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Resumo

O transtorno de déficit de atencédo/hiperatividade (TDAH) € um transtorno
prevalente tanto em criancas quanto em adultos, estando relacionado com uma ampla
gama de prejuizos. Além disso, o TDAH apresenta uma alta prevaléncia de uma série
de comorbidades, as quais contribuem para a sua grande heterogeneidade clinica.
Tais comorbidades apresentam uma distribuicéo diferenciada de acordo com o sexo,
com homens apresentando mais frequentemente transtornos externalizantes,
enguanto mulheres tém uma prevaléncia aumentada dos fenétipos internalizantes — o
gue constitui uma evidéncia de dimorfismo sexual. Genes do sistema serotoninérgico
ja foram associados com diversos transtornos psiquiatricos, inclusive com TDAH, além
de também apresentarem evidéncias de influéncias em dimorfismo sexual. Dos
diversos genes serotoninérgicos analisados, o HTR1B destaca-se por apresentar
maior consisténcia nos diversos estudos, o que foi apoiado por uma meta-analise.
Dessa forma, investigamos o efeito das variantes rs11568817, rs130058, rs6296 e
rs13212041 do gene HTR1B sob o TDAH em adultos e sob suas principais
comorbidades, separadamente por sexo. Ndo foram observados efeitos dos SNPs
estudados diretamente sobre o TDAH. Contudo, em homens, o0 rs130058 — alelo T foi
associado ao transtorno por uso de substancias. J& em mulheres, verificou-se um
efeito protetivo do rs6296 — alelo C em relagdo ao transtorno de ansiedade
generalizada. Quanto ao rs11568817 — alelo G houve associa¢des com os transtornos
por uso de substancias e dependéncia de nicotina em homens e com transtorno de
ansiedade generalizada em mulheres. Nossos resultados acerca deste ultimo
polimorfismo sugerem um interessante efeito de dimorfismo sexual quanto ao gene
HTR1B. No presente trabalho reforcamos a contribuicdo de SNPs do HTR1B em
diferentes transtornos psiquiatricos, apoiando a necessidade de analises em grupos
mais homogéneos, separados por sexo. Este tipo de abordagem pode aumentar o

poder de identificacdo de fatores genéticos implicados nos diferentes transtornos.



Abstract

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder is a highly prevalent disorder both in
children and adults and is associated with a broad spectrum of impairments. Besides
that, the disorder shows a high prevalence of comorbidities which contribute to high
clinic heterogeneity of the disorder. These comorbidities show a differential prevalence
according to sex, in which men are more frequently affected by externalizing disorders
while women by internalizing ones — which is an evidence of sexual dimorphism. Genes
of serotonergic system were associated with several psychiatric disorders, including
ADHD, and also show evidence of to influence sexual dimorphism effect. Among
serotonergic genes, HTR1B is the receptor with most consistent evidence of
association according to a meta-analysis. In this way, we analyzed the effect of
rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041 variants of HTR1B in relation to ADHD
in adults and to its major comorbidities, separately by sex. No association was found
between the SNPs tested and adults with ADHD. Otherwise, in men the rs130058 — T
allele shows association with substance use disorder. In the other hand, in women we
found a protective effect of rs6296 — C allele with generalized anxiety disorder.
Concerning rs11568817 — G allele, there were associations with substance use
disorder and nicotine dependence in men and with generalized anxiety disorder in
women. Our findings about this last polymorphism suggest an interesting sexual
dimorphic effect of HTR1B gene. In the present study, we confirm the contribution of
HTR1B variants to several psychiatric disorders, supporting the necessity of analyses
of more homogenous groups, separately by sex. This approach could increase the

power of identifying genetic factors involved in different disorders.
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Introducéo




1. O Transtorno de Déficit de Atencéo/Hiperatividade (TDAH)

O TDAH, conforme a quinta edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico dos
Transtornos Mentais (DSM-5), €& um transtorno do neurodesenvolvimento
caracterizado por déficits relacionados a atencdo, organizagdo, e/ou hiperatividade-
impulsividade (APA, 2013). A persisténcia deste padrao de sintomas resulta em
prejuizos nos ambitos pessoal, social, académico ou de funcionamento ocupacional.
Por muito tempo o TDAH foi considerado um transtorno de inicio precoce, ainda na
infancia, e com efeito limitado na populacdo adulta. Porém, essa perspectiva foi se
alterando e atualmente sabe-se que o TDAH persiste até a vida adulta em torno de
50% dos casos infantis (Lara et al. 2009). Além disso, estudos recentes de coortes
demonstraram uma falta de sobreposicdo entre os grupos de individuos que
apresentam TDAH na infancia e aquele que o manifesta na vida adulta, sugerindo a
hipétese de que o inicio precoce ou tardio do transtorno seja na verdade reflexo de
dois mecanismos etioldgicos distintos (Moffitt et al. 2015; Caye et al. 2016).

Apesar dos avancos nha compreensdo de componentes neurobiolégicos
associados ao transtorno, o diagnostico de TDAH permanece fundamentado em
critérios clinicos. Os sintomas relacionados ao transtorno sé@o divididos no DSM-5 em
dois blocos, contendo 9 sintomas cada, sendo um bloco de desatencdo e outro de
hiperatividade/impulsividade (tabela 1). O diagndstico em adultos envolve a presenca
de pelo menos cinco sintomas, em pelo menos um dos blocos. O preenchimento de
outros critérios deve ser contemplado para o diagndstico, como manifestacdo dos
sintomas antes dos 12 anos de idade, e em mais de um contexto (em casa, na
faculdade, no trabalho, nas relacdes sociais), associados ao prejuizo no desempenho
do individuo. Além disso, os sintomas ndo podem ser melhor explicados por outro
transtorno psiquiatrico (APA, 2013). Estima-se que a prevaléncia do TDAH em
criancas em idade escolar esteja em torno de 5,9 — 7,1%, enquanto que em adultos
esteja entre 2,5 — 5% (Fayyad et al. 2007; Simon et al. 2009; Willcutt 2012). Enquanto
gue em amostras clinicas de criancas se encontra uma taxa de TDAH na proporcéo
de 3:1 a 9:1 meninos em relacdo a meninas, em adultos esta distribuicdo se torna mais

homogénea (Faraone et al. 2006; Matte et al. 2015). Uma possivel explicacao



Tabela 1: Sintomas utilizados no diagnostico do Transtorno de Déficit de Atencéo e

Hiperatividade dentro dos blocos de desatencao e de hiperatividade/impulsividade.

Desatencao

Hiperatividade/Impulsividade

Dificuldade em prestar atencdo a detalhes

Dificuldade em manter atencdo durante

tarefas

Frequentemente parece ndo estar ouvindo
Dificuldade em seguir instrucées e terminar
tarefas

Dificuldade em organizar tarefas e atividades
Evita se envolver em atividades que
necessitem esforco mental sustentado

Com frequéncia perde materiais necessarios

as tarefas e atividades

E inquieto com as maos e pés quando
sentado

Com frequéncia deixa seu assento em
situacbes em que se espera que fique
sentado

Frequentemente sente inquietude
Dificuldade de desempenhar atividades
de lazer quietamente

Parece estar sempre com o motor ligado
Frequentemente apresenta fala
excessiva

Com frequéncia responde a perguntas

antes de que as mesmas sejam

finalizadas
e Se distrai facilmente com estimulos externos | e Dificuldade em esperar pela sua vez
e Frequentemente se esquece de atividades | e Frequentemente interrompe aos outros

diarias

para essa mudanca ao longo do desenvolvimento € a de que os pais e professores
sdo 0s responsaveis pelo encaminhamento das criancas aos consultérios, enquanto
gue na vida adulta os proprios individuos buscam a assisténcia meédica. Isso é
possivelmente devido ao fato de que os meninos apresentam mais frequentemente
comportamentos de carater hiperativo/impulsivo (comportamentos externalizantes) e,
por consequéncia, mais precocemente diagnosticados em relacdo a contraparte das
meninas, as quais sdo preponderantemente desatentas (fenotipo internalizante)
(Rucklidge, 2010). Assim, ha a possibilidade de que na realidade as taxas na infancia
sejam semelhantes em ambos 0s sexos, e a aparente disparidade entre as frequéncias
esteja relacionada a uma menor percepcao da gravidade pelos pais e professores e
consequente menor frequéncia de diagndstico formal nos casos envolvendo meninas

(Rucklidge, 2010). Esta patologia esta entre os transtornos psiquiatricos mais comuns
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da infancia e da vida adulta (Barkley et al. 2006; Kessler et al. 2006). Como
consequéncia, tanto criancas quanto adultos com TDAH, apresentam um amplo
espectro de prejuizos. No periodo da infancia e adolescéncia se observa, por exemplo,
um aumento no risco de apresentar repeténcia escolar, expulsdes, problemas de
conduta e delinquéncia, além de abuso de drogas (Rohde and Halpern 2004). Ja em
individuos adultos se destacam o0s prejuizos no entendimento e aproveitamento das
informacdes, dificuldades com organizacdo e administracdo do tempo (Wilens and
Dodson, 2004). Além de trocarem de emprego mais frequentemente, os adultos
afetados apresentam mais dificuldades no trabalho, maiores taxas de
separacao/divorcio e mais problemas no transito, além de risco aumentado de morte
(Barkley et al. 2002; Wilens et al. 2004; Dalsgaard et al. 2015).

