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RESUMO

O tabagismo € o transtorno por uso de substancia mais prevalente, sendo a segunda
causa de morte evitdvel no mundo. O tabagismo é fortemente relacionado com transtornos
psiquiatricos, entre eles o transtorno de déficit de atencdo/hiperatividade (TDAH). Ha
evidéncias de que o TDAH é um fator de risco e pode influenciar os mecanismos
moleculares do tabagismo. A prevaléncia de tabagistas entre os pacientes com TDAH ¢
maior quando comparada com a populacdo geral. A cognicdo pode ser influenciada pelo
tabagismo de maneira positiva e negativa, enquanto se observa uma melhora no
desempenho cognitivo de alguns individuos, em outros € observado o efeito oposto,
acarretando déficits permanentes. A nicotina atua através dos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs), que estdo envolvidos em diversos processos no sistema nervoso
central. Os nAChRs sé@o importantes para modular a liberacdo de neurotransmissores como
dopamina, acetilcolina e glutamato. O complexo génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4
codifica as subunidades a5, a3 e 4 de receptores nicotinicos, respectivamente. Estudos de
associacdo e GWAS tém demonstrado esse complexo como importante na suscetibilidade
ao tabagismo, assim como em outros transtornos psiquiatricos e na cognicdo. No presente
trabalho, foram avaliados oito polimorfismos do complexo génico na suscetibilidade ao
tabagismo em pacientes com e sem TDAH e no desempenho cognitivo em pacientes com
TDAH. A amostra foi composta por 1118 individuos, incluindo tabagistas e ndo tabagistas
com TDAH e tabagistas e ndo tabagistas da populacdo geral. Destes, em 313 tabagistas e
ndo tabagistas com TDAH foi avaliado o desempenho cognitivo. Nossos resultados
apontam associacdo de dois polimorfismos (rs578776 e rs3743078) com um maior risco
para o tabagismo somente em pacientes com TDAH. Com relag¢do a cognicdo, outros dois
polimorfismos (rs588765 e rs8023462) foram associados com alto e baixo desempenho
cognitivo, respectivamente. Além disso, a interacdo do polimorfismo rs588765 com o
tabagismo mostrou resultado significativo, no qual o efeito positivo do polimorfismo é
anulado pelo uso de nicotina. Nossos resultados confirmam o papel do complexo génico
CHRNAS5-CHRNA3-CHRNB4 no tabagismo e na cognicdo, e reforcam o papel do TDAH

como modulador na suscetibilidade ao tabagismo.



ABSTRACT

Tobacco smoking is the most prevalent substance use disorder, considered the
second cause of preventable death worldwide. Tobacco smoking is associated with
psychiatric disorders, such as attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD). There is
evidence that ADHD is a risk factor and can influence the molecular mechanisms of
tobacco smoking. The prevalence of smoking in patients with ADHD is higher when
compared with general population. Cognition may be influenced by smoking in a positive
or negative way, while it is observed an improvement in cognitive performance in some
individuals, for others it is observed the opposite effect, leading to permanent deficits.
Nicotine acts through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), which are involved in a
wide range of processes in central nervous system. nAChRs are important to modulate the
release of neurotransmitter such as dopamine, acetylcholine and glutamate. CHRNAS5-
CHRNAS3-CHRNB4 gene cluster encodes the nicotinic acetylcholine receptor a5, a3 and
B4 subunits. Association studies and GWAS have demonstrated this cluster as relevant in
the susceptibility of tobacco smoking, as well as in others psychiatric disorders and
cognition. In the present study, eight polymorphisms in the gene cluster were analyzed in
the susceptibility to smoking in patients with and without ADHD and in cognitive
performance in patients with ADHD. The sample comprised 1118 individuals including
smokers and nonsmokers with ADHD and smokers and nonsmokers from general
population. Among these, in 313 smokers and nonsmokers with ADHD the cognitive
performance was evaluated. Our results showed an association of two polymorphisms
(rs578776 e rs3743078) with an increased risk for tobacco smoking only in patients with
ADHD. Regarding cognition, another two polymorphisms (rs588765 e rs8023462) were
associated with high and low cognitive performance, respectively. Moreover, the
interaction between rs588765 polymorphism and smoking showed significant results, in
which the positive effect of the polymorphism seems to be inhibited by nicotine use. Our
results confirm the role of CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster in tobacco smoking
and cognition, and reinforce the role of ADHD as modulating tobacco smoking

