et al. 2017; Taylor et al. 2016)
and also suggest the presence of sex-genotype interactions
(Mitra et al. 2016).

ADGRLS3 expression is highly specific and regulated
during brain development, peaking in the prenatal and
postnatal periods (Arcos-Burgos et al. 2010; Haitina et al.
2008; Xing et al. 2009). Its important role in synaptic
development and the timely expression pattern suggest that
disruptions in gene expression or protein functioning affect
individuals earlier in life and produce persistent effects
throughout life. Noteworthy, the protein is expressed in
brain areas known to present differential volume measures
according to sex (Ruigrok et al. 2014) and to be involved
in ADHD and ASD, such as the amygdala, cerebellum
and cerebral cortex (Arcos-Burgos et al. 2010). In this
sense, the implications of ADGRL3 regulatory role in CNS
developmental mechanisms in the emergence of neurode-
velopmental psychiatric conditions are especially relevant
in the context of male neurodevelopment.

Furthermore, ADGRL3 has been repeatedly associated
with ADHD in several samples, from different clinical and
genetic backgrounds (Acosta et al. 2016; Arcos-Burgos et al.
2010; Bruxel et al. 2015; Choudhry et al. 2012; Gomez-
Sanchez et al. 2016; Hwang et al. 2015; Ribasés et al. 2011).
These findings are also supported by genome-wide linkage
findings (Arcos-Burgos et al. 2004) and by animal models
that implicate ADGRL3 in ADHD pathophysiology (Lange
et al. 2012; Orsini et al. 2016; Reuter et al. 2016; van der
Voet et al. 2015; Wallis et al. 2012). One specific variant
(rs651665) has been extensively studied and associated with
ADHD in a meta-analysis (Arcos-Burgos et al. 2010). This
variant was also shown to influence the severity of ADHD
symptoms and the response to treatment with stimulants
(Arcos-Burgos et al. 2010; Bruxel et al. 2015; Choudhry
et al. 2012). Interestingly, these results derive from studies
of ADHD in children, while replication attempts in adults
have not retrieved the same findings (Arcos-Burgos et al.
2010; Kappel et al. 2017).

Considering previous evidence implicating variants from
ADGRL3 in ADHD, mostly in its early-onset form, its role
in the proper development of the central nervous system, its
differential expression considering developmental periods
and sexually dimorphic brain regions, and the substantial
shared genetic risk between neurodevelopmental disorders,
we aimed to assess the influence of ADGRL3—rs6551665
in two acknowledged neurodevelopmental disorders: males
with early-onset ADHD and boys with ASD.
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Methods
Subjects
ASD Sample

The ASD sample consists of 135 male patients recruited at
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and/or
other medical and educational institutions of the State of
Rio Grande do Sul, Brazil (Schuch et al. 2014). Individu-
als were diagnosed with idiopathic ASD by experienced
and trained neuropediatricians in regular appointments
(on average 3—4 appointments) according to the DSM-IV
criteria (APA 1994). Exclusion criteria were the pres-
ence of Fragile X syndrome or other genetic syndromes,
chromosomal abnormalities and lesional abnormalities
of the CNS. All individuals included were white Brazil-
ians of European descent. Mean age of ASD patients was
0.1 years (SD=4.5). The complete research protocol has
been described elsewhere (Longo et al. 2009; Schuch et al.
2014).

ADHD Sample

The ADHD sample comprises 187 adult males (18 years
or older), recruited from the Adult Division of the ADHD
Outpatient Clinic at the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Individuals were diagnosed with ADHD
by trained psychiatrists through the application of clinical
and semi-structured interviews following DSM-IV crite-
ria for ADHD (APA 1994). Individuals included in this
study fulfilled full DSM-IV criteria, including the age of
ADHD onset before 7 years of age, confirmed with collat-
eral information. Exclusion criteria were the age of ADHD
onset between 7 and 12 years old, clinically significant
history of neurological disease (e.g., delirium, dementia,
epilepsy, head trauma, multiple sclerosis), past or present
symptoms of psychosis and an estimated 1Q <70. All
individuals included were white Brazilians of European
descent, and the average age at assessment was 31.9 years
(SD=10.6).

Control Subjects

A sample of 468 adult males with negative screening for
ADHD in the 6-question Adult ADHD Self-Rated Scale
Screener (ASRS) (Kessler et al. 2005) and no diagnosis of
ASD composes our control group. Individuals were blood
donors recruited at the same hospital where all cases were
ascertained. Control subjects average age was 31.8 years
(SD=10.5).

@ Springer

The ethics committee of HCPA approved the study, and
informed consent was obtained from all subjects or legal
representatives.

Genotyping

DNA was extracted from peripheral blood by salting out
(Lahiri and Nurnberger Jr 1991). One SNP (rs6551665—
Chr 4:61873823, A/G—intronic) in the ADGRL3 gene was
selected and genotyped by TagMan allelic discrimination
assays (Applied Biosystems) according to the manufactur-
er’s suggested protocol. This polymorphism was selected
according to previous evidence of genetic association with
ADHD (meta-analysis in Arcos-Burgos et al. 2010) and
minor allele frequency in the European population above
15%. In order to assure genotyping quality control, approxi-
mately 10% of the sample was re-genotyped with no incon-
sistencies found. Allelic frequencies are in Hardy—Weinberg
equilibrium in all samples. Analyses considering the main
effect of ADGRL3—rs6551665 and interactions with SNPs
in the NCAM1-TTC12-ANKKI-DRD?2 cluster in ADHD have
been reported previously (Kappel et al. 2017).

Statistical Analyses

Logistic regression analyses were performed to assess the
effects of ADGRL3—r1s6551665 regarding both ADHD and
ASD susceptibility, and to general susceptibility to neurode-
velopmental disorders (i.e., ADHD and ASD combined).
Given the sample size and allele frequencies, a dominant
model, where heterozygotes were combined with the less
frequent homozygotes, was used for these analyses.

In Silico Functionality Prediction

In order to explore the potential effects of the intronic variant
rs6551665 in the functionality of ADGRL3, we performed
an in silico prediction of regulatory mechanisms involved in
gene expression. We interrogated the publicly available reg-
ulatory databases—HaploReg v4.1 (Ward and Kellis 2012)
and RegulomeDB (Boyle et al. 2012). HaploReg is a web-
based database aimed at exploring the impact of noncoding
variants on clinical phenotypes through its effects on gene
expression regulatory mechanisms. It contains information
regarding chromatin state, histone modifications and protein
binding annotation. Similarly, RegulomeDB annotates SNPs
with known and predicted regulatory elements in intergenic
regions; some of its integrated data overlaps with HaploReg
but it also generates a score (range 1-7) suggesting the like-
lihood of regulatory evidence for each locus.
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Results

We observed an association between ADGRL3—
rs6551665 and ADHD susceptibility in males with early
onset of ADHD symptoms. The presence of the minor
G allele (i.e., AA vs. AG + GG) was associated with an
increased risk of ADHD in this sample (p=0.025; OR
1.502) (Table 1).

Additionally, in the susceptibility study in boys with
ASD, we also observed an association of ADGRL3—
rs6551665 and the disorder. A similar pattern to the one
observed in ADHD arises, where the presence of at least
one minor G allele confers increased risk to ASD develop-
ment (p=0.044; OR 1.511) (Table 1).

Finally, as expected based on the analyses with each
disorder, in the combined analysis of both neurodevel-
opmental disorders we observed a stronger association
with the presence of the minor G allele in ADGRL3—
1s6551665 (p=0.007; OR 1.500) (Table 1).

We explored the effects of rs6551665 on ADGRL3
through an in silico prediction analyses. HaploReg suggests
that rs6551665 is involved in gene expression regulatory
mechanisms especially in brain tissues, consistent with the
fact that ADGRL3 is mainly expressed in the brain. Chroma-
tin state data suggest that rs6551663 is related to enhancer
activity in almost all brain tissues evaluated (hippocampus,
substantia nigra, inferior temporal lobe, angular gyrus, and
germinal matrix). Furthermore, this analysis also suggests
that the SNP appears to be associated with an active tran-
scription initiation site in the anterior caudate brain region
(Supplementary file 1). Different histone marks are detected
at rs6551665 locus (H3K4mel, H3K4me3, H3K27ac and
H3K9ac); the presence of H3K27Ac, often found near reg-
ulatory elements, suggests that the loci could have a role
as regulatory enhancer region. This set of results is also
observed in RegulomeDB; the database score of 5 suggests
that rs65516635 is placed in an enhancer region but has an
overall minimal transcription factor binding evidence.