Individuos com TDAH frequentemente apresentam maior prevaléncia de algum
outro transtorno psiquiatrico ao longo da vida (66,2 — 77,1%), comparado com a
populacdo em geral (45,7%) ( Sobanski et al. 2007; Pifiero-Dieguez et al. 2016). Dentre
as comorbidades mais comuns estao os transtornos por uso de substancias (39,2%),
0s transtornos de ansiedade (23%), e os transtornos de humor (18,1%) (Garcia et al.
2012; Kessler et al. 2006; Pifiero-Dieguez et al. 2016). Aproximadamente de 35 a 50%
dos pacientes adultos com TDAH referiram sintomas depressivos, depressao
recorrente ou desenvolveram episodios depressivos completos (Sobanski et al. 2007;
Kooij et al. 2012). Essa diversidade de transtornos que podem se apresentar em
comorbidade com o TDAH contribuem para a heterogeneidade clinica do mesmo
(Steinhausen 2009; Franke et al. 2011).

Como mencionado anteriormente, os diferentes transtornos psiquiatricos
podem ser classificados como externalizantes ou internalizantes. Assim, aqueles
transtornos que apresentam sintomatologia mais claramente relacionada ao ambiente
exterior ao proprio individuo sado agrupados no grupo de externalizantes. Por sua vez,
0s transtornos internalizantes se caracterizam por manifestarem seus efeitos, de forma
mais contundente, no préprio individuo (Achenbach et al. 1991). Com base nesta
classificacdo € possivel notar uma prevaléncia diferenciada das principais

comorbidades com o TDAH de acordo com o0 sexo. Dessa maneira, temos que
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mulheres sao frequentemente mais afetadas pelos transtornos comportamentais
internalizantes - em especial depressao, ansiedade, transtornos alimentares e de sono
(Sobanski et al. 2007; Rasmussen and Levander 2009), enquanto os homens
apresentam, mais comumente, fenétipos externalizantes — como transtornos por uso
de substancias, de personalidade antissocial e de conduta (Biederman et al. 2004,
Seedat et al. 2009).

2. A base neurobiolégica do TDAH

Estudos de neuroimagem funcional e estrutural tém contribuido no
esclarecimento da origem neurobiol6gica do TDAH. Diversos estudos e revisées foram
conduzidos nesta area, contudo a exata compreensdo dos mecanismos biologicos
envolvidos na etiologia do transtorno ainda carece de maiores explicacbes (em parte
devida a falta de homogeneidade nas populacdes estudadas e ao diagndstico que
pode compreender outros transtornos comoérbidos — podendo apresentar diferentes
etiologias) (Spencer, Biederman, and Mick 2007; Tripp and Wickens 2009). Pelo
menos dois trabalhos de revisdo de neuroimagem no TDAH sugerem o envolvimento
de alteragcbes no desenvolvimento das redes cerebrais relacionadas a cognicéo,
atencdo, emocdo, funcbes sensoriais e motoras, além de funcdo executiva e de
motivacdo/recompensa (Cortese, 2012; De La Fuente et al. 2013). O TDAH tem se
manifestado como uma doenca fronto-estriato-cerebelar, visto que pacientes
apresentam uma diminuicdo tanto no volume quanto na atividade destas regides
(Curatolo et al. 2009; Makris et al. 2009; Curatolo, Agati, and Moavero 2010). Porém,
as diferencas em volume parecem ser restritas as amostras infantis (Hoogman et al.
2017). Em concordancia com tais achados, estudos neuropsicolégicos demonstraram
gue o desempenho de criangcas com TDAH foi prejudicado em fun¢des cognitivas e
executivas tais como atencao, planejamento, organizacéo e também falhas na inibicao
comportamental, as quais sdo funcdes relacionadas ao lobo frontal e areas
subcorticais (Arnsten and Li 2005; Nigg, 2005; Makris et al. 2009). De qualquer forma,
dados de mega-analises apontam para o TDAH, tanto em criancas quanto em adultos,

como uma patologia com base em alteragfes cerebrais (Hoogman et al. 2017).
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Tomando-se as regides primariamente implicadas nesta doencga, os estudos
bioquimicos foram iniciados com foco nos neurotransmissores predominantes em tais
areas. Assim, as primeiras teorias partiram do estudo das catecolaminas,
principalmente a dopamina (Arnsten and Li 2005; Curatolo et al. 2009, 2010). Déficits
desse neurotransmissor nas regides corticais e do estriado em estudos com animais
favoreceram a hipotese dopaminérgica. Estudos farmacologicos reforcaram essa
hipotese uma vez que o principal medicamento utilizado (metilfenidato — MPH) atua
neste sistema (Swanson and Volkow 2003). A acao do MPH ocorre por intermédio do
bloqueio da proteina transportadora de dopamina, localizada no neurdnio pré-
sinaptico, impossibilitando a recaptacéo de tal neurotransmissor (Masellis et al. 2002;
Madras, Miller, and Fischman 2005; Swanson et al. 2007). Desta forma, os niveis
dopaminérgicos se tornam elevados na fenda sindptica amplificando a resposta
relacionada a sua ligacdo com seus receptores, sendo este um provavel mecanismo
de efeito terapéutico do farmaco (Volkow et al. 2001; Shafritz et al. 2004; Swanson et
al. 2007).

Posteriormente, outros sistemas de neurotransmissdo foram também
implicados no TDAH, como o noradrenérgico, 0 serotoninérgico e o gabaérgico (Quist
and Kennedy 2001; Edden et al. 2012; Sterley, Howells, and Russell 2013). A teoria
serotoninérgica foi proposta a partir de evidéncias do seu envolvimento em transtornos
gue, assim como o TDAH, também seriam caracterizados por déficits na inibicdo
comportamental (capacidade de inibir estimulos inapropriados a um dado contexto)
(Crockett et al. 2009) que se refletem em diversas patologias, tais como abuso de
alcool, transtorno de personalidade antissocial, transtorno de conduta, agressao,
suicidio e bulimia (Brunner and Hen 1997; Lucki 1998; Quist and Kennedy 2001). A
desinibicdo comportamental esta relacionada com caracteristicas impulsivas
(inclinagao a preferir pequenas recompensas imediatas em detrimento de uma maior
recompensa que seja precedida por um momento de espera — entendida pelo individuo
como atraso) (Dalley and Roiser, 2012). De fato, houve trabalhos que sugeriram o nivel
de serotonina como um possivel marcador biolégico de comportamento impulsivo
(Coleman 1971; Saul and Ashby 1986; Spivak et al. 1999). Essa hipétese também foi
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apoiada por achados da influéncia do receptor de serotonina 1B (5-HT1B) sobre a
reposta ao tratamento com metilfenidato e de seu efeito modulando os niveis
dopaminérgicos em animais nocaute para 0 gene da proteina transportadora da
dopamina (DAT-KO) (Gainetdinov et al. 1999; Quist and Kennedy 2001).

3. Agenéticado TDAH

A semelhanca de outros transtornos psiquiatricos, o TDAH tem uma etiologia
multifatorial, na qual varios genes de pequeno efeito sdo responséveis pela
vulnerabilidade genética ao problema, somados a um importante componente
ambiental. Estudos de gémeos e familias tém destacado o papel dos fatores genéticos
neste transtorno (Mick and Faraone 2008; Brikell et al. 2015), com uma herdabilidade
estimada em 70 - 80% tanto em criangas quanto em adultos (Smoller et al. 2006; Mick
and Faraone 2008; Chang et al. 2013; Merwood et al. 2013). No que tange a busca
pelo entendimento mais detalhado da etiologia, a grande heterogeneidade do TDAH
acrescenta mais um nivel de complexidade (Smoller et al. 2006; Franke et al. 2011).

Uma vez que fatores genéticos podem ser considerados como 0s principais
componentes de risco ao TDAH, muitos estudos tém sido conduzidos na tentativa de
revelar genes potencialmente associados com esta condicdo. Uma das abordagens
utilizadas na investigacao de variantes genéticas associadas a determinadas doencas
envolve a pesquisa de variantes comuns ao longo do genoma, também denominada
de varredura gendémica (do inglés genome wide association study ou GWAS). Este tipo
de estudo néo leva em consideracdo hipoteses prévias, contudo uma limitacdo desta
técnica diz respeito a dificuldade em se alcancar tamanhos amostrais que permitam
detectar tanto o pequeno efeito dos SNPs individuais (Rietveld et al. 2014) quanto de
gue as associacoes se revelem de fato significativas ap0s a correcao para o enorme
namero de SNPs testados — atualmente na ordem de milh&es, sendo que o valor de P
para uma associacéo ser considerada significativa é estimado em menos do que 102,
Visto que grupos de pesquisa individuais dificilmente alcancariam tal escala de
tamanho amostral, € comum que diferentes centros, muitas vezes espalhados pelo

mundo, se unam em consorcios na tentativa de contornar tal dificuldade. Uma amostra
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disso € o resultado preliminar de um estudo realizado pelo PGC (Psychiatric Genomics
Consortium). Foi realizada uma meta-andlise que envolveu 18.000 pacientes com
TDAH e 35.000 individuos de comparacéo, e assim foi possivel detectar 10 loci
associados com o TDAH (Zai et al. 2016). Estudos prévios, com tamanho amostral
inferior, ndo haviam encontrado qualquer associacao significativa (Neale et al. 2010).