susceptibility.
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Capitulo 1

INTRODUCAO




1.1 Consideracdes Iniciais

O uso de substdncias € muito difundido em vérias sociedades e atinge
principalmente adolescentes e adultos jovens. As substancias mais amplamente utilizadas
sdo nicotina (na forma de cigarro de tabaco), alcool (disponivel em diversas formas de
bebidas), maconha, cocaina, heroina e opidides (OMS, 2007). O consumo de substancias
compreende dois principais mecanismos de ac¢do: o primeiro envolve o efeito toxico da
substancia, seja imediato ou em longo prazo, de forma cumulativa; e o segundo envolve a
dependéncia da substancia, no qual o uso tornou-se habitual, o usuario ndo escolhe usar a
substancia apenas pelos seus efeitos aparentemente benéficos e a vontade de utilizar ndo
esta mais sob o controle do usuario (Goforth et al., 2010).

O uso de substancias é altamente relacionado com transtornos psiquiatricos.
Individuos diagnosticados com algum transtorno psiquiatrico tem uma maior
suscetibilidade ao uso de substancias quando comparados com a populacdo em geral
(Lising-Enriquez and George, 2009; Aubin et al. 2012; Jamal et al. 2012). Os transtornos
psiquiatricos sdo muito frequentes na populacdo mundial e acarretam prejuizos importantes
na vida dos individuos. A maioria dos transtornos possui heranca complexa ou
multifatorial, no qual diversos genes, cada um com pequeno efeito, agem juntamente com
variaveis do ambiente no desencadeamento da doenca. Sendo assim, a genética psiquiatrica
busca uma melhor compreensdo dos genes que possam estar envolvidos no
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como o tabagismo e o transtorno de déficit de

atencdo e hiperatividade e nas suas inter-relacdes.

1.2 Tabagismo

O tabaco € uma droga causadora de dependéncia e é uma das drogas mais
amplamente usada em todo o mundo, sendo que a maioria inicia o habito na adolescéncia.
Mundialmente, estima-se que aproximadamente 1 bilhdo de homens e 250 milhdes de
mulheres sdo fumantes, sendo o tabagismo considerado um grave problema de salde
publica (WHO, 2011). No Brasil, 14,8% da populacdo acima de 18 anos sdo fumantes,
sendo Porto Alegre a capital brasileira com maior prevaléncia, 23% (VIGITEL, 2011).

Além disso, o tabagismo é a segunda causa de morte evitavel no mundo segundo a
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Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 2011). O consumo de tabaco provoca efeitos
cronicos na salude do usuario e estd associado a mortalidade por doenga pulmonar
obstrutiva cronica, doenca coronariana, hipertensdo arterial, acidente vascular encefalico e
diversos tipos de cancer, entre eles pulméo, boca, laringe, faringe, esdfago e pancreas
(INCA, 2011; WHO, 2011). A ocorréncia desses e outros problemas adversos dependeréo
da quantidade, da forma e do padrdo de uso da substancia, porém a exposicao a fumaca de
produtos de tabaco (tabagismo secundario) j& é um fator que contribui para o
desenvolvimento ou agravamento de diversas outras doencas (Frishman et al., 2006;
Berggren et al., 2007; INCA, 2011).

O modo de uso de tabaco é variavel, porém o cigarro € a forma de tabaco mais
comumente usada em todo o mundo (Cummings et al., 2009). O cigarro contém mais de
quatro mil componentes diferentes, entre eles monoxido de carbono, fenol, acido acético,
dioxido de nitrogénio e nicotina (Miller and Cocores, 1991). A nicotina é apontada como o
principal agente psicoativo responsavel pelo desenvolvimento e manutengdo da
dependéncia, efeitos cognitivos e sindrome de abstinéncia (Henningfield et al., 1985, 2009;
Pickworth et al., 1999; Brennan et al., 2010). De acordo com um dos cientistas de uma das
maiores companhia de tabaco “Ninguém jamais se tornou tabagista por fumar cigarros sem
nicotina”, afirmando a importancia da nicotina encontrada no cigarro (Dunn, 1972 citado
em Cummings et al.,, 2009). Embora haja consenso que a nicotina é responsavel pela
dependéncia, ainda hd muita variacdo individual na resposta a essa substancia, com muitos
individuos tornando-se totalmente dependentes enquanto outros parecem ser capazes de
interromper o uso com facilidade (Cummings et al., 2009).