Discussion

The results presented here suggest that ADGRL3 could be
part of a common genetic etiology for ADHD and ASD,
being implicated in the underlying neurobiology of two
common neurodevelopmental disorders. These results
derive from an integrative approach that acknowledges the
substantial shared genetic risk between psychiatric disor-
ders and highlight the importance of study designs that
accommodate and investigate specific overlapping genetic
factors that can give rise to a range of diagnoses.

Table 1 Logistic regression analyses regarding the influence of ADGRL3—rs6551665 on ADHD and ASD

p-value

Odds Ratio
(CI 95%)*

n (%)

ASD

p-value

Odds Ratio
(CI195%)*

ADHD
n (%)

p-value

Odds Ratio
(CI195%)*

mental disorders”

Neurodevelop-
n (%)

Controls
n (%)

Genotype

0.044

1.511

44 (32.6)
91 (67.4)

0025

0.007 61(32.6) 1.502
126 (67.4)

1.500

105 (32.6)
217 (67.4)

197 (42.1)
271(57.9)

AA

ADGRI3—rs6551665

(1.009-2.263)

(1.051-2.145)

(1.120-2.020)

G-carriers

ADHD Attention-DeficitHyperactivity Disorder, ASD Autism Spectrum Disorder

“Confidence interval 95%

"Neurodevelopmental disorders (combined group with ADHD or ASD)

@ Springer






64

NeuroMolecular Medicine (2019) 21:60-67

The overall evidence and present findings may be use-
ful to interpret ADGRL3 influence in neurodevelopmental
conditions. ADGRL3’s linkage (Arcos-Burgos et al. 2004)
and association (Acosta et al. 2016; Arcos-Burgos et al.
2010; Bruxel et al. 2015; Choudhry et al. 2012; Gomez-
Sanchez et al. 2016; Huang et al. 2018; Hwang et al. 2015;
Ribasés et al. 2011) in childhood ADHD has been exten-
sively demonstrated; we provide further evidence that
this gene is involved in the neurobiological substrate of
the disorder in a sample of adult males with early-onset
ADHD. This result is especially interesting since these
subjects comprise a sample with an early-onset of ADHD
symptoms and a stable clinical phenotype throughout
adulthood, characterizing a classical neurodevelopmen-
tal disorder (Thapar et al. 2015). Although not formally
investigated, the suggestive involvement of ADGRL3 in
ASD neurobiology observed in this study is not entirely
new. A copy number variation investigation in a child with
ASD detected a large duplication in the region encompass-
ing the gene (Gau et al. 2012). Interestingly, this same
individual presented several symptoms of inattention and
hyperactivity. Moreover, a linkage study showed a signifi-
cant signal for the ADGRL3 genomic region in dyslexia,
another neurodevelopmental disorder (Field et al. 2013).

The influence of ADGRL3 in neurodevelopmental dis-
orders could be related to its role in synapse development.
ADGRL3 encodes a transmembrane adhesion G protein-
coupled receptor, having an especially important function
during synaptic development (O’Sullivan et al. 2014).
Through its olfactomedin-like domain, ADGRL3 inter-
acts with fibronectin leucine-rich repeat transmembrane
3 protein (FLRT3), forming a trans-synaptic complex
(O’Sullivan et al. 2012, 2014). This binding is required to
support glutamatergic synapse development, and therefore,
it is implicated in the development of the nervous system.
The formation of these complexes suggests that ADGRL3
is responsible for establishing accurate glutamatergic sign-
aling during development. Another interesting point is that
glutamatergic neurotransmitter system variants and genes
have been implicated in both ADHD and ASD (Akutagava-
Martins et al. 2014; Chiocchetti et al. 2014, 2018; Elia et al.
2011; Hadley et al. 2014; Mariani et al. 2015; Naaijen et al.
2017 Noroozi et al. 2016; Uzunova et al. 2014). In this
sense, the effects of ADGRL3 in the formation of these spe-
cific synapses, through its interactions with FLRT3, could
be a potential mechanism related to the neurodevelopmental
origins of ADHD and ASD.

These results should be taken in the context of some
limitations. Firstly, only the new DSM-5 criteria allow the
comorbidity of ADHD and ASD in index cases of both
disorders. The samples of this study were collected under
DSM-1V criteria, a classificatory system that did not allow
the presence of ADHD-ASD comorbidity. Future studies
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should address the association of both disorders and inves-
tigate whether the effect size of the association reported here
could be even stronger in individuals diagnosed with both
disorders. Secondly, the control group was not age-paired
with the individuals with ASD, but they did not present a
diagnosis of neither ADHD nor ASD until adulthood. Also,
our study design, comprising only male samples of ADHD
and ASD, hinders the extrapolation of the present results
to female samples. However, since a previous study did not
detect a main effect in ADHD (Kappel et al. 2017), it is
unlikely that this variant might have a significant role in
this group. Similarly designed studies with larger sample
sizes and also evaluating these genetic effects in females
with autism are necessary. Finally, ADGRL3—rs6551665
is an intronic variant and its exact molecular effect and con-
sequent role in biological mechanisms is still unknown. A
screening of potential mutations in the ADGRL3 gene in
patients with ADHD revealed that its effect is most likely
caused by a partial reduction of gene activity, and not by a
complete loss of function (Domené et al. 2011). Therefore,
the ADGRL3 variant studied herein (rs6551665) could be
exerting its effects through regulatory mechanisms related
to gene expression as suggested by the in silico predictions.
According to previous work (Domené et al. 201 1), we could
hypothesize that subtle changes in protein expression and
availability influence underlying neurobiological mecha-
nisms through ADGRL3 direct role or through the trans-
synaptic complex formation with FLRT3 (O’Sullivan et al.
2012). Alternatively, considering that several studies have
identified other ADGRL3 variants also associated with neu-
rodevelopmental disorders (Acosta et al. 2016; Bruxel et al.
2015; Choudhry et al. 2012; Huang et al. 2018; Martinez
et al. 2016; Ribasés et al. 2011), it is also possible that we
are capturing the by-proxy effect of another functional vari-
ant in linkage disequilibrium.

In conclusion, these results add to the increasing amount
of knowledge depicting the role of neurodevelopmental
genes in the substrate of ADHD and ASD. The overall state-
of-the-art suggests that ADGRL3 might be a gene deeply
involved in the development of the brain, and its genetic
modifications might be part of a common vulnerability fac-
tor related to neurodevelopmental disorders, which in turn
can manifest, depending on the remaining genetic back-
ground as different disorders like ADHD and ASD. Never-
theless, the evidence presented here warrants the need for
future studies that acknowledge and investigate ADGRL3
pleiotropic effects and possible influence in other neuropsy-
chiatric and neurodevelopmental disorders.
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Discussao e Consideracoes Finais

Os Capitulos anteriores (de 3 a 5) apresentam as discussdes especificas acerca
dos resultados apresentados em cada manuscrito incluido nesta Tese. Neste Capitulo
abordamos aspectos mais gerais e contextualizados da presente Tese, com a finalidade de
situar nossos resultados no estado-da-arte da genética dos Transtornos do
Neurodesenvolvimento, oferecendo informagdes relevantes para avangar nossa

compreensao da etiologia desses transtornos.

A execucdo desta Tese se deu durante um periodo de grandes avangcos no campo
de estudo da contribuicdo genética para os transtornos psiquidtricos, principalmente no
gue tange ao desenvolvimento de analises gendmicas em larga escala, utilizando dados
de variantes comuns e também raras. Dessa forma, a constru¢gdo da mesma seguiu a
evolucdao do conhecimento acerca das bases bioldgicas dos transtornos e da
implementacao crescente de abordagens metodolégicas complementares. Esse constante
processo de aprimoramento do conhecimento é visivel ao longo dos Capitulos 3 a 5, onde
utilizamos um conjunto amplo dessas abordagens (estudos de gene-candidato, estudos
de escores de risco poligénico, estudos de sequenciamento de variantes de raras) com o
objetivo de identificar potenciais genes, rotas biolégicas ou fatores pleiotrépicos que

influenciam na apresentacdo e desenvolvimento do TDAH e do TEA.