Embora as varreduras gendmicas sejam a abordagem mais priorizada pelos
grandes consorcios da atualidade, os estudos de gene candidato, pioneiros na area,
ainda sdo uma abordagem valida principalmente por tolerarem um tamanho amostral
reduzido, e assim viabilizarem analises em temas que envolvem heterogeneidade
(como no caso do TDAH) ou estudos com delineamento mais complexo, como no caso
da farmacogenética. Esta modalidade leva em consideracdo hipéteses previamente
elaboradas acerca da contribuicdo de algum gene nos mecanismos de salude/doenca.
Neste ambito, os genes do sistema dopaminérgico tém sido os mais estudados, o que
€ condizente com o fato do sistema dopaminérgico ter sido um alvo pioneiro, como
mencionado anteriormente. Uma meta-analise de estudos de associacdo detectou
diversos achados positivos para uma série de genes desta via, como por exemplo o
transportador de dopamina (DAT) e os receptores de dopamina do tipo D4 (DRD4) e
do tipo D5 (DRD5) (Gizer et al. 2009). Porém, mesmo quando tomados em conjunto
estes genes, juntamente com outros do mesmo sistema, muito pouco da contribuicdo
genética é explicada. A partir de um estudo feito em 1999 com camundongos nocaute
DAT-KO (e, por consequéncia, hiperativos), verificou-se que o efeito calmante do
metilfenidato foi dependente da neurotransmissao serotoninérgica, visto que 0s niveis
dopaminérgicos ndo se alteraram nos animais mutantes (Gainetdinov et al. 1999). No
mesmo estudo, a utilizacdo de fluoxetina (um inibidor seletivo da recaptacédo de
serotonina) também foi capaz de reduzir a atividade dos camundongos DAT-KO,
enguanto nao resultou em alteracdo nos animais selvagens. Concluiu-se que o efeito
observado foi consequéncia do aumento da concentragdo de serotonina extracelular,
devido ao bloqueio do transportador de serotonina. Além disso, a administracdo do
precursor de serotonina (L-triptofano) reduziu a hiperlocomog¢&o nos animais com a

mutacéo. A administracdo do agonista RU24969 do receptor de serotonina do tipo 1B
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(5-HT1B) indicou que sua ativacdo pode resultar em aumento na ansiedade e na
locomocéao.

A partir de entdo, estudos considerando genes do sistema serotoninérgico na
etiologia do TDAH e transtornos comérbidos comecaram a ser realizados (Hawi et al.
2002; Quist and Kennedy 2001).

4. Sistema serotoninérgico e seus genes

O sistema serotoninérgico, além da prépria serotonina, compreende o
transportador de serotonina (SLC6A4 (5-HTT ou SERT) — 17qg11) e seus diferentes
receptores. Tais receptores estdo divididos em 7 classes principais (5-HT1 — 5-HT7),
com a classe 5-HT1 sendo ainda subdividida nas subclasses A, D, E e F. O grupo 5-
HT1D € separado em a e B, sendo que o gene HTR1DB humano possui mais
homologia com o gene HTR1B de roedores do que com o gene HTR1Da (1p36)
humano (Mochizuki et al. 1992). Desta forma, esse receptor é chamado de HTR1B (5-
HT1B) tanto em humanos quanto em ratos (Hartig et al. 1996). Os receptores 5-HT1A,
5-HT1B, 5-HT2C e 5-HT2A (codificados respectivamente pelos genes HTR1A (5912),
HTR1B (6g13), HTR2C (Xq23) e HTR2A (13q14)) séo proteinas de subunidade Unica
gue fazem parte da superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Essa
caracteristica, de interacdo com proteina G, permite que estes receptores modulem a
atividade de diferentes sistemas efetores, tais como canais de ion, fosfolipase C e
adenilato ciclase (Frazer and Hensler, 1999). Assim, ndo é surpreendente a
constatacdo de que estes receptores estejam envolvidos em uma infinidade de
condicles, sejam elas psiquiatricas ou nao.

Outros estudos, em modelo animal, sugeriram o envolvimento de receptores
serotoninérgicos especificos nos comportamentos impulsivo e hiperativos. Verificou-
se, em camundongos DAT-KO, que também eram heterozigotos nocaute para o gene
HTR1B, que a administracdo de antagonistas farmacolédgicos do receptor do tipo 1B
atenuava a hiperatividade locomotora caracteristica dos animais DAT-KO (Hall et al.
2014). O mesmo estudo também indicou que os camundongos heterozigotos nocaute

do gene HTR1B recuperavam a atividade de locomocéo por estimulo de cocaina,
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sendo que esse efeito ndo foi verificado nos camundongos que apresentavam
expressao normal do receptor 5-HT1B. Previamente, Kapur e Remington ja haviam
compilado dados de diversos trabalhos e concluiram que os receptores de serotonina
HTR1A, HTR1B e HTR2A mediavam a regulacdo da serotonina sobre a dopamina
(Kapur and Remington 1996). Camundongos nocaute para o 5-HT1B apresentaram
maior consumo de alcool e de cocaina, além de aumento do comportamento hiperativo
e agressivo (Brunner and Hen 1997; Huang et al. 1999). Saudou e colaboradores
também trabalharam com modelo nocaute para o mesmo gene, porém também
administraram agonistas da 5-HT1B. Tal abordagem resultou em estimulo da atividade
motora nos animais “selvagens” e nenhuma alteragdo nos animais mutantes, levando
a conclusdo de que o efeito de hiperlocomocédo foi mediado pelos receptores de
serotonina 5-HT1B (Saudou et al. 1994).

De fato, o sistema serotoninérgico ja tem sido estudado quanto aos niveis de
serotonina no sangue de criancas hiperativas e com TDAH — sendo reduzidos nestes
individuos quando comparados a criangas controles (Coleman 1971; Saul and Ashby
1986; Spivak et al. 1999). Também houve estudos de associacdo de genes
serotoninérgicos no TDAH tanto em criancas (Manor et al. 2001; Hawi et al. 2002; Kent
et al. 2002; Paula et al. 2006; Quist et al. 2003; Guimaréaes et al. 2009) guanto em
adultos (Retz et al. 2002; Ribasés et al. 2009), porém com resultados algumas vezes
contraditérios. O polimorfismo da regido promotora do gene SLC6A4, 5-HTTLPR, foi
descrito em termos de uma variante curta de 14 repeti¢cdes (S) e outra longa de 16
repeticdes (L), que por sua vez apresenta um SNP, o rs25531 (La e Lg) (Lesch et al.
1996; Parsey et al. 2006). Houve trabalhos que apontaram uma associacéo do alelo L
com TDAH (Manor et al. 2001; Retz et al. 2002; Zoroglu et al. 2002), mas também
ocorreram relatos negativos (Banerjee et al. 2006; Heiser et al. 2007; Xu et al. 2008) e
até mesmo de associacdo com o alelo S (Li et al. 2007). Também foram realizadas
analises acerca dos receptores de serotonina, sendo que os achados mais relevantes
foram os relativos aos polimorfismos dos genes HTR2A e HTR1B (Banerjee and
Nandagopal 2015). Ao se considerar estudos de meta-analise temos que tanto o gene

SCL6A4 quanto o gene HTR1B tém apresentado resultados mais consistentes (Gizer
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et al. 2009). No presente trabalho focamos na analise do papel de polimorfismos do
HTR1B tanto no TDAH em adultos em si, quanto em comorbidades que séo altamente

prevalentes neste grupo de individuos.

5. Oreceptor de serotonina do tipo 1B - HTR1B

A proteina 5-HT1B consiste de 390 aminoacidos sendo expressa em uma série
de regibes cerebrais (Sari, 2004). Dessa forma, este receptor de serotonina pode
alterar o funcionamento dopaminérgico e de outros neurotransmissores por atuar tanto
em neurdnios pré-sinapticos como autoreceptor, quanto pos-sinapticos como
heteroreceptor (Engel et al. 1986; Maura and Raiteri 1986; Barnes and Sharp 1999).
Assim, por exemplo, alguns fenétipos que eram creditados a alteracdes
dopaminanérgicas ou gabaérgicas podem na verdade ser reflexo de uma resposta
serotoninérgica (Barnes and Sharp 1999).

O gene do receptor de serotonina do tipo 1B (HTR1B) esta localizado no
cromossomo 6913 (Jin et al. 1992) e tem sido implicado em diversas condi¢cdes
psiquiatricas, como comportamentos agressivos, impulsivos, hiperativos de abuso de
substancias, e de ansiedade (Brunner and Hen 1997; Huang et al. 2003; Conner et al.
2010). Estas condi¢des sdo comorbidades altamente prevalentes em individuos com
TDAH (Kessler et al. 2006). Ainda, estudos com esse gene na nossa populacéo ja
relataram uma associacgao tanto a dependéncia de alcool (Contini et al. 2012) como ao
TDAH em criancas (Guimaraes et al. 2009).

Hawi e colaboradores (2002) foram os primeiros a avaliar uma variante do
HTR1B como fator de predisposicdo ao TDAH. Pela andlise de 273 familias, foi
verificada uma transmissao preferencial do alelo G do polimorfismo rs6296 as criancas
afetadas. Estudos subsequentes foram realizados com esse mesmo polimorfismo,
obtendo tanto achados positivos (Quist et al. 2003; Smoller et al. 2006) quanto
negativos (Li et al. 2005; Mill et al. 2005; Brookes et al. 2006; Heiser et al. 2007,
Ickowicz et al. 2007; Fonseca et al. 2015). Tendo em vista a existéncia dos achados
conflitantes acerca deste SNP, se supds que aqueles estudos que encontraram

associacao do transtorno com o alelo G na verdade estavam detectando o efeito de
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alguma variante em proximidade (Heiser et al. 2007). Porém, uma importante meta-
analise publicada apontou o alelo G como de risco para o TDAH, o que valida a
avaliacdo deste SNP em andlises futuras (Gizer et al. 2009). Um estudo detectou que
o alelo C do rs6296 foi associado com uma reducdo média de 20% no namero de sitios
de ligacéo do receptor 1B em 96 amostras cerebrais post-mortem (Huang et al. 1999).
Contudo, esse achado pode ndo evidenciar um efeito de funcionalidade direta do
rs6296.