A nicotina, no sistema nervoso central (SNC), influencia a atividade neuronal, a
comunicacdo sinaptica e 0 comportamento através da sua interacdo com receptores de
membrana especificos conhecidos como receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs;
Mansvelder and McGehee, 2002; Gotti et al., 2009). Ao ativar esses receptores, a nicotina,
assim como outras drogas, promove um aumento na liberacdo de neurotransmissores, entre
eles a dopamina (DA) em regides do cérebro importantes para o desenvolvimento de abuso
de substancias. As vias dopaminérgicas mesolimbica e mesocortical tém origem na area
tegumentar ventral (ATV). A primeira conecta-se com o sistema limbico (nucleus
accumbens, hipocampo e amigdala) e esta envolvida na recompensa e no refor¢o do uso de

substancias. Ja a segunda projeta-se para regifes corticais, incluindo o cortex pré-frontal
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(CPF), estando relacionada com varios processos cognitivos (Genro et al., 2010; Jasinska
et al., 2013). As regides consideradas importantes para o desenvolvimento da dependéncia
de substancias, como o CPF, a ATV, o nucleus accumbens, e o striatum, além das
projecdes DAérgicas, contém projecdes glutamatérgicas e GABAérgicas, nas quais estdo
presentes uma alta concentragdo de nAChRs (Figura 1; Mihailescu and Drucker-Colin,
2000; Gotti and Clementi, 2004; Herman and Sofuoglu, 2010; Dichter et al., 2012). A
ATV contribui para a dependéncia ao sinalizar para o cérebro que as substancias sdo
importantes de uma perspectiva emocional e € responsavel pela compulsdo pelo uso da
substancia (Wise, 1998; Gotti and Clementi, 2004; Kalivas and Volkow, 2005). O cortex
estd envolvido nos efeitos das substancias sobre as sensacOes e percepcgdes, aléem dos
comportamentos e pensamentos complexos envolvidos na fissura € no uso descontrolado
das substancias (Volkow et al., 2012). O nucleus accumbens esta envolvido na motivacédo e
aprendizado, terminais DAérgicos se projetam até essa regido na qual as substancias
psicoativas aumentam a liberacdo de DA, sendo que esse evento é significante no reforgo
do uso da substancia (Cardinal et al., 2002; Barik and Wonnacott, 2009; Volkow et al.,
2012).

Mesolimbic DA
Mesocortical DA
s Nigrostriatal DA
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Figura 1: llustracdo esquemética da via DA e circuitos que regulam a liberacdo de DA no
cérebro. Os neurdnios DA na ATV/substancia nigra (SN) projetam-se para o nucleus accumbens
(via mesolimbica; laranja) e para o cortex (via mesocortical; amarela). Fibras glutamatérgicas
excitatorias (verde) projetam-se do CPF, amigdala e hipocampo para nucleus accumbens (NAcc).
As projecdes GABAérgicas (vermelho) séo enviadas do NAcc para o pallidum ventral que reprime
essa regido e por consequéncia inibe a ATV, facilitando assim o disparo dos neurdnios DA na
ATV. Amyg: amigdala; DA: dopamina; GABA: projecdes GABAérgicas; Glu: projecoes
glutamatérgicas; Hipp: hipocampo; VP: pallidum ventral; NAcc: nucleus accumbens (Fonte:
Dischter e cols. 2012)

A dependéncia ndo afeta somente os circuitos envolvidos na recompensa, mas
também aqueles envolvidos com memoria (habitos/condicionamento), motivacgdo, funcao
executiva (controle inibitorio e tomada de deciséo) e humor (Volkow et al., 2012). Assim
COmo ocorre com outras substancias, a exposi¢cdo a nicotina provoca neuroadaptacoes
cerebrais, como o condicionamento ou aprendizagem, através da modulacdo da DA nas
regides subcortical e cortical. Devido ao condicionamento cerebral, um estimulo neutro
que esta ligado com o efeito reforcador de uma substancia, é capaz de aumentar a liberacao
de DA em regibes cerebrais em antecipacdo a recompensa. Esse efeito esta associado com
0 comportamento de procura pela substancia e o intenso desejo pelo uso da substancia
(Kalivas and Volkow, 2005; Volkow et al., 2012).