O tema central desta Tese, do qual todos os objetivos foram derivados, é o
reconhecimento de que os Transtornos do Neurodesenvolvimento apresentam uma

grande heterogeneidade clinica em varios niveis (sintomas, gravidade, comorbidades) e
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gue esta caracteristica cria inUmeros desafios para a investigacao cientifica relacionada
aos transtornos. Nesse contexto, a presente Tese buscou auxiliar na constru¢do de um
entendimento da arquitetura genética dos Transtornos do Neurodesenvolvimento
considerando que o estudo de subgrupos mais homogéneos e de endofendtipos podem
ser de grande valia aos esforcos que buscam detectar os componentes genéticos

envolvidos na etiologia e na manifestacao clinica associada ao TDAH e o TEA.

A pesquisa apresentada ao longo desta Tese contribuiu com evidéncias para a
literatura crescente acerca dos mecanismos moleculares subjacentes a dois transtornos, o
TDAH e o TEA, defendendo que abordagens complementares (tanto na drea molecular,
guanto na drea fenotipica) propiciam um maior entendimento da etiologia dos

transtornos.

Os primeiros resultados desta Tese (Capitulo 3) derivam da cldssica abordagem
de gene-candidato, demonstrando a associacdo de polimorfismos no gene ADGRL3 com o
TDAH e também com o TEA. A escolha do ADGRL3 seguiu trabalhos prévios do grupo
(Kappel et al. 2017), além de uma expressiva presenga na literatura das bases genéticas
do TDAH (Arcos-Burgos et al. 2010; Jain et al. 2012; Choudhry et al. 2012; Bruxel et al.
2015; Martinez et al. 2016; Gomez-Sanchez et al. 2016; Acosta et al. 2016; McNeill et al.
2020). Considerando as evidéncias acerca da relevancia molecular do gene em multiplas
frentes (genética, fisiopatologia, farmaco, neuroquimica, sintomatologia) nossa
abordagem foi voltada para a elucidacdo do papel do gene em mecanismos
compartilhados dos Transtornos do Neurodesenvolvimento. Nosso estudo foi o primeiro

a avaliar que ADGRL3 possa ser um gene com relevante importancia a outros Transtornos
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do Neurodesenvolvimento, além do TDAH. Porém, a existéncia de efeitos pleiotrdpicos
para o gene ja foi demonstrada previamente, especialmente em relacdo aos transtornos
por uso de substancias (Jain et al. 2007; Arcos-Burgos et al. 2012; Arcos-Burgos et al.

2019).

Nossos resultados sugerem que o gene ADGRL3 estd implicado na arquitetura
genética do TDAH e do TEA. Ao longo do Capitulo 3, discutimos possiveis rotas biolégicas
relacionadas a funcdo deste gene e processos de neurodesenvolvimento, com énfase na
interacdo entre ADGRL3-FLRT3 e seu papel crucial no desenvolvimento e funcionamento
das sinapses glutamatérgicas (O’Sullivan et al. 2012; 2014). Outro conjunto de evidéncias
indireto, relacionado ao padrdao de interacdo entre a ADGRL3 e outras proteinas pode
também nos ajudar a entender a influéncia desse gene tanto no TDAH quanto no TEA. Foi
sugerido que ADGRL3 também interage com proteinas da familia SHANK (Kreienkamp et
al. 2000), proteinas que conectam receptores de neurotransmissores, canais idnicos e
outras proteinas de membrana as vias de sinalizagao da actina citoesquelética e acoplada
da proteina G. Notavelmente, SHANK3 atua na formacdo de sinapses e maturacao das
espinhas dendriticas (Durand et al. 2012) e é um conhecido gene de risco para o TEA,
especialmente pelo excesso de variantes raras identificadas e associadas com o
transtorno (Uchino and Waga 2013; Stessman et al. 2017, Tammimies 2019; Satterstrom

et al. 2020).

Os dados do Capitulo 3, os quais foram também incluidos em uma meta-analise
(Bruxel et al. 2020), e os importantissimos achados do consoércio IMpACT (Rovira et al.

2020) incitam uma discussdo sobre as possiveis diferencas entre o TDAH na infancia e na
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fase adulta. H4 muito algumas questdes permeiam o estudo da genética do TDAH, se: 1)
existem diferencas genéticas entre o TDAH em criangas e em adultos? 2) fatores
genéticos podem diferir entre os individuos que persistem com o diagndstico e aqueles
gue apresentam remissdo dos sintomas com a idade? Os achados apresentados em
Rovira et al. sugerem que existe uma base genética comum entre o TDAH na infancia e o
TDAH persistente em adultos, com alta correlacdo genética entre as duas formas (rg =
0.81). Por outro lado, o mesmo estudo identificou que essa correlagcdo, apesar de alta, é
diferente de 1, sugerindo que existe uma parcela, ainda que pequena, de
heterogeneidade genética entre o TDAH em criancgas e adultos. Os achados apresentados
no Capitulo 3, combinados a meta-analise apresentada no Apéndice (Bruxel et al. 2020),
nos possibilitam hipotetizar que ADGRL3 faca parte dessa parcela de fatores de risco
genéticos que sao diferentes entre o TDAH em criangas e adultos, ou persistente versus

remitente.

Os transtornos psiquiatricos seguem classificacdes cuidadosamente elaboradas,
que por sua vez se baseiam em varios perfis e apresenta¢des de sintomas (APA 2013),
porém é uma questdo em aberto se as atuais classificacbes refletem uma estrutura
semelhante no nivel genético. Recentemente, alguns estudos tém sugerido a validade
dessas classificacbes ao mostrar a sobreposicdo de fatores genéticos e mecanismos
neurobioldgicos entre transtornos distintos, apoiando, por exemplo, o agrupamento do
TDAH dentro dos Transtornos do Neurodesenvolvimento (APA 2013; Brainstorm

Consortium 2018; Lee et al. 2019).
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Contribuindo para essa nocdo, é bem aceito que as caracteristicas centrais de
ambos TDAH e TEA - em particular desatencdo e déficits sociais - se sobrepdem (Simonoff
et al. 2008; Ronald et al. 2008; Kaat et al. 2013; Lai et al. 2014; Lecavalier et al. 2019;
Ghirardi et al. 2019), e que parcialmente, essa sobreposicdo pode estar refletindo uma
genética compartilhada subjacente (Taylor et al. 2015; Pinto et al. 2016; Ghirardi et al.
2019). No Capitulo 4, abordamos a influéncia pleiotrépica entre a variabilidade genética
associada ao TEA na manifestacao clinica do TDAH. Nossa abordagem utilizou escores de
risco poligénico derivados do mais recente GWAS de TEA (Grove et al. 2019), para
investigar se existem fatores genéticos compartilhados entre os dois transtornos.
Observamos que escores de risco representando fatores genéticos comuns associados ao
TEA, estdo associados com sintomas de TDAH e com a persisténcia do transtorno ao longo
da vida adulta. Esses resultados podem estar refletindo que uma base genética comum
aos Transtornos do Neurodesenvolvimento estd relacionada com padrdes de persisténcia
e prejuizo decorrentes do TDAH ao longo da vida dos individuos. Assim como no Capitulo
3, é possivel que esses achados contribuam para o entendimento dos fatores genéticos
diferenciais entre as trajetdrias de persisténcia do TDAH persistente e o curso remitente

(Rovira et al. 2020).

A identificacdo de fatores genéticos especificos relacionados ao desenvolvimento
dos transtornos psiquiatricos permanece uma questdao em aberto e continua sendo um
grande desafio na area. Até o presente momento, apesar dos esforcos em angariar
tamanhos amostrais cada vez maiores, o nimero de associacoes significativas ao nivel
gendmico é ainda modesto tanto para o TDAH quanto para o TEA (Demontis et al. 2019;

Grove et al. 2019). Inicialmente se tinha grande expectativa que os diversos GWAS
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realizados na area, com tamanho amostral sempre crescente, seriam capazes de relevar
grande parte dos fatores genéticos subjacentes. Infelizmente a propor¢do da
herdabilidade explicada por estes ainda estd muito aquém da herdabilidade estimada. No
entanto, mais recentemente o uso de sequenciamento de genoma na busca pela
herdabilidade perdida tem gerado boas perspectivas nessa area. Para a altura, por
exemplo, estima-se que quando variantes comuns e também a variantes raras sdo
analisadas em conjunto, aproximadamente toda a herdabilidade do fendtipo é explicada

(Wainschtein et al. 2019).