Dessa forma, a inclusdo de outros polimorfismos do HTR1B em estudos com
TDAH e com fendtipos relacionados ocorreu posteriormente. Os SNPs da regido
promotora rs11568817 e rs130058 e o polimorfismo da regido 3'UTR rs13212051
estdo entre os mais estudados, condizente com o fato de terem estudos demonstrando
sua funcionalidade. Em um trabalho envolvendo linhagem celular n&o neuronal, o alelo
T do rs130058 apresentou maiores niveis de expressdo em relagdo aos constructos
com alelo A. Por outro lado, um estudo que utilizou linhagem neuronal para analisar o
efeito funcional dos dois polimorfismos da regido promotora (rs11568817 e rs130058)
relatou um resultado diferente. Nele foi reportado que com relagdo ao haplétipo mais
comum (rs11568817 T — rs130058 A) o haplétipo G — A apresentou uma taxa
transcricional aumentada em 2,3 vezes, enquanto o haplétipo G — T apresentou nivel
transcricional semelhante ao haplétipo T — A (Duan et al. 2003). Desta forma, tem-se
gue o alelo T do rs130058 € capaz de anular o aumento de transcricdo que o alelo G
do rs11568817 confere. A diferenca de expressao encontrada para o rs130058 pode
ser em funcdo do tipo de linhagem utilizada nos estudos. Ja o efeito do SNP
rs13212041 da regido 3’ UTR diz respeito a sua capacidade de desfazer o sitio de
ligacdo para o microRNA miR-96, modulando a regulacao sobre a expressao do gene
(Jensen et al. 2009).

Em um primeiro momento, o rs11568817 foi avaliado em amostras com
abuso/dependéncia de cocaina ou alcool (Cigler et al. 2001; Sinha, Cloninger, and
Parsian 2003) ou fendtipos depressivos e de ansiedade, contudo ndo foram
encontradas associacdes (Wang et al. 2009; Mekli et al. 2011). Posteriormente, foram

descritos achados positivos tanto em uma amostra composta apenas por homens
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alcoolistas na populacdo brasileira (alelo G) (Contini et al. 2012) quanto com a
pontuacdo meédia na escala de pensamentos suicidas em uma amostra de pacientes
chineses com depresséao maior (alelo T) (Wang et al. 2009). Na mesma direcdo, dados
de meta-analise indicaram que em amostras europeias o alelo G estava implicado em
risco para abuso de alcool, cocaina e heroina, porém associado a prote¢cdo em nao
europeus (Cao, LaRocque, and Li 2013). Aqui é importante destacar que os achados
se apresentaram com alelos diferentes conforme a populacdo estudada, tal como
ocorreu no trabalho de Contini et al. (2012) e Wang et al. (2009), além da meta-analise
de Cao et al. (2013).

Quanto ao rs130058, este foi analisado pela primeira vez em 2001 em um
trabalho que envolvia abuso e dependéncia de cocaina ou alcool. Nesta primeira
analise nao foi encontrada associacdo com o desfecho (Cigler et al. 2001), tampouco
em uma amostra de alcoolistas brasileiros (Contini et al. 2012). Porém, com o aumento
no numero de estudos, uma meta-analise com abuso de alcool, cocaina e heroina
reportou associacdo do alelo T com os fendtipos analisados (Cao et al. 2013).
Considerando fendtipos internalizantes, tal variante mostrou tanto achados negativos
guanto positivos. Este SNP pareceu nao conferir susceptibilidade em modificar
escores de pensamento suicida em pacientes chineses com depressédo maior (Wang
et al. 2009). Porém, apresentou uma associacdo com aumento em tais escores
conforme o tratamento usado em individuos adultos (T com paroxetina e A com outros
antidepressivos). Outros resultados negativos dizem respeito a depressao em si (Tsai
et al. 2004; Zhang et al. 2009) e com comportamento suicida relacionado ao alcoolismo
e a depressao (Tsai et al. 2004; Zupanc et al. 2010).

Dados muitos escassos foram obtidos até o momento para o rs13212041.
Individuos portadores do alelo mais frequente (A) do rs13212041 apresentaram uma
expresséo reduzida do receptor HTR1B (Jensen et al. 2009). Esse polimorfismo j& foi
implicado em comportamento agressivo, frequentemente associado com TDAH,
porém tal efeito so6 foi identificado em homens (Conner et al. 2010).

Diferentes trabalhos tém demonstrado que os polimorfismos da regido

promotora (rs11568817, rs130058) e do unico éxon (rs6296) estdo em desequilibrio
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de ligagdo (Huang et al. 1999; Duan et al. 2003). Assim, uma analise haplotipica se
mostra interessante. Em uma amostra brasileira de criangas com TDAH foi relatado
um excesso de transmissédo do haplétipo rs11568817 G — rs130058 T — rs6296 G
(Guimaraes et al. 2009). Dessa forma, os diferentes SNPs citados podem estar
contribuindo para a susceptibilidade ao TDAH, assim como em diferentes fenétipos

clinicos observados nesses individuos.

6. Efeito de sexo

Um efeito que tem sido frequentemente subestimado é aquele que o dimorfismo
sexual pode exercer sobre fenétipos psiquiatricos. O dimorfismo sexual diz respeito a
diferencas existentes entre machos e fémeas da mesma espécie, se aplicando
também a espécie humana. Um fator que aponta para a existéncia deste efeito na
psiquiatria € a prevaléncia diferenciada que uma série de transtornos apresenta com
relacdo ao sexo. Por exemplo, transtornos depressivos e ansiedade sdo muito mais
frequentes em mulheres do que em homens (Weissman et al. 1984; Kessler, 2003;
Seedat et al. 2009; Schuch et al. 2014;) enquanto a prevaléncia de abuso de
substancias € mais prevalente em homens (Becker and Hu 2008).

Diferentes fatores contribuem para as diferencas bioldgicas descritas em
homens e mulheres. Assim, efeitos dos horménios sexuais, cromossomos sexuais, do
ambiente cultural e, mais recentemente, do ambiente epigenético foram propostos
como moduladores das diferencas sexuais no cérebro (Gobinath, Choleris, and Galea
2017; Ratnu, Emami, and Bredy 2017).

Existem receptores de androgeno em algumas regides cerebrais nos quais a
testosterona atua de forma a influenciar a sobrevivéncia celular e conectividade
anatdémica (Mccarthy, 2009). Foi relatado que o estrogeno influencia diretamente o
crescimento dos neuritos dos neurdnios serotoninérgicos que expressam receptores
de estrégeno ERq« € ERg (Lu et al. 2004) além de reduzir a densidade e capacidade de
ligacdo dos receptores de serotonina no cérebro de ratos (Biegon and McEwen 1982).
Quanto aos cromossomos sexuais, existem regides ndo homologas entre X e Y. O

gene SRY, localizado no cromossomo Y, codifica um fator de transcricdo que regula o
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promotor da monoamina oxidase A (MAO A) (Wu et al. 2009). A MAO A é responsavel
pela desaminacdo oxidativa dos neurotransmissores monoaminérgicos, o que inclui a
serotonina. Os fatores citados podem estar envolvidos nas diferengas tanto
morfolégicas quanto fisiolégicas que podem levar a mudancas na interacdo com o
ambiente (Mccarthy et al. 2012). Além disso, novas evidéncias propdem que a
metilacdo do DNA também é um importante componente que molda a diferenciacéo
sexual do cérebro (Nugent et al. 2015; Hodes et al. 2017).

Como mencionado anteriormente, a serotonina ja foi implicada na etiologia de
transtornos psiquiatricos. Além disso, também ha evidéncia do efeito do sexo nos
niveis de serotonina circundante no sangue (Weiss et al. 2005). Outros estudos, tanto
com modelos animais quanto de prevaléncia diferencial dos fen6tipos em humanos
reforcam que o sistema serotoninérgico pode atuar diferencialmente de acordo com o
género (Lu et al. 2004; Kunimura et al. 2015; Gressier et al. 2016). Nesse sentido, o
mesmo genotipo do polimorfismo 5-HTTLPR (SS), localizado no gene do transportador
de serotonina, foi associado com comportamentos internalizantes em mulheres,
enquanto que em homens foi relacionado a um maior risco em manifestar
comportamentos externalizantes (Gressier et al. 2016). Apesar deste interessante
resultado, poucas investigagdes foram conduzidas no sentido de considerar o
dimorfismo sexual no sistema serotoninérgico, em especial com relacdo aos
receptores de serotonina (Ashare et al. 2013), onde apenas um estudo, até onde
sabemos, detectou este efeito com relacdo ao HTR1B, porém sem apresentar uma
discussao que abrangesse tal perspectiva (Conner et al. 2010). Revisdes tém trazido
evidéncias tanto observacionais quanto estatisticas de ganho de informacédo ao se
explorar homens e mulheres como dois grupos diferentes de pacientes (Gobinath et
al. 2017).
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Capitulo 2
Justificativa e Objetivos
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1. Justificativa

O TDAH é um transtorno psiquiatrico comum em adultos e que esta relacionado
com uma maior predisposi¢cdo a comportamentos que levam a uma ampla gama de
prejuizos em diversas areas. Apesar de possuir uma alta herdabilidade, o
entendimento do papel de variantes genéticas especificas envolvidas no TDAH ainda
permanece um desafio, visto que o transtorno se manifesta em um amplo espectro de
apresentacdes e comorbidades, gerando heterogeneidade clinica e provavel
envolvimento de diferentes mecanismos neurobiolégicos. Logo, uma analise que vise
o foco em subgrupos mais homogéneos pode contribuir na busca por
mecanismos/genes envolvidos nas diferentes manifestagdes do transtorno. Nesse
sentido, a investigacdo de peculiaridades relacionadas ao sexo ainda é escassa,
embora muitas evidéncias apontem para a existéncia de efeito de dimorfismo sexual

notadamente envolvendo o sistema serotoninérgico.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Investigar a influéncia de polimorfismos do gene HTR1B sobre a predisposicao

genética ao TDAH em adultos, bem como sobre suas principais comorbidades.