Ha evidéncias de estudos de gémeos, familias e adocdo de que fatores genéticos
tém um papel importante no tabagismo e contribuem para a variacéo individual observada.
As estimativas de herdabilidade mostram que ela é significativa em diferentes estagios do
tabagismo como iniciacdo ao fumo, progressdo a dependéncia de nicotina e interrupcao do
uso de tabaco, além de poder ser influenciada pelo sexo (Li, 2003; Hamilton et al., 2006;
Schnoll et al., 2007). Um estudo de gémeos estimou a herdabilidade para a iniciacdo ao
tabagismo em 44% tanto para homens como para mulheres; e de 75% para a dependéncia
(Vink et al., 2005). Com relacdo a cessacdo do tabagismo, estima-se uma herdabilidade de
aproximadamente 50% (Schnoll et al., 2007). Pessoas adotadas tem uma probabilidade de
duas a cincos vezes maior de se tornarem fumantes se os irmaos bioldgicos (em ambientes
separados) forem fumantes. Observou-se também que homens adotados tem maior
probabilidade de se tornarem fumantes se sua méde biologica for fumante (Osler et al.,
2001).
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Estudos de associagdo tém sido amplamente utilizados para compreender a
suscetibilidade genética de transtornos psiquiatricos como o tabagismo. Os genes
candidatos sdo selecionados por serem possivelmente relevantes para a neurobiologia do
transtorno ou por resultados significativos em estudos de associagdo por varredura
gendmica (GWAS). Os estudos de varredura gendmica e meta-andlises de GWAS tém
mostrado resultados significativos para os complexos génicos contendo os genes dos
receptores nicotinicos subunidade alfa-5 (CHRNAS), subunidade alfa-3 (CHRNA3) e
subunidade beta-4 (CHRNB4) presentes no cromossomo 15 e subunidade alfa-6
(CHRNAG) e subunidade beta-3 (CHRNB3) no cromossomo 8p, além do gene da enzima
de metabolizagdo da nicotina citocromo P450 2A6 (CYP2AG6; Bierut et al., 2007;
Thorgeirsson et al., 2008, 2010; Furberg et al., 2010; Liu et al., 2010). Uma meta-analise
anterior ja havia demonstrado resultados significativos também para o gene do receptor D2
de dopamina (DRD?2), da proteina transportadora de serotonina (5-HTT/SLC6A4) e da
enzima de metabolizacdo da nicotina CYP2A6 (Munafo et al., 2004).

Além disso, sabe-se que fatores ambientais também tém influéncia no tabagismo,
apesar do pouco conhecimento sobre eles. No entanto, acredita-se que baixo nivel
socioecondmico, problemas familiares, além de aspectos culturais e sociais podem ser
apontados como fatores que tém influéncia sobre a dependéncia (de Viron et al., 2013;
Hayatbakhsh et al., 2013). Christakis and Fowler (2008) avaliaram como aspectos sociais
influenciam a cessacdo do uso de nicotina. Os resultados mostraram que fumantes, cuja
rede social incluia uma parte crescente de ndo fumantes ou ex-fumantes estavam mais
propensos a parar de fumar ao longo do tempo, enquanto aqueles cuja rede social era
principalmente de fumantes continuavam a fumar. Esses achados demonstram um papel do
ambiente no tabagismo, e assim como as relagcdes sociais influenciam a cessacdo do uso,
elas também séo importantes na iniciacdo ao uso da nicotina.

A prevaléncia de tabagismo é maior em pacientes com outros transtornos
psiquiatricos do que na populacdo geral. Destacam-se as associagdes com o transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH), foco da presente Tese, bem como
esquizofrenia, transtorno depressivo maior (TDM), transtorno de humor bipolar (THB),
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e dependéncia de alcool (Lising-Enriquez and
George, 2009; Morisano et al., 2009; Sousa et al., 2011; Aubin et al., 2012; Jamal et al.,
2012).
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1.3 Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH)

O TDAH é um transtorno de neurodesenvolvimento