Similarmente, os efeitos decorrentes do envolvimento de variantes genéticas
raras e de baixa frequéncia foram propostos para explicar parte da herdabilidade ainda
desconhecida do TDAH (Demontis et al. 2016; Satterstrom et al. 2019). Para isso, sdo
utilizadas técnicas de sequenciamento total do genoma ou de exoma (que captura éxons
e algumas regides nao codificantes, como os limites intron-éxon e regides nao
traduzidas). No contexto dos Transtornos do Neurodesenvolvimento, esses estudos foram
amplamente conduzidos no TEA (Satterstrom et al. 2020), porém o conhecimento acerca
do papel de variantes raras na suscetibilidade ao TDAH esta em seus estagios iniciais

(Demontis et al. 2016; Zayats et al. 2016; Corominas et al. 2018; Al-Mubarak et al. 2020).

Seguindo esta perspectiva, o Capitulo 5 da presente Tese acrescenta dados de
um tipo de variacdo genética de alto impacto, porém pouca estudada, e que pode estar
envolvido na etiologia do TDAH. Nossos achados apontam que variantes raras localizadas
em genes com fungdes e expressdo relevantes no sistema nervoso central estejam

implicados na manifestacao clinica do TDAH, em especial o dominio de desatencdo. Nesse
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estudo nds também demonstramos que as variantes raras identificadas seguem um
padrdo de enriquecimento em algumas rotas bioldgicas, notadamente aquelas
relacionadas ao citoesqueleto e fun¢do microtubular. Mais estudos serdo necessarios
para reiterar a participacdo desses sistemas e aumentar a compreensdo dos mecanismos

moleculares.

Nossos esforgos para identificar variantes raras associadas com caracteristicas
fenotipicas dos Transtornos do Neurodesenvolvimento foram focados no TDAH. No
entanto, é importantissimo ressaltar que nossos achados se somam a resultados de
esforcos similares no TEA (Satterstrom et al. 2019; Satterstrom et al. 2020). A colecdo de
genes implicados parece ser enriquecida para certas funcgdes bioldgicas incluindo
organizacdo do citoesqueleto, sugerindo que variantes raras afetam mecanismos e rotas
bioldgicas similares no TDAH e TEA. Esses processos bioldgicos sdo centrais para a fungao
cerebral, portanto, ndo é surpreendente descobrir que seu envolvimento na etiologia nos
Transtornos do Neurodesenvolvimento tem sido descrito repetidamente na literatura
(Poelmans et al. 2011; Middeldorp 2016; Satterstrom et al. 2019; Satterstrom et al. 2020;

Al-Mubarak et al. 2020).

Os resultados dos Capitulos 4 e 5 dessa Tese foram obtidos através de esforcgos
em larga escala para obtencdo de dados genOmicos de variantes comuns e raras,
apoiando a continuacdo das varreduras gendmicas e dos sequenciamentos de genoma na
investigacdo da arquitetura genética dos Transtornos do Neurodesenvolvimento. Na
ultima década, os estudos do tipo GWAS foram cruciais na descoberta de fatores

genéticos associados aos mais diversos fendtipos psiquiatricos (Ripke et al. 2014; Wray et
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al. 2018; Demontis et al. 2019; Grove et al. 2019). Apesar das dificuldades iniciais, com o
passar do tempo, os consodrcios responsdveis pela maioria dos estudos de varredura
foram capazes de alcancar os grandes tamanhos amostrais necessarios para identificar as
associacdes genéticas estatisticamente significativas neste tipo de estudo. E inegavel a
contribuicdo dos GWAS para o atual conhecimento da genética psiquiatrica, e é inegdvel
também que tal feito foi baseado na escolha de uma grande quantidade de dados e nao
necessariamente em um detalhamento fenotipico intenso. Ao passo que novas variantes
genéticas e genes estavam sendo identificados, ficou claro que a validade dessas
associacdes dependia também da qualidade do fendtipo analisado (Cai et al. 2020). A
perspectiva atual tem mostrado que é cada vez mais importante aliar as duas frentes.
Assim, apesar de que a estratégia de fendtipo minimo tenha resultado em rapidez no
angariamento das amostras, a caracterizacdo fenotipica detalhada traz mais confiancga
nos achados, além de permitir a realizacao de analises mais profundas. Essa perspectiva é
de suma importancia e foi abordada, em diferentes niveis, em todos os Capitulos desta

Tese.

A andlise dos fatores genéticos envolvidos em fendétipos mais detalhados tem o
potencial de aumentar o poder de detectar variantes associadas e fornecer informagdes
importantes sobre fendtipos geneticamente semelhantes e sobre mecanismos bioldgicos
subjacentes (Faraone et al. 2014; Hall & Smoller, 2010; Zhang et al. 2020). Nesta Tese,
buscamos avaliar a influéncia de fatores genéticos na heterogeneidade fenotipica dos
Transtornos do Neurodesenvolvimento, especialmente do TDAH, analisando os perfis de
desenvolvimento do transtorno (Capitulo 3), sintomas (Capitulos 4 e 5), e trajetdria ao

longo da vida (Capitulo 4). Além disso, o conjunto de evidéncias relatados nesta Tese
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apresenta resultados convergentes em algumas frentes. Nos Capitulos 3 e 4, nossos
achados contribuem a literatura que sugere a existéncia de fatores genéticos
compartilhados entre o TDAH e o TEA. Nos Capitulos 4 e 5, observamos que as
associacbes de genes enriquecidos em variantes raras e de escores poligénicos de
neurodesenvolvimento sao mais expressivas no dominio de desatengao. Por ultimo, nos
Capitulos 3 (indiretamente) e 5 (diretamente), observamos que genes envolvidos nas
rotas bioldgicas relacionados ao citoesqueleto parecem ser relevantes. Dentro desse
panorama, os estudos apresentados nesta Tese mostram que investigacGes genéticas em
fendtipos mais refinados e sobreposicdo genética entre caracteristicas relacionadas
podem fornecer informagdes valiosas, aumentando assim nossa compreensao das

caracteristicas psiquiatricas.

Concluindo, nesta Tese, fornecemos evidéncias de fatores genéticos que afetam
o desenvolvimento dos Transtornos do Neurodesenvolvimento, além de fatores que
influenciam os sintomas do TDAH usando diferentes abordagens moleculares. Os novos
genes e rotas biolégicas apresentados nesta Tese podem indicar fatores de
susceptibilidade aos Transtornos do Neurodesenvolvimento e suas caracteristicas clinicas,
contribuindo para o entendimento dos processos fisiopatoldgicos relacionados ao
desenvolvimento destes transtornos. O conjunto de resultados apresentados reforca a
perspectiva de que as estratégias das futuras investigacbes devem integrar os estudos de
varredura gendbmica de variantes comuns e raras, além de priorizar um detalhamento

fenotipico mais acurado (Marjoram et al. 2014; Visscher et al. 2017).
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O constante aprimoramento de técnicas e o crescente nimero de achados
relevantes a arquitetura genética dos transtornos psiquidtricos demonstra o quanto o
campo vem se desenvolvendo rapidamente. Da mesma forma, o entendimento
necessario da genética, do cérebro e do comportamento humano estd intimamente
relacionado a um trabalho constante, e principalmente cooperativo. Esta Tese buscou
aliar todos esses componentes, facilitando a implementacdo de diversas andlises e novas
cooperag0Oes internacionais. Esperamos que o trabalho aqui desenvolvido sirva de base
para muitos outros, continuando nossa missdao de entender os mecanismos bioldgicos
envolvidos nos Transtornos do Neurodesenvolvimento e objetivando futuras melhorias
no reconhecimento, tratamento e qualidade de vida dos individuos afetados por estas

condigOes.
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Abstract

The gene encoding adhesion G protein-coupled receptor L3 (ADGRL3, also referred to as latrophilin 3 or LPHN3) has
been associated with ADHD susceptibility in independent ADHD samples. We conducted a systematic review and a
comprehensive meta-analysis to summarize the associations between the most studied ADGRL3 polymorphisms (rs65516635,
rs1947274, rs1947275, and rs2345039) and both childhood and adulthood ADHD. Eight association studies (seven
published and one unpublished) fulfilled criteria for inclusion in our meta-analysis. We also incorporated GWAS data for
ADGRLS3. In order to avoid overlapping samples, we started with summary statistics from GWAS samples and then added
data from gene association studies. The results of our meta-analysis suggest an effect of ADGRL3 variants on ADHD
susceptibility in children (n = 8724/14,644 cases/controls and 1893 families): rs6551665 A allele (£ score = —2.701; p =
0.0069); rs1947274 A allele (Z score = —2.033; p=0.0421); 51947275 T allele (Z score = 2.339; p=0.0978); and
rs2345039 C allele (Z score =3.806; p =0.0026). Heterogeneity was found in analyses for three SNPs (rs6551665,
rs1947274, and rs2345039). In adults, results were not significant (n = 6532 cases/15,874 controls): rs6551665 A allele
(Z score = 2.005; p=0.0450); rs1947274 A allele (Z score = 2.179; p = 0.0293); rs1947275 T allele (Z score = —0.822;
p=0.4109); and rs2345039 C allele (Z score = —1.544; p =0.1226). Heterogeneity was found just for rs6551665.
In addition, funnel plots did not suggest publication biases. Consistent with ADGRL3’s role in early neurodevelopment, our
findings suggest that the gene is predominantly associated with childhood ADHD.