2.2. Objetivos especificos

° Avaliar o potencial efeito dos polimorfismos rs11568817,
rs130058, rs6296 e rs13212041 do gene HTR1B na susceptibilidade ao TDAH
em adultos;

) Investigar a influéncia dos SNPs citados acima na
susceptibilidade a comorbidades comuns observadas em homens e mulheres,

levando em conta as evidéncias prévias envolvendo dimorfismo sexual.

25



Capitulo 3

Manuscrito em preparacdo

26



Sexual dimorphic effects of HTR1B in the unraveling of the phenotypic

heterogeneity of adult ADHD

Diana Mullert?, Eugenio H. Grevet?3, Alana C. Panzenhagen’?, Renata B.
Cupertino'?, Bruna S. da Silva'?, Djenifer B. Kappel'?, Nina R. Mota*, Paula B.
Rocha?, Stefania P. Teche?, Eduardo S. Vitola?, Luis A. Rohde?2, Verdnica Contini®,

Diego L. Rovaris!?, Jaqueline B. Schuch'?2, Claiton H. D. Baul?a*

Author affiliations:

Department of Genetics, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, Brazil

2ADHD Outpatient Program, Adult Division, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto
Alegre, Brazil

3Department of Psychiatry, Faculty of Medicine, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, Brazil

“Department of Human Genetics, Radboud University Medical Center, Nijmegen, The
Netherlands

SPPGBIOTEC - Postgraduate Program in Biotechnology, Centro Universitario

Univates, Lajeado, Brazil

aThese authors contributed equally to this work.

*Correspondence to: Claiton H. D. Bau

Department of Genetics, Instituto de Biociéncias, UFRGS, Avenida Bento Goncalves,

9500, Porto Alegre, RS, Brazil CEP: 91501-970. Fax: +55 (51) 3308 7311.
claiton.bau@ufrgs.br (C.H.D. Bau)

27



Abstract:

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a very common disorder, both
in children and in adults and frequently present comorbidities. Since it is a highly
heritable disorder, several studies have been looking for genes involved in its etiology.
One of the major caveats in this search is the phenotypic heterogeneity, partly
attributable to the sexual dimorphic effects characteristic of psychiatric disorders. Since
the serotonergic system has a well-known sexual dimorphic effect, we tested the
influence of HTR1B SNPs (rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041) on ADHD
susceptibility and on its major comorbidities, considering sex differences. We
performed a binary logistic regression analyses to assess the effect of each individual
SNP on the susceptibility to ADHD and also performed the analysis of comorbidities
according to sex, considering their differential prevalence of comorbidities. Correction
for multiple comparisons was generated by 10.000 permutations. We found significant
associations of both rs11568817 and rs130058 with substance use disorder
(rs11568817, Pcor = 0.009; rs130058, Pcor = 0.018) and of rs11568817 with nicotine
dependence (rs11568817, Pcor = 0.025) in men. Among women, rs11568817 was
associated with generalized anxiety disorder (Pcorr = 0.031). Other nominally significant
findings were found in men and women subgroups. In this way, the overall scenario
suggests that the higher HTR1B expression resulting from the presence of the
rs11568817 G allele relates with externalizing behaviors in men and with internalizing
behaviors in women. These results add evidence to the previously known sexual

dimorphism of the serotoninergic system.

Key-words: attention-deficit/hyperactivity disorder, serotonin, serotonin receptor 1B,

sexual dimorphism, gene
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Introduction

Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a neurodevelopmental
disorder characterized by impairing levels of inattention, and/or hyperactivity-
impulsivity according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders —
DSM-5 (APA, 2013). Despite the fact that ADHD has long been considered a childhood
disorder, there is now evidence that it would either persist into adulthood life in a rate
of ~65% (Faraone et al. 2006) or even emerge in this later period (Moffitt et al. 2015;
Caye et al. 2016). Several studies have been looking for potentially associated genes,
which is suitable with the high heritability observed for ADHD (~76%) (Brikell et al.,
2015). In the last few years, genome wide association studies (GWAS) have been
performed, yet they did not find any significant association with ADHD (Neale et al.,
2010). However, preliminary GWAS meta-analysis results identified 10 associated loci
(Zaietal., 2016). On the other hand, meta-analyses using the candidate gene approach
showed significant associations (Bonvicini et al., 2016; Forero et al., 2009; Gizer et al.,
2009; Pan et al., 2015; Ye et al., 2016) although high heterogeneity across studies was
detected for the majority of genes (Gizer et al., 2009). Results from these studies
highlight the importance of serotonergic genes on ADHD etiology (Bonvicini et al.,
2016; Gizer et al., 2009).

The serotonergic system is related to neurotransmission in brain regions
implicated in attention and motor activities (Tekin and Cummings, 2002). Serotonergic
genes were associated with a range of psychiatric phenotypes such as substance use
disorder (SUD) (Contini et al. 2012; Cao et al. 2013) and mood disorders (Martinowich
and Lu, 2008). One of the few genes that showed significant association with ADHD
was the serotonin receptor 1B gene (HTR1B) (Gizer et al., 2009). However, almost all
ADHD studies were performed with children so far (Hawi et al. 2002; Quist et al. 2003;
Li et al. 2005; Smoller et al. 2006; Brookes et al. 2006; Ickowicz et al. 2007; Heiser et
al. 2007; Kim et al. 2007; Guimarées et al. 2009; Fonseca et al. 2015; Banerjee et al.
2012;). In adults with ADHD, there are only few studies investigating this gene in the
susceptibility to the disorder (Ribasés et al., 2009), treatment response (Contini et al.
2012) and as a target for miRNA (Sanchez-Mora et al., 2013).
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Individuals with ADHD often present comorbidities, such as mood disorders,
anxiety disorders and SUD (Kessler et al. 2006; Garcia et al. 2012). Remarkably, in
general population, men and women are differently affected by these psychiatric
disorders (Rucklidge, 2010; Rucklidge et al., 2016). In this sense, women are more
frequently affected by internalizing behaviors, especially depression, anxiety, eating
disorders, and sleep problems (Sobanski et al. 2007; Rasmussen and Levander 2009).
On the other hand, men are more frequently affected by externalizing phenotypes, such
as SUD, antisocial personality disorder, and conduct disorder (Biederman et al., 2004;
Seedat et al., 2009). Regarding brain differences in gender, some studies have
demonstrated both hormonal variations and sex chromosomes can influence brain
phenotypes (Davies and Wilkinson 2006; Zaidi 2010; Seney et al. 2013; Davies 2014).
Furthermore, studies in animal models and on the prevalence of different phenotypes
in humans suggested the serotonergic system could act differently according to gender
(Lu et al., 2004; Kunimura et al., 2015; Gressier et al., 2016). For instance, the same
allele (S) and genotype (SS) of serotonin transporter-linked polymorphic region (5-
HTTLPR) were related to internalizing behaviors in women, while men showed
increased risk to externalizing behaviors (Gressier et al., 2016). Despite this result,
sexual dimorphism has been poorly investigated in serotonergic pathways, specially
concerning serotonergic receptors (Ashare et al., 2013). Moreover, sexual dimorphism
effect was also reported in ADHD considering prevalence, clinical course, comorbidities
and underlying neural substrates (Rucklidge, 2010).

Emerging data have been pointing to an information gain when exploring men
and women as two different groups (Gobinath et al., 2017). In this sense, Conner et al.
(2010) have already described differential association of HTR1B haplotypes with anger
and hostility, with an association within a men sample and no association in a subgroup
of women. Interestingly, complex interpretations have been a hallmark of serotonergic
system genes since the well-known Caspi et al. (2003) findings in a population cohort
regarding gene-environment interactions.

Considering the evidence regarding sexual dimorphism and the serotonergic

system influence on ADHD and its comorbidities, this study aims to assess the
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involvement of HTR1B variants in ADHD susceptibility as well as externalizing and

internalizing comorbidities, considering sex differences in the analyses.

Materials and methods
Sample

The ADHD sample consisted of 564 adults recruited in the adult division of the
ADHD Outpatient Clinic from Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). The
inclusion criteria were: to be of European descent, aged 18 years or older and
diagnosed with ADHD according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-IV) (APA, 1994). Presence of clinically significant neurological
diseases that might affect cognition, head traumas, current or past history of psychosis,
and 1Q < 70 were adopted as exclusion criteria. The severity of current ADHD
symptoms was addressed by the Portuguese version of the Swanson, Nolan and
Pedham Rating Scale-version IV (SNAP-IV) (Swanson, 1992). Psychiatric
comorbidities were assessed through Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis |
Disorders (SCID-I) (First and Gibbon, 2004). All diagnoses were conducted by
experienced psychiatrists.

The control sample, which screened negative to ADHD on the Adult Self-Rating
Scale (ASRS-V1.1) (First et al. 2002), comprised 649 blood donors recruited at the
same hospital. Both inclusion and exclusion criteria were the same used for the case
sample, except for ADHD diagnosis.

All subjects signed an informed consent form approved by the Ethics
Committees of the Hospital and the Federal University of Rio Grande do Sul
(Institutional Review Board No. 00000921). Demographic description of the sample is

provided in Table 1.

SNP selection
SNPs were selected based on previous evidence of association with ADHD and
its comorbidities and/or considering functionality of the polymorphism. The rs6296 is

the most studied SNP of HTR1B, however, no functional effect has been described so
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far (Gizer et al., 2009; Hawi et al., 2015). Functionality for rs11568817 and rs130058
was unraveled in a study that used a secreted alkaline phosphatase (SEAP) reporter
gene system (Duan et al., 2003). The G allele of rs11568817 increases transcriptional
activity and the T allele of rs130058 seems to reverse the effect of the G allele of
rs11568817. Additionally, the G allele of rs13212041, located at 3’'UTR, seems to
disrupt a nucleotide critical site for the interaction of the gene with miR-96, being related

to a higher transcription (Jensen et al., 2009).

Laboratory methods

DNA was extracted from peripheral blood using salting-out method, adapted
from Lahiri and Nurnberger (1991). Four polymorphisms were analyzed in this study
(rs11568817, rs130058, rs6296 and rs13212041). The rs11568817 and rs13212041
SNPs were assessed through Tagman SNP genotyping assays (Applied Biosystems),
according to manufacturer’'s recommended protocol. The other polymorphisms,
rs130058 and rs6296, were evaluated through PCR-RFLP, in which the rs130058 was
genotyped using the restriction enzyme Hsp92Il, while rs6296 using Hincll (adapted
from Guimaraes et al. 2009).

Statistical analyses

Binary logistic regression analyses were performed to assess the effect of each
individual SNP on the susceptibility to ADHD and comorbidities within ADHD.
Considering the sample size and allele frequencies, all analyses were conducted under
the dominant model (heterozygotes combined with the less frequent homozygotes). In
the case-control analysis for ADHD, variables such as gender, major depressive
disorder (MDD), generalized anxiety disorder (GAD), SUD, alcohol use disorders
(AUD) and nicotine dependence were considered as potential confounders and were
included in analyses if associations of P < 0.2 with at least one of the outcomes and
one of the SNPs tested. Since the literature suggests dimorphic sexual effect related

to serotonergic genes and there is evidence of differential internalizing/externalizing
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behavior prevalence between men and women, we performed the analysis of ADHD
comorbidities (MDD, GAD, SUD, AUD and nicotine dependence) according to sex. It is
noteworthy that SUD comprises alcohol, nicotine and other substances (APA, 2013)
while nicotine dependence is reflected by at least one cigarette/day for at least 30
consecutive days (Mayhew et al., 2000; Wellman, 2004).

Correction for multiple comparisons was generated by 10.000 permutations to
avoid spurious association, using the Max (T) permutation procedure by Plink. This
procedure accounts for the correlation among SNPs, assuming not all SNPs are
independent (Purcell et al. 2007). Since the outcomes are moderately correlated we
did not proceed a more stringent correction. Hardy-Weinberg equilibrium was tested
using Chi-squared test by PLINK software v.1.07 (Purcell et al., 2007). Haploview 4.2

software was used to evaluate the linkage disequilibrium among the HTR1B SNPs.

Results

All SNPs were in Hardy-Weinberg Equilibrium in both samples. Linkage
disequilibrium analyses provided high D’ values (0.94 - 0.97) and low to moderate R?
values (0.16 — 0.51) for rs11568817, rs130058 and rs6296. However, since R? values
were low we decided not to perform haplotypic analyses.

In case-control analysis, no influence of HTR1B gene was detected on ADHD
(Table 2). Concerning comorbidities in the ADHD sample, some pivotal associations
were found. In men, rs11568817 G carriers and rs130058 T carriers presented
increased risk for SUD (rs11568817 (OR = 2.27, P = 0.002, Pcorr = 0.009), rs130058
(OR = 1.98, P = 0.004, Pcorr = 0.018)). Splitting SUD into nicotine dependence and
AUD, again associations of these two polymorphisms were found (Table 3). Analyses
in women with ADHD pointed to associations of rs11568817 G allele with MDD, (OR =
1.76, P = 0.038), and GAD, (OR =2.45, P =0.01). Additionally, rs6296 C carriers were
associated with protection to GAD (OR = 0.54, P = 0.035) (Table 4). Nevertheless, in
women, only the association between rs11568817 and GAD remains significant after

correction (Pcorr = 0.030). Analyses of externalizing behaviors in women
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(Supplementary Table 1) and internalizing behaviors in men (Supplementary Table 2)

were also conducted, but we did not find any significant association.

Discussion

In this study, we add to previous evidence on the sexual dimorphic effects of the
serotonergic system in psychiatry. Our most interesting finding is the association of
rs11568817 G allele with different comorbidities in men and women, which is supported
by previous converging findings. This is the first study to discuss the findings of different
effects of HTR1B polymorphism in ADHD comorbidities differentiated by sex. Together
with the Gressier et al. (2016) findings on 5-HTTLPR, our study with HTR1B constitute
promising evidence on the relevance of serotonergic sexual dimorphism in a range of
psychiatric phenotypes.

We found significant associations between HTR1B rs11568817 G allele with
SUD and nicotine dependence in men, and GAD in women. In addition, we report
nominal associations of the same polymorphism with AUD in men and MDD in women.
Furthermore, rs130058 was associated with SUD and nominally with nicotine
dependence in men, while rs6296 was nominally associated with GAD in women.
These results are supported by inherent biological differences described in men and
women, which contribute to distinct brain functions (Ratnu et al., 2017). Animal studies
suggest the sexual dimorphism observed in the serotonergic system is probably due to
serotonin synthesis, transportation and degradation — since they did not detect
differences in number of serotonergic neurons (Kunimura et al., 2015). Both sex steroid
hormones and effects of XX versus XY chromosomes also shape sex differences in the
brain (Mccarthy et al. 2012; Gobinath, Choleris, and Galea 2017). Indeed, there are
androgen receptors in some brain regions in which testosterone acts to influence cell
survival, anatomical connectivity, and neurochemical specification (Mccarthy, 2009).
Estrogen was reported to directly influence the neurite growth of serotonergic neurons
expressing estrogen receptor ERq and ERp (Lu et al., 2004) and also reducing the
density and binding of serotonin receptors in the rat brain after estrogen administration

(Biegon and McEwen, 1982). Concerning sexual chromosomes, there are some X and
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Y non-homologous regions. Hereupon, SRY gene, located at Y chromosome, encodes
a transcription factor that regulates monoamine oxidase A (MAO A) promoter (Wu et
al., 2009). MAO A catalyzes the oxidative deamination of monoamine
neurotransmitters, which include serotonin. These factors could be involved in
differences of morphology and physiology that might lead to changes in the interactions
with environment (Mccarthy et al., 2012). Additionally, emerging evidence suggests
DNA methylation is also important to shape sexual differentiation of the brain (Nugent
et al. 2015; Hodes et al. 2017).

The association between rs11568817 G carriers and SUD and the nominal
association with AUD, both in men, reinforce a previous report. In an independent study
from the same Brazilian city, Contini et al (2012) detected an association between the
same allele G and alcohol dependence in a sample that was composed exclusively of
men. Afterwards, a meta-analysis pointed to association of rs11568817 G allele with
alcohol, cocaine and heroin dependence in Europeans (Cao et al.,, 2013). Finally,
rs11568817 has been reported as associated with other phenotypes as reduction of
attention under escitalopram treatment for GAD (G carriers) (Lenze et al., 2013) and
higher scores of suicide ideation among Han Chinese (T carriers) (Wang et al.,
2009).The present finding of rs130058 T allele with SUD also add to previously
available evidence from a meta-analysis (Cao et al., 2013). Concerning specifically
AUD, similarly to Contini et al. (2012) we did not detect association with rs130058. Only
nominal associations were detected for some polymorphism and outcomes (rs130058
with nicotine dependence, and of rs11568817 with MDD). Nevertheless, the overall
evidence reinforces the possibility of these SNPs contribution for the respective
disorders, mainly taking previous reports into account (Cao et al., 2013; Wang et al.,
2009) and the significant findings reported here.

In the current work, we found a suggestion of protective effect of rs6296 C allele
to GAD. Previous studies were conducted considering obsessive compulsive disorder
(OCD) itself or as comorbidity, where the G allele conferred risk (Kim et al. 2009; Mundo
et al. 2002). In a quantitative trait analysis, which assessed severity of OCD, Camarena

et al. (2004) found preferential transmission of G allele with higher obsession scores.
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Notwithstanding, Mekli and colleagues reported that rs6296 C allele confers risk to
anxiety in adults in the presence of stressful life events exposure (Mekli et al., 2011).
Therefore, as opposed to rs11568817 and rs130058, the overall findings with rs6296
are less clear, despite more studied. A possible explanation for these complex findings
could be the presence of other SNPs in linkage disequilibrium with rs6296, whose
functionality is unknown.

Our study should be viewed considering some limitations. Despite the fact that
a sexual dimorphism effect was detected for HTR1B, we could not include hormones
or other biological markers as microRNAs and epigenetics as variables in an
experimental design. In this sense, we cannot infer in which extension the sexual
hormones and other biological factors have a quantitative effect in rs11568817 G
carriers. A metilome study approach on HRT1B would give us a new comprehension
of the sexual dimorphic effects obtained for rs11568817 on ADHD comorbidities, since
a differential methylation of HTR1B already was associated as risk factor for psychiatric
phenotypes when mediated by rs115668817 genotype (Moul et al., 2015). Finally, our
sample size is moderate to assess some small effects expected from genetic
contribution to the analyzed disorders. Finally, the split of the sample in men and
women to achieve more biologically homogeneous subgroups was performed at the
cost of statistical power decrease.

As conclusion, we were able to contribute to previous results concerning the role
of HTR1B in psychiatric disorders. Above all, our findings reinforce the evidence of
sexual dimorphic effects of the serotonergic system in psychiatry. More studies are
warranted taking into account the differences between men and women, since they
may have very important clinical implications in susceptibility, clinical response and

other relevant outcomes.
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Table 1. Clinical characterization of the sample.

ADHD Controls
N=549 N=645
Mean (SD) Mean (SD) t P-value

Age 33.7(10.79)  29.1(8.67) 8.16 <0.001

N (%) N (%) X? P-value
Men 301 (54.8) 318 (49.3) 3.41 0.065
Substance Use Disorder 259 (47.3) 125 (19.4) 103.56 <0.001
Nicotine Dependence 236 (43) 114 (17.7) 90.18 <0.001
Alcohol Dependence/Abuse 76 (13.9) 15 (2.3) 54.28 <0.001
Generalized Anxiety Disorder 110 (20) 66 (10.3) 21.70 <0.001
Major Depressive Disorder 210 (38.3) 179 (27.8) 14.27 <0.001
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Table 2. HTR1B genotype and allele frequencies in subjects with ADHD and controls.