Introduction nucleotide polymorphisms (SNPs) for ADHD is 21.6% [5],

which is considerably less than it is estimated by family-based

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a neu-
rodevelopmental disorder characterized by persistent and
age-inappropriate patterns of inattention, hyperactivity, and
impulsivity [1]. The worldwide prevalence for ADHD is
estimated to be around 3.4% for school-aged children and
adolescents [2] and 2.4% for adults [3].

The etiology of ADHD is multifactorial, and the symptoms
may manifest to a different extent throughout the lifespan [4].
The estimated heritability based on genome-wide single-
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studies, 74% [6]. Candidate gene analyses of SNPs have so
far only identified variants that have each a very small effect,
which together still explain only a limited proportion of
ADHD variability [7]. Recently, a GWAS meta-analysis
reported 12 independent loci associated with ADHD. It
implicates genes involved in neurodevelopmental processes
and neurotransmitter homeostasis as FOXP2 and DUSPS6,
respectively, and other constrained regions of the genome as
important contributors to the etiology of ADHD [5].

The gene encoding the adhesion G protein-coupled
receptor L3 (ADGRL3, also known as latrophilin 3 or
LPHN3) was found through fine-mapping of a genetic
linkage region for ADHD observed in a genetically isolated
population [8], and has subsequently received corroborating
evidence for its link with ADHD from both human and
animal studies. In humans, a common ADGRL3 haplotype
was associated with ADHD susceptibility, a finding that
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was replicated in independent samples of both childhood
and adulthood ADHD [9-13]. In animals, a loss of function
of adgrl3.1 during zebrafish development as well as a null
mutant Adgri3 gene in mice were shown to cause altered
expression of dopaminergic and serotonergic genes, along
with a hyperactive phenotype. From this work, it may be
hypothesized that ADGRL3 genotype influences ADHD
through alterations in monoamine signaling [14, 15].

ADGRL3 and its ligands seem to be important in
determining the connectivity rates between main neurons in
the cortex during neurodevelopment [16]. Analysis of brain
tissue transcriptomes at different developmental time points
in mice null for Adgri3 suggests that gene expression is
altered for cell adhesion molecules and calcium signaling
proteins that may affect neuronal structure and function
[17]. An extended study with in silico, in vitro, and in vivo
experiments identified an ultraconserved element in the
evolutionary conserved region 47 (ECR47) that functions as
a transcriptional enhancer within ADGRL3 [18]. These
authors also reported an ADHD risk haplotype (formed by
rs17226398, rs56038622, and rs2271338), which reduced
enhancer activity by 40% in neuroblastoma and astro-
cytoma cell lines. The rs2271338 nisk allele disrupts the
binding of YY1 transcription factor, which binds to ECR47
and plays an important role in the central nervous system
development and function. Moreover, brain expression data
indicate that ADGRL3 has maximum expression across fetal
and infant stages (and relatively high expression levels
throughout life), suggesting that this gene is necessary for
proper brain function [18]. However, knockdown of YY1
does not affect ADGRL3 expression in differentiated cells,
suggesting that ECR47 may be active only during devel-
opmental stages, when ADGRL3 expression is higher [18].

Here, we conducted the first ADGRL3 systematic review
and comprehensive meta-analysis of the associations of the
most studied polymorphisms (rs6551665, rs1947274,
rs1947275, and 1s2345039) with both childhood and
adulthood ADHD samples. With this, we aimed to
strengthen or refute the evidence for the role of ADGRL3
variants in the susceptibility for ADHD.

Methods
Publication search

We searched the electronic databases PubMed, EMBASE,
Cochrane, PsycINFO, Google Scholar, and Web of Science
(Science Citation Index Expanded; Social Sciences Citation
Index; Arts & Humanities Citation Index; Conference
Proceedings Citation Index-Science [CPCI-S]; CPSI-Social
Science & Humanities) up to September 2019. The search
terms used were “attention-deficit hyperactivity disorder”
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or “ADHD” and related terms such as “latrophilin 3.,”
“LPHN3,” or “ADGRL3,” with no date or language
restriction. We considered for inclusion not only published
papers, but also those accepted for publication (i.e., online
first and/or ahead of print). We also manually searched
references from the included studies and reviews in order to
select relevant studies not found in the electronic literature
search. Researchers with expertise on ADHD genetics
were contacted by e-mail in order to obtain information of
ongoing studies.

Study inclusion and exclusion

Three independent reviewers performed the abstract and
full-text screening process (as well as the data extraction).
Two independent reviewers solved disagreements between
the three reviewers. If the same group of patients was
described in more than one paper, the priority for inclusion in
the meta-analysis was based on the following criteria (in
order): (1) most complete data, and (2) largest sample size.

We included all family-based studies (i.e., employing the
transmission disequilibrium test and case—control studies
published in peer-reviewed joumals in any language,
comprising the following SNPs: rs6551665 (putative risk
allele G), rs1947274 (putative risk allele C), rs2345039
(putative risk allele C), and rs1947275 (putative risk allele
T). ADHD subjects of all ethnicities and age groups were
included as long as they (1) met the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders ADHD diagnosis
criteria, (2) had a measured intelligence quotient test score
above 70, and (3) were not diagnosed with any comorbid
genetic or neurological disorder. In addition, we included
studies with information on dimensional diagnosis accord-
ing to ADHD rating scales. We also incorporated GWAS
data from Demontis et al. [5] and Rovira et al. [19] for
ADGRL3. In order to avoid overlapping samples, we started
with summary statistics from samples included in the
GWAS and then added data from gene association studies.

We excluded reviews, animal studies, letters, commen-
taries, and case reports.

Data extraction

We collected the following information from each study:
authors, year of publication, country, type of sample data
(i.e., family-based or case—control), age, and gender in each
group. Whenever necessary, authors of the included studies
were contacted by e-mail for additional data or clarification.

Statistical analysis

Meta-analyses were performed using the METAL software
[20]. A reference allele was selected and a z-statistic
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characterizing the evidence for association was calculated.
The z-statistic summarized the magnitude and the direction
of effect relative to the reference allele and all studies were
aligned to the same reference allele. Next, an overall
z-statistic and p value were then calculated from a weighted
sum of the individual statistics. Weights were proportional
to the square root of the number of individuals examined in
each sample and selected such that the squared weights sum
up to 1. Very negative Z scores indicated a small p value
and an allele associated with lower disease risk, whereas
large positive Z scores indicated a small p value and an
allele associated with higher disease risk [20]. Forest plots
were created with the “forestplot” R package (version
3.6.1). Heterogeneity in effect sizes across studies was
tested using the Q-statistic based in 7% test, and a p value <
0.05 was considered significant. Tests for publication bias
were not feasible as we found less than four studies for three
of the polymorphisms (i.e., 131947274, rs1947275, and
rs2345039), and only seven studies for the remaining
polymorphism (i.e., rs6551665) [21]. However, funnel plots
were created to visualize possible publication biases that are
shown as supplementary material (Supplementary Figs. 1
and 2). The meta-analysis significance level was set at
0.0125 after adjusting for multiple testing using Bonferroni
correction.

Results from gene-based analyses for the ADGRL3 gene
in children and adults with persistent ADHD separately
were obtained from Rovira et al. [19].

Results

The literature search identified 301 publications. After
reviewing all abstracts, we selected 26 articles; full
text and references were reviewed. Three studies were
excluded after three failed attempts to contact the authors
for clarification. Seven association studies fulfilled the
inclusion criteria and were included in this review, along
with one unpublished study (Fig. 1). One study had six
independent samples; five family-based samples and one
case—control sample [8]; the other seven studies were of
case—control design [9-13, 22, and an unpublished study].
The descriptive characteristics of these studies are listed
in Table 1.

Information of GWAS data on ADHD in adults and in
children can be found in the Supplementary information of
Demontis et al. [5] and Rovira et al. [19]. Data from four
gene association studies [8, 9, 13, 22] were included
because they do not overlap sample with the GWAS data.
All datasets were included in the meta-analysis for
rs6551665; for the other SNPs (i.e., rs1947274, rs1947275,
and rs2345039) 22, 21, and 22 datasets were included,
respectively.

301 referencesimported for | mmmmp | 2 duplicates removed
scresning
| Screening | | 299 studies screenead | — 273 studies excluded,
notrelated to review
objectives
Eligibiliey 26 studies assessed for 19 studies excluded
Full-text eliibility — | 09 Wrong outcome measure
07 Cwerlapping sample
03 Motenough Information
l _ | 02 Correspon dences from expens
07 studiesincludedin the
Included rewiew + 1 unpublished data

Fig. 1 Selection of studies included in the systematic review.

Pairwise linkage disequilibrium between SNPs described at
the 1000 Genomes Project for CEU sample vary: rs6551665—
rs1947274 (D' =0.99, £ =096); rs6551665-rs1947275
(D' =0.89, #=0233); rs6551665-rs2345039 (D’ 0.66,
7 =0233); rs1947274-rs1947275 (D’ 099, ~#=0239);
rs1947274-1s2345039 (D' =0.67, r* =0.39); rs1947275-
1s2345039 (D' =0.69, ¥ = 0.15).

First, we grouped childhood and adulthood samples to
observe the pooled effect. The pooled results indicate no
significant result for association between all SNPs: for
156551665 A allele (Z score = —0.481; p = 0.6306; Q,;t{2 =
6142, p=138E—-02); rs1947274 A allele (Z score =
—0.196; p = 0.8443; Qf =42.88, p=0.0021); rs1947275
T allele (Z score=0473; p=0.6360; Qf = 25.87,
p=0.1338); and rs2345039 C allele (£ score =1.012;
p=03114; Q)* = 38.87, p=0.0069) (Table 2). The het-
erogeneity analyses between studies were significant for
three SNPs.

Next, meta-analyses for childhood and adulthood sam-
ples were performed separately. These results showed sig-
nificant associations for two SNPs in childhood samples:
156551665 A allele (Z score = —2.701; p = 0.0069; ng =
38.31, p=0.0005); rs1947274 A allele (Z score = —2.033;
p=0.0421; Qf =23.04, p=0.0274). The other showed
negative results: 1s1947275 T allele (Z score = 2.339; p =
0.0978; Q,(E = 17.66, p=0.0899); and rs2345039 C allele
(Z score =3.806; p=0.0026; Qf =23.06, p=0.0272)
(Table 2). Forest plots show the association analysis of
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Table 1 Descriptive characteristics of association studies.

Study Country Ethnicity* Mean age (£5D)y** Adult/Child sample Number of individuals

included

Case/Control  Family based
Arcos-Burgos et al. [8] Colombia Paisa 4.4 (24) Child - 155
Arcos-Burgos et al. [8] USA (1) NS NG##= Child - 3le
Hwang et al. [9] Korean Asian (100%/100%) B.05 (L0O4y8.22 (1.48) Child 150/322 -
Huang et al. [13] Chinese Asian (100%/100%) 8.23 (1L49y8.15 (1.42) Child 473/585 -
Acosta et al. [22] USA Caucasian (61%/NS) 8.5 (080)10.4(1.08) Child 232/139 -
Arcos-Burgos et al. [8] Spain Cauncasian (100%) Q.18 (2.56) Child - 386
Arcos-Burgos et al. [8] USA (2) Caucasian (100%) 10.1 (3.2) Child — 322
Bruxel et al. [11] Brazil Caucasian (77.6%/75.8%) 10.56 (3.16)/11.77 (3.26) Child 523/132 -
Arcos-Burgos et al. [8] Germany Caucasian (1005%) 11.4 (3.1) Child — 231
Marta Ribases et al. (2011) and Spain Caucasian (100%/100%)  33.18 (10614337 (14.09) Adult B45/554 -
additional data
Kappel et al. [12] Brazil Caucasian (100%/100%)  33.69 (10.81)/29.08 (8.66) Adult 576/649 -
Arcos-Burgos et al. [8] Norway Caucasian (100%) 34 4/NS Adult 450/585 -
Franke et al. (unpublished data) The Nethedands Caucasian (100%/100%) 37.53 (1033)37.15 (11.491) Adult 115/110 -

a—f: different samples present in Arcos-Burgos et al. (2010).
SD standard deviation, NS not stated.

*Presented in % for cases and controls, respectively.

#*Presented mean age of the offspring of family-based samples and for cases and controls, respectively.

##**Mean age is not stated, but age range of ADHD proband is reported to be between 7 and 18 years.

ADGRL3 SNPs with ADHD risk in the childhood sample
according to risk allele (Fig. 2). The results for adulthood
samples were not significant for all SNPs: rs6551665 A
allele (Z score =2.005; p =0.0450; Q;(3 =1594, p=
0.0433); rs1947274 A allele (Z score = 2.179; p = 0.0293;
szlS.l?, p=0.0558; 1947275 T allele (Z score =
—~0.822; p=04109; QF=7.75, p=04582); and
152345039 C allele (Z score = —1.544; p = 0.1226; sz =
8.08, p=0.4260) (Table 2). The heterogeneity analyses
were significant for three SNPs in childhood samples and
for one SNP in adult samples. Forest plots show the asso-
ciation analysis of ADGRL3 SNPs with ADHD risk in the
adult sample according to risk allele (Fig. 3). Moreover,
funnel plots did not indicate publication biases although
there is greater dispersion in childhood than in adulthood
data (Supplementary Figs. 1 and 2).

The gene-wide analysis for children was nominally sig-
nificant (Zstat =24.23; p = 0.008) (Supplemental Table 1)
[19].

Discussion

Our meta-analysis results suggest an effect of ADGRL3
variants on ADHD susceptibility, and their association with
the disorder seems to be stronger for childhood than
adulthood. This gene is highly expressed in amygdala,
caudate nucleus, cerebellum, and cerebral cortex [8]. Like
ADGRL3, other ADHD-associated genes with a develop-
mental role are involved in the formation and activity of
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synapses (e.g., CDHI3 and FOXP2), contributing to the
hypothesis that different genes could affect brain develop-
ment at different stages of the lifespan [23].

The GWAS meta-analysis on ADHD conducted by the
PGC and iPSYCH consortia identified 12 independent loci
associated with ADHD [5]. ADGRL3 SNPs are not included
among them. The variants analyzed in the GWAS meta-
analysis presented ORs that ranged from 0.98 to 1.02, all
with p values >0.1 in the GWAS. There are several possible
explanations for the discrepancy between the results. First,
publication bias for significant associations may also have
influenced our results. Second, the samples included in the
GWAS meta-analysis are from 12 different cohorts in which
ADHD subtypes, comorbidities, and neurocognitive endo-
phenotypes combined in different ways may have increased
phenotypic heterogeneity, making effects of some genes
more difficult to detect.

It is important to keep in mind that the 12 significant loci
in the previous GWAS meta-analysis on ADHD showed
ORs that ranged from 1.077 to 1.198, capturing only a tiny
fraction of common variant risk for ADHD [5]. Also, the
genome-wide SNP heritability estimates so far range only
from 0.10 to 0.28 [24, 25]. These results account for
approximately one third of ADHD’s heritability as esti-
mated by family studies [6] and suggests that ADHD
genetic architecture is highly polygenic. Thus, there are
so many possible combinations of allele sets that each
individual patient is likely to have a unique combination.
The effect size of each allele in studies designed to detect
associated loci is measured across the context of an
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Table 2 Effects estimated and heterogeneity results between ADGRLS polymorphisms and ADHD risk.