Cases Controls
OR (Cl 95%)2 P-value
N (%) N (%)
rs11568817
TT 172 (30.7) 180 (27.8)
1.25 (0.96 — 1.63) 0.096
GG/GT 389 (69.3) 468 (72.2)
rs130058
AA 264 (47.4) 300 (47.5)
1.03 (0.81 - 1.31) 0.815
TTITA 293 (52.6) 332 (52.5)
rs6296
GG 288 (51.0) 341 (53.9)
0.83 (0.65 —1.06) 0.134
CC/CG 276 (49.0) 294 (46.1)
rs13212041
AA 376 (66.7) 428 (66.1)
1.01 (0.78 — 1.30) 0.970
GG/GA 188 (33.3) 220 (33.9)

Covariates: sex, major depressive disorder, generalized anxiety disorder, substance use disorder. OR
= Odds Ratio; Cl = Confidence Interval. OR (Cl 95%)2 for TT, AA, GG, AA as reference.
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Table 3. Association results of externalizing phenotypes in men with ADHD; N=301.

SNP Genotype groups N (%)
Reference Test OR (CI 95%) P-value
rs11568817 1T GG +GT
, Yes 30 (19.48) 124 (80.52) a
* —_
Substance Use Disorder No 51 (35.42) 93 (64.58) 2.27 (1.34 —3.83) 0.002
o Yes 27 (19.71) 110 (80.29) _ b
Nicotine Dependence No 55 (33.95) 107 (66.05) 2.09 (1.23 -3.57) 0.006
Alcohol Yes 9 (15.79) 48 (84.21) _ c
Dependence/Abuse No 72 (29.87) 169 (70.13) 2.27(1.06 — 4.88) 0.035
rs130058 AA TT+TA
: Yes 55 (35.48) 100 (64.52) d
* J—
Substance Use Disorder No 74 (52.11) 68 (47.89) 1.98 (1.24 — 3.15) 0.004
o Yes 50 (36.23) 88 (63.77) _ e
Nicotine Dependence No 80 (50.00) 80 (50.00) 1.76 (1.11 — 2.80) 0.017
Alcohol Yes 19 (33.33) 38 (66.66) _
Dependence/Abuse No 110 (45.83) 130 (54.17) 1.69 (0.92-3.10) 0.089
rs6296 GG GC+CC
, Yes 89 (57.42) 66 (42.58)
* —_
Substance Use Disorder No 74 (51.03) 71 (48.97) 0.77 (0.49 — 1.22) 0.267
o Yes 81 (58.7) 57 (41.3) _
Nicotine Dependence No 82 (50.31) 81 (49.69) 0.72 (0.45-1.13) 0.146
Alcohol Yes 33 (57.89) 24 (42.11) _
Dependence/Abuse No 130 (53.5) 113 (46.5) 0.84 (0.47—1.50) 0.549
rs13212041 AA TT+TA
: . Yes 105 (67.74) 50 (32.26) _
Substance Use Disorder No 92 (63.45) 53 (36.55) 0.83 (0.51-1.33) 0.434
— Yes 91 (65.94) 47 (34.06) _
Nicotine Dependence No 106 (65.03) 57 (34.97) 0.96 (0.60 — 1.55) 0.868
Alcohol Yes 41 (71.93) 16 (28.07) B
Dependence/Abuse No 156 (64.2) 87 (35.8) 0.70(0.37 = 1.32) 0.269

*Substance Use Disorder (SUD) - including alcohol dependence/abuse, nicotine dependence and other drugs.
OR = Odds Ratio; Cl = Confidence Interval; 2 Pcor = 0.009; ® Pcorr = 0.025; ¢ Pcorr = 0.077; ¢ Pcor =0.018; ¢ Pcor = 0.067.

Pcorr obtained by 10000 permutations.



Table 4. Association results of internalizing phenotypes in women with ADHD; N=248.

SNP Genotype groups N (%)
Reference Test OR (Cl1 95%) P-value
rs11568817 TT GG + GT
. . : Yes 32 (27.59) 84 (72.41)
M D Disord 1.76 (1.03 - 3.01 0.0382
ajor Depressive Disorder NG 53 (40.15) 79 (59.85) ( )
Generalized Anxiety Yes 13 (20.64) 50 (79.36)
. 2.45 (1.24 - 4.83 0.010°
Disorder No 72 (38.92) 113 (61.08) ( )
rs130058 AA AT+TT
: . . Yes 54 (42.52) 60 (57.48)
M D D 1.42 (0.86 — 2. A71
ajor Depressive Disorder No 73 (62.39) 57 (37.61) (0.86 36) 0
Generalized Anxiety Yes 27 (44.26) 34 (55.74) 152(0.85-2.72)  0.16
Disorder No 100 (54.65) 83 (45.35) ' ' ' '
rs6296 GG GC +CC
. . . Yes 51 (43.97) 65 (56.03) 3
Major Depressive Disorder NO 66 (50.00) 66 (50.00) 1.28 (0.77 — 2.10) 0.342
Generalized Anxiety Yes 37 (58.73) 26 (41.27) 0.54 (0.30—0.96)  0.035°
Disorder No 80 (43.24) 105 (56.76) ' ' ' '
rs13212041 AA AG + GG
. . . Yes 88 (75.86) 28 (24.14) ~
Major Depressive Disorder NG 85 (64.39) 47 (35.61) 0.58 (0.33 - 1.00) 0.05
Generalized Anxiety Yes 42 (66.66) 21 (33.33)
. 1.21 (0.66 — 2.24 :
Disorder No  131(70.81)  54(29.19) (0.66-224)  0.536

OR = Odds Rattio; CI = Confidence Interval; Pcor = 0.118; P Pcor = 0.031; ¢ Pcorr = 0.159. Pcor Obtained by 10000 permutations.
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Supplementary table 1. Association results of externalizing phenotypes in women with ADHD; N=248.

SNP Genotype groups N (%)
Reference Test OR (CI 95%) P-value
rs11568817 TT GG+ GT
. Yes 39 (37.5) 65 (62.5) 0.363
* —_
Substance Use Disorder No 46 (31.94) 98 (68.06) 1.28 (0.75-2.17)
L Yes 37 (37.76) 61 (62.24) 3 0.351
Nicotine Dependence No 48 (32) 102 (68) 1.29 (0.76 — 2.20)
Yes 9 (47.37) 10 (52.63) 0.216
Alcohol Dependence/Abuse No 76 (33.2) 153 (66.8) 1.81 (0.71 - 4.65)
rs130058 AA TT+TA
. . Yes 56 (54.9) 46 (45.1)
Substance Use Disorder No 71 (50) 71 (50) 1.22 (0.73 - 2.03) 0.45
L Yes 53 (565.21) 43 (44.79) B
Nicotine Dependence No 74 (50) 74 (50) 1.23 (0.74 - 2.06) 0.427
Yes 13 (68.42) 6 (31.58)
Alcohol Dependence/Abuse No 114 (50.66) 111 (49.33) 2.11 (0.78 = 5.75) 0.144
rs6296 GG CC+CG
. Yes 43 (41.35) 61 (58.65)
* —_
Substance Use Disorder No 74 (51.38) 70 (48.61) 0.67 (0.40-1.11) 0.119
L Yes 39 (39.8) 59 (60.2) 3
Nicotine Dependence No 78 (52) 72 (48) 0.61 (0.36 — 1.02) 0.061
Yes 7 (36.84) 12 (63.16) 3
Alcohol Dependence/Abuse NoO 110 (48.03) 119 (51.97) 0.63 (0.24 — 1.66) 0.351
rs13212041
. Yes 72 (69.23) 32 (30.77)
* —_
Substance Use Disorder No 101 (70.14) 43 (29.86) 0.96 (0.55 — 1.66) 0.878
L Yes 68 (69.39) 30 (30.61) 3
Nicotine Dependence No 105 (70) 45 (30) 0.97 (0.56 — 1.69) 0.895
Yes 13 (68.42) 6 (31.58) 3
Alcohol Dependence/Abuse No 160 (69.87) 69 (30.13) 0.93 (0.34 — 2.56) 0.918

*Substance Use Disorder (SUD) - including alcohol dependence/abuse, nicotine dependence and other drugs.
OR = Odds Ratio; Cl = Confidence Interval.



Supplementary table 2. Association results of internalizing phenotypes in men with ADHD; N=299.

SNP Genotype groups N (%)
Reference Test OR (CI 95%) P-value
rs11568817 TT GG + GT
. . : Yes 20 (21.74) 72 (78.26)
M D Disord 0.650 (0.36 — 1.16 0.143
alor UEpressive DISOTAer N0 62(29.95) 145 (70.05) ( )
. . . Yes 14 (29.79) 33 (70.21)
Generalized Anxiety Disorder 1.150 (0.58 - 2.28) 0.693
No 68 (25.95) 184 (74.05)
rs130058 AA AT+TT
, , . Yes  35(37.63) 58 (62.37)
M D Disord 0.699 (0.42 -1.15 0.161
ajor Depressive Disorder NG 95 (46.34) 110 (53.66) ( )
. . . Yes 20 (42.55) 27 (57.45)
Generalized Anxiety Disorder 0.949 (0.51-1.78) 0.872
No 100 (43.82) 141 (56.18)
rs6296 GG GC +CC
: . : Yes 53 (56.38) 41 (43.62)
Major Depressive Disorder 1.140 (0.70 - 1.86 0.601
Jor Lepressive Ui No 110(53.14) 97 (46.86) ( )
. . _ Yes 28 (59.57) 19 (40.43)
Generalized Anxiety Disorder 1.299 (0.69 — 2.45) 0.418
No 135 (53.15) 119 (46.85)
rs13212041 AA AG + GG
. . : Yes 65 (69.15) 29 (30.85)
M D Disord 1.274 (0.76 — 2.15 0.363
ajor Depressive Disorder NG 132 (63.77) 75 (36.23) ( )
) , i Yes 29 (61.7) 18 (38.3)
Generalized Anxiety Disorder 0.825 (0.43-1.57) 0.557
No 168 (66.14) 86 (33.86)

OR = Odds Ratio; Cl = Confidence Interval.