Fig. 2 Forest plots showing the association analvsis of ADGRL3
SNPs. a 156551665, b 1947274, ¢ 1947275, and d 2345039 with
ADHD risk in the childhood samples. Results of individual and

Polymorphisms Reference allele Altemative allele Frequency of Weight Results Q-statistics
reference allele >
Z score p value  y° p value
Adults and children
56551665 A G 0.6234 51523 —0.481 0.6306 61.42 1.38E—-02
11974274 A C 0.6113 49993 —0.196 0.8443 42.88 0.0021
51974275 T C 0.1997 49622 0.473 0.6360 25.87 0.1338
132345039 C G 04284 49651 1.012 03114 38.87 0.0069
Children (n = 8724/14,644 cases/controls and 1893 families)
56551665 A G 0.6316 29997 —2.701 0.0069 38.31 0.0005
rs1974274 A C 0.6143 28467 —2.033 0.0421 23.04 0.0274
51974275 T C 0.1992 28096 2.339 0.0978 17.66 0.0899
132345039 C G 04214 28125 3.806 0.0026 23.06 0.0272
Adults (n = 6532 cases/15,874 controls)
6551665 A G 0.6128 22406 2.005 0.0450 15.94 0.0433
rs1974274 A C 0.6084 22406 2.179 0.0293 15.17 0.0558
51974275 T C 0.2001 22406 —0.822 0.4109 7.75 0.4582
152345039 C G 04384 22406 —1.544 0.1226 8.08 0.4260
Statistically significant p-values are in bold.
a 156551665 (G allele) b rs1947274 (C allele)
Study OR Study OR
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summary OR estimates, 95% Cl, and weights of each study were
shown. Horizontal lines represent 95% CI.
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Table 2 Effects estimated and heterogeneity results between ADGRL3 polymorphisms and ADHD risk.

Polymorphisms Reference allele Altemative allele Frequency of Weight Results Q-statistics
reference allele >
Z score p value X p value
Adults and children
156551665 A G 0.6234 51523 —0.481 0.6306 61.42 1.38E—02
151974274 A C 0.6113 49993 —0.196 0.8443 42.88 0.0021
51974275 T C 0.1997 49622 0.473 0.6360 25.87 0.1338
152345039 C G 0.4284 49651 1.012 03114 38.87 0.0069
Children (n = 8724/14,644 cases/controls and 1893 families)
156551665 A G 0.6316 29997 —2.701 0.0069 38.31 0.0005
151974274 A C 0.6143 28467 —2.033 0.0421 23.04 0.0274
rs1974275 T C 0.1992 28096 2.339 0.0978 17.66 0.0899
152345039 C G 0.4214 28125 3.806 0.0026 23.06 0.0272
Adults (n = 6532 cases/15,874 controls)
156551665 A G 0.6128 22406 2.005 0.0450 15.94 0.0433
151974274 A C 0.6084 22406 2.179 0.0293 15.17 0.0558
51974275 T C 0.2001 22406 —0.822 0.4109 7.75 0.4582
152345039 C G 0.4384 22406 —1.544 0.1226 8.08 0.4260
Statistically significant p-values are in bold.
a rs6551665 (G allele) b rs1947274 (C allele)
Study OR Study OR
Brazil 1.02 L]
Canada 0T " Brazil 1.03 L]
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Fig. 2 Forest plots showing the association analysis of ADGRL3
SNPs. a 56551665, b 1947274, ¢ 1947275, and d 2345039 with
ADHD risk in the childhood samples. Results of individual and

summary OR estimates, 95% CI, and weights of each study were
shown. Horizontal lines represent 95% CIL.
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Fig. 3 Forest plots showing the association analysis of ADGRL3
SNPs. a rs6551665, b 1947274, ¢ 1947275, and d 2345039 with
ADHD risk in the adults samples. Results of individual and summary

averaged background, and the effect size of each locus is
found to be small [26]. Therefore, the heritability that
cannot be explained by main effects of rare or common
variants may be possibly explained by gene—gene interac-
tions, gene—environment interactions, or gene—environment
correlations [6]. For ADGRL3, it is already known that
gene—environment and gene—gene interactions exist. For
example, a study showed that ADGRL3 SNPs are associated
with ADHD, behavioral, and cognitive dimensions in
children whose mothers were exposed to minimal stress
during pregnancy [27]. The interaction between the pre-
sence of the ADGRL3 risk allele and a haplotype spanning
the NCAM1, TTC12, ANKKI, and DRD2 genes, a region
known as the NTAD gene cluster, increased in more than
twofold the risk of ADHD, influenced methylphenidate
treatment response [28], and predicted symptom severity in
patients with the disorder [29]. This gene—gene interaction
effect on ADHD susceptibility has been replicated [11].
Corroborating these results, another study reported that the
presence of risk alleles in the ADGRL3-TTC12 interaction
was associated with the maintenance of hyperactivity/
impulsivity and combined symptoms in adult ADHD in a 7-
[12]. Thus, and

year follow-up gene—environment
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OR estimates, 95% CI, and weights of each study were shown. Hor-
izontal lines represent 95% CI.

gene—gene interactions involving ADGRL3 may explain
part of the discordant results between the present study and
the GWAS meta-analysis and potentially also between
ADHD in children and adults. Finally, when checking the
results for ADGRL3 in the gene-based analyses from Rovira
et al. [19] in children and adults separately, we found that
this gene only showed nominal association for ADHD in
childhood. Although only two of the SNPs were sig-
nificantly associated with ADHD, our findings support the
hypothesis that the ADGRL3 region might be important for
childhood ADHD susceptibility.

The hypothesis referred to as the “omnigenic model of
complex traits” by Boyle et al. [30] proposes the existence
of a modest number of genes or gene pathways (core genes)
with interpretable roles in disease along with “peripheral
genes” regulating the core genes [30]. Probably, the top hits
from GWAS have helped to pinpoint important core genes
and any variant that affects expression of a peripheral gene
is likely to have nonzero effects on regulation of the core
genes, and thereby incur a small effect on disease risk.
Essentially, because the total set of expressed genes may
outnumber core genes by 100:1 or more, the sum of small
effects across peripheral genes can far exceed the genetic
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contribution of variants directly affecting the core genes
themselves [30].

This study should be viewed in the light of certain lim-
itations, some of them already cited above. Additional to
those, different studies analyzed different haplotypes and
some studies performed only independent analyses for each
SNP. So, we could not perform haplotype analyses. More-
over, the METAL software does not permit us to model
covariates directly (such as age, sex, and ethnicity). Con-
sequently, to control for age, we decided to separate ana-
lyses for child and adult ADHD subjects. Although not all
of the samples assessed herein are Caucasian, we did not
control for ethnicity. In addition, some of the adult samples
included in this meta-analysis did not follow cases with
ADHD since childhood. Thus, our adult sample might
include cases with both persistent ADHD and late-onset
ADHD. Three previous studies revealed that a polygenic
risk score predicts only child-onset and not late-onset
ADHD, raising the possibility that genetic susceptibility
may be different between them [31, 32].

Despite these limitations, our results demonstrate asso-
ciation between ADGRL3 and ADHD, especially in child-
hood. This association was present across multiple studies
and is compatible with our understanding of the role that the
ADGRL3 gene has in neurodevelopment. Future studies
should focus on more accurate measures of brain structure
and function along with much more genomic, tran-
scriptomic, and epigenomic data to unravel the genetics of
ADHD [6]. Examining multiple variants simultaneously
could provide us with a way of examining the effects of
these variants in behavior and physiology changes naturally

seen in ADHD [23].
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Abstract

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common psychiatric disorder, affecting
both children and adults. The Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment REceptors
(SNARE) complex has been implicated in ADHD pathophysiology since it is a key component of
neurotransmitter release events and neurodevelopment processes, and SNPs in this complex
have been associated with ADHD. Here we aim to analyze the effects of SNARE complex variants
on ADHD susceptibility and its clinical heterogeneity in affected adults. We tested the
association between ADHD and polymorphisms on the SNARE genes STX71A (rs2228607), SYT1
(rs1880867 and rs2251214), VAMP2 (26bp Ins/Del) and SNAP25 (rs6108461 and rs8636) on a
sample comprised of 548 adults with ADHD and 644 non-affected controls. Regarding clinical
heterogeneity, we further investigated the effects of associated SNPs on age at onset of
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Comorbidity

Psychiatric disorder

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a very common psychiatric disorder across the life
cycle and frequently presents comorbidities. Since ADHD is highly heritable, several studies have focused
in the underlying genetic factors involved in its etiology. One of the major challenges in this search is the
phenotypic heterogeneity, which could be partly attributable to the sexual dimorphism frequently seen
in psychiatric disorders. Taking into account the well-known sexual dimorphic effect observed in sero-
tonergic system characteristics, we differentially tested the influence of HTRIB SNPs (rs11568817,
15130058, rs6296 and rs13212041) on ADHD susceptibility and on its major comorbidities according to
sex. The sample comprised 564 adults with ADHD diagnosed according to DSM-IV criteria and 635
controls. There was no association of any HTR1B SNPs tested in relation to ADHD susceptibility. As for the
comorbidities evaluated, after correction for multiple tests, significant associations were observed for
both rs11568817 and rs130058 with substance use disorders (Pgor = 0.009 and Py = 0.018, respec-
tively) and for rs11568817 with nicotine dependence (Peorr = 0.025) in men with ADHD. In women with
ADHD, the same rs11568817 was associated with generalized anxiety disorder (Peorr = 0.031). The
observed effects of rs11568817 G allele presence conferring risk to either substance use disorders or
generalized anxiety disorder according to sex, suggest an overall scenario where a higher transcriptional
activity of HTR1B, resulting from the presence of this allele, is related to externalizing behaviors in men
and internalizing behaviors in women. These results are consistent with and expand previous evidence
of sexual dimorphism of the serotoninergic system.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Exocytosis-related genes and response to methylphenidate
treatment in adults with ADHD

BS da Silva', RB Cupertino', DL Rovaris', JB Schuch', DB Kappel’, D Miiller’, CE Bandeira', MM Victor?, RG Karam®, NR Mota'?,
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Experimental studies have demonstrated that methylphenidate (MPH) modulates the synaptic vesicle trafficking and
synaptotagmin-1 (Sytl) mRNA levels. Sytl is a regulatory protein of the SNARE complex, a neurotransmitter exocytosis mediator.
Despite this evidence, most SNARE complex-related genes have never been evaluated in attention-deficit/hyperactivity disorder
(ADHD) pharmacogenetics. This study evaluates, for we believe the first time, polymorphisms on the SNARE complex-related genes
STX1A (rs2228607), VAMP2 (26bp Ins/Del) and SYT1 (rs1880867 and rs2251214) on the response to immediate-release
methylphenidate (IR-MPH) in a naturalistic sample of adults with ADHD. The sample comprised 433 subjects, of which 272 (62.8%)
have completed the short-term IR-MPH treatment (at least 30 days). The main outcome measure was the categorical variable of
short-term response to IR-MPH based on the Swanson, Nolan and Pelham Rating Scale version 4 (SNAP-IV), and on the clinical
global impression-improvement scale. Additional analyses evaluated the percentage of SNAP-IV symptom reduction for each
dimension as well as short- and long- (7 years) term treatment persistence. SYT1-rs2251214 was associated with the categorical
short-term response to IR-MPH (P=0.006, Prpg =0.028), and with the percentage of inattention and oppositional defiant disorder
symptoms reduction (P=0.007, Prpg =0.028 and P=0.017, Pgpr =0.048, respectively). SYT1-rs2251214 was also associated with
short-term treatment persistence (P=0.018, Pgpr =0.048), and with months of treatment (P=0.002, Pepr=0.016) in the long-term
protocol. Our findings suggest that SYT1-rs2251214 presents a broad influence in IR-MPH response variability in adults with ADHD,
being involved with both symptom response and treatment persistence. If such findings are replicated, Sytl could represent a key
element in MPH pharmacodynamics in adults with ADHD.

Molecular Psychiatry (2018) 23, 1446—1452; doi:10.1038/mp.2017.90; published online 2 May 2017
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Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) is an early-onset neurodevelopmental disorder characterized by impairments in social behaviors
and communication. Oxytocin and its signaling pathway are related to a range of human behaviors, from facial expression
recognition to aggressive behaviors, and have been suggested as involved in the etiology of ASD. Our aim was to evaluate the
influence of two polymorphisms (rs1042778, rs33576) at the oxytocin receptor gene (OXTR) on ASD diagnosis and on specific
ASD-related clinical symptoms (seizures, panic, and aggressive behaviors). We also assessed if these SNPs could be related to
changes in OXTR availability and functionality using a bioinformatic approach. The sample was composed by 209 probands
with ASD and their biological parents. Family-based approach and logistic regression models were used to investigated the
outcomes. We observed that panic and aggressive behaviors were nominally associated with presence of rs1042778 Tallele (P =
0.019P,,,=0.114; P=0.046/P_,,=0.276 respectively). Also, in the family-based analysis, a trend towards association with
ASD susceptibility was observed for rs1042778 (G allele) (P=10.066). In a bioinformatic approach, we demonstrated that
rs1 042778 G allele is determinant for the binding of the transcription factor MAZ, suggesting that when the T allele is present,
the absence of MAZ binding might be associated with lower transcription levels of the OXTR gene. The overall findings suggest
that the OXTR gene may play a role in ASD diagnosis and some of its clinical phenotypes, supported by previous animal and
clinical studies. Further investigations are necessary to replicate our findings and fully understand the effects of the oxytocin
pathway on ASD.

Keywords Autism - Oxytocin receptor gene - Panic - Aggressive - Oxytocin - Endophenotype
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Abstract

We present an ancient Greek description written by the philosopher Theophrastus in his classic book ‘Characters’
comparable with modern attention-deficit hyperactivity disorder. The arguments are based in one chapter of this
book—The Obtuse Man—presenting features of a character closely resembling the modern description of attention-
deficit hyperactivity disorder. In a free comparative exercise, we compared Theophrastus descriptions with modern
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (Sth ed.; DSM-5) attention-deficit hyperactivity disorder symptoms.
The sentences describing The Obtuse Man written by Theophrastus are similar to several symptoms of attention-deficit
hyperactivity disorder and he would probably be currently diagnosed with this disorder as an adult. To our knowledge,
this is the oldest description compatible with the current conception of attention-deficit hyperactivity disorder in adults
in the Western literature. Differently than the moralistic view of ancient Greece regarding those symptoms, the medical
attention-deficit hyperactivity disorder conception may be advantageous to patients since it might reduce prejudice and
allow individuals to seek treatment.

Keywords
Attention-deficit hyperactivity disorder, history of attention-deficit hyperactivity disorder, adult attention-deficit
hyperactivity disorder
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Synaptotagmin-1 is an essential regulator of synaptic vesicle exocytosis, and its encoding gene (SYTI) is a

SNARE complex genome and transcriptome-wide association hit in cognitive performance, personality and cocaine use disorder

Cocaine (CUD) studies. Additionally, in candidate gene studies the specific variant rs2251214 has been associated with

Addiction . attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD), antisocial personality disorder and other externalizing phe-

:;l:tj:;;use disorders notypes in adults with ADHD, as well as with response to methylphenidate (MPH) treatment. In this context, we
sought to evaluate, in an independent sample, the association of this variant with CUD, a phenotype that shares
common biological underpinnings with the previously associated traits. We tested the association between SYT1-
52251214 and CUD susceptibility and severity (addiction severity index) in a sample composed by 315 patients
addicted to smoked cocaine and 769 non-addicted volunteers. SYT1-rs2251214 was significantly associated with
susceptibility to CUD, where the G allele presented increased risk for the disorder in the genetic models tested
(P = 0.0021, OR = 1.44, allelic; P = 0.0012, OR = 1.48, additive; P = 0.0127, OR = 1.41, dominant). This is
the same allele that was associated with increased risk for ADHD and other externalizing behaviors, as well as
poor response to MPH treatment in previous studies. These findings suggest that the neurotransmitter exocytosis
pathway might play a critical role in the liability for psychiatric disorders, especially externalizing behaviors and
CUD.
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Aprovacio da Comissido de Pesquisa e Etica em Sauide do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre

HCPA - HOSPITAL DE CLiNICA§ DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comissdo Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 160600
Data da Versao do Projeto:  17/11/2016

Pesquisadores:

EUGENIO HORACIO GREVET
FELIPE ALMEIDA PICON
KATIANE LILIAN DA SILVA
EDUARDO SCHNEIDER VITOLA
DJENIFER KAPPEL

VERONICA CONTINI
JAQUELINE BOHRER SCHUCH
BRUNA SANTOS DA SILVA
DIEGO LUIZ ROVARIS

CLAITON HENRIQUE DOTTO BAU
RENATA BASSO CUPERTINO

Titulo: Estudo prospectivo de individuos com e sem transtorno de déficit de
atengao/hiperatividade diagnosticados na vida adulta

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodologicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Esta aprovagdo esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligéo de
seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatdrios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pés-Graduagao (GPPG)
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