Capitulo 4

Discussao




1. Discusséo geral

Apesar da evidente diferenca entre homens e mulheres quanto ao perfil de
transtornos psiquiatricos mais comuns, poucos estudos genéticos enfocam a
possibilidade de efeitos genéticos no dimorfismo sexual. A presente dissertacao
abordou tais diferencas a partir de um gene (HTR1B) membro de um sistema
(serotoninérgico) com fortes evidéncias prévias para tais tipos de efeitos dimoérficos,
obtendo resultados bastante consistentes com a hipotese do estudo. Em suma, os
resultados sugerem que um mesmo perfil genético possa resultar em transtornos

diferentes em cada sexo.

Tendo em vista que o estudo do TDAH foi por muito tempo restrito aos casos
infantis, devido a um reconhecimento tardio de que esta patologia também pode se
manifestar na vida adulta, pesquisas em amostras infantis s&o muito mais vastas do
que aquelas relacionadas aos casos adultos. Apesar dos mesmos sintomas serem
utilizados na pratica clinica para a realizacdo do diagnéstico em criancas e adultos,
novos achados vado se somando no sentido de demonstrar que 0S mecanismos
etiologicos podem diferir, podendo, inclusive, representar transtornos distintos (Caye
et al. 2016; Moffitt et al. 2015). Algumas revisdes reforcam essa hipotese, como por
exemplo Cupertino et al. (2016) que ao analisar genes do complexo SNARE relata
associacdes de alguns polimorfismos na amostra de criancas, mas nao na de adultos

e vice-versa.

No campo do estudo de contribuicdo genética em diferentes enfermidades,
houve uma série de avancos no que tange ao desenvolvimento de técnicas
laboratoriais. Dessa forma, uma das abordagens metodologicas que foi fortemente
implementada na pesquisa de doencas multifatoriais é a analise de variantes genéticas
em escala genGmica. Tal estratégia se tornou uma realidade com as plataformas de
micro-arranjos e com o desenvolvimento de programas com capacidade de processar
a grande quantidade de dados gerados. Apesar do desenvolvimento de diferentes
metodologias, alcancar tamanhos amostrais que garantam poder estatistico € uma

forte limitacdo. Além disso, o reconhecimento de que o TDAH apresenta uma grande

54



heterogeneidade clinica exige que subgrupos mais homogéneos sejam selecionados,
com o objetivo de detectar mais facilmente os componentes genéticos envolvidos na
etiologia e na manifestacao clinica associada a patologia. Contudo, o fracionamento
da amostra em estudos gendmicos ainda néo representa uma possibilidade real, nem
mesmo para 0s consorcios que foram criados na tentativa de contornar a problemética
de pequeno tamanho amostral, e por consequéncia aumentar o poder das analises.
Dessa forma, métodos de analise como a de genes candidatos — que consideram
hipdteses prévias, as quais sdo formuladas com base no conhecimento prévio de
estudos da fisiopatologia do transtorno — continuam sendo utilizados e ainda sao os
Unicos responsaveis por achados de associacdo com significancia estatistica quanto
ao TDAH. Assim, modelos animais e estudos bioquimicos implicaram genes do
sistema serotoninérgico como bons candidatos a serem estudados no TDAH, e a mais
célebre meta-andlise deste transtorno forneceu forte suporte ao estudo do gene
HTR1B (Gizer et al. 2009).

As diferentes comorbidades que comumente se manifestam representam um
papel destacado na complexidade do espectro clinico dos pacientes. Como citado nos
capitulos anteriores, as comorbidades podem ser incluidas na categoria de
internalizantes ou externalizantes, sendo que mulheres mais frequentemente
apresentam transtornos de natureza internalizante, enquanto homens tendem a
manifestar a categoria externalizante de forma mais prevalente. Tais achados podem
ser vinculados, na nomenclatura biologica, ao dimorfismo sexual. Apesar desse fator
ter uma contribuicdo reconhecida na diferenca de prevaléncia de determinados
transtornos e de influenciar no curso sintomatolégico observado entre homens e
mulheres, ele ndo tem recebido a devida atencdo nas andlises, em particular nos
estudos que testam a susceptibilidade genética. As diferencas observadas no perfil
clinico de individuos com transtornos psiquiatricos podem ser reflexo de mecanismos
etiologicos distintos. De fato, a abordagem de analise utilizada neste trabalho € um
exemplo de que a sele¢do de grupos mais homogéneos, neste caso quanto ao sexo e

por consequéncia de perfil de comorbidades, auxilia na deteccdo de sinais de

55



associacgao distintos, ligados a fatores genéticos nos subgrupos especificos. Na vida
adulta, esta perspectiva considera a influéncia dos hormonios sexuais (que podem até
mesmo alterar padrdes de expressao de genes), excluindo um importante componente
de heterogeneidade (Gobinath et al. 2017).

Apesar de diferentes estudos terem sugerido o sistema serotoninérgico como
envolvido em diferentes transtornos psiquiatricos, inclusive no TDAH em criancas e
em fendtipos relacionados, poucos trabalhos foram dedicados a analise do receptor
de serotonina 5-HT1B em adultos com TDAH. Apesar da escassez generalizada de
estudos com este receptor, um estudo foi capaz de reportar efeito dimérfico ao analisar
diferentes polimorfismos do gene HTR1B (Conner et al. 2010). Nesse trabalho, ao
analisar os SNPs rs11568817, rs130058, rs6296 e rs13212041, Conner et al. (2010)
nao observou nenhuma influéncia dos polimorfismos sobre o fenétipo de raiva e
hostilidade na amostra total, porém, analisando separadamente por sexo foi possivel
observar efeito dos haplotipos de baixa expressao (aqueles que continham o alelo A
para o rs1321204 em sua composi¢cdo) com o fendtipo de raiva e hostilidade em
homens. Tal associacdo nado foi encontrada na amostra de mulheres. Apesar deste
interessante achado, e de ser o Unico relato que até aquele momento sugeria efeito de
dimorfismo sexual para o 5-HT1B, os autores néo realizaram uma discusséo sobre o

sinal de efeito de dimorfismo sexual por eles capturado.

Na presente dissertagcéo, apresentamos dados que corroboraram a associagao
dos alelos que foram majoritariamente considerados como de risco para diferentes
transtornos em amostras caucasianas. Assim, apesar de ndo termos encontrado
associacdo dos SNPs com o TDAH como desfecho, encontramos associacoes
significativas do rs130058 — alelo T com risco aos transtornos por uso de substancias
e de &lcool em homens e do rs6296 — alelo C como protetivo ao transtorno de
ansiedade generalizada em mulheres. Porém, nosso resultado mais interessante
certamente diz respeito ao rs11568817 — alelo G. Esse polimorfismo foi associado com
transtorno por uso de substancias e alcool em homens, enquanto que o mesmo alelo

foi associado com transtorno de ansiedade generalizada em mulheres, além de ter
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sido nominalmente associado com transtorno depressivo maior também em mulheres.
Logo, verificamos que o mesmo alelo do rs11568817 do HTR1B pode estar
relacionado aos transtornos externalizantes em homens e aos internalizantes em
mulheres, da mesma forma que foi previamente descrito para o 5-HTTLPR — alelo S
do gene SLC6A4 (Gressier et al. 2016).

O fato de nao termos encontrado associacao deste polimorfismo com o TDAH
em si (como foi observado em criancas — Gizer et al. 2009) remonta novamente a
necessidade de pesquisar as variantes que foram implicadas ao transtorno em
criancas de forma exploratoria em adultos (por poderem ter etiologias distintas, como
ja comentado previamente). Desta forma, o presente trabalho ajuda a responder
algumas perguntas, mas principalmente, traz a tona a necessidade de repensar o
desenho de estudo. Isso porque, mesmo sendo o primeiro trabalho a ter analisado o
gene do receptor de serotonina HTR1B pela perspectiva do efeito de dimorfismo
sexual, obtivemos éxito em encontrar associacdes no subgrupo de homens e
mulheres, as quais poderiam ter sido mascaradas em uma analise com ambos os

sexos em um Unico grupo.

Concluindo, os presentes resultados se somam as variadas evidéncias de que
0 sexo pode ter um papel crucial nos estudos genéticos de associacdo, notadamente

na psiquiatria.
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Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 01-321 Versdo do Projeto: 22/01/2002 Versdo do TCLE: 22/01/2002

Pesquisadores:

PAULO SILVA BELMONTE DE ABREU
CLAITON H. 0. BAU

EUGENIO GREVET

CARLOS ALBERTO IGLESIAS SALGADO
BETINA CHAIT

Titulo: ESTUDQ DAS BASES MOLECULARES DO TRANSTORNQ DE DEF ICIT DE
ATENGCAO/HIPERATIVIDADE EM ADULTOS

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo.de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA néo participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde constam como pesquisadores.
Tada e qualquer alteragéo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA.

Par pertencer a uma area temé’uca especial este projeto somente poderd ser iniciado apds a sua aproyagio
pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

// Po o Alegre, 25 de janeiro de.2002.

Profa. Themis Reverbel da levelr
Coordenadaora do GPPG e CEP-HCPA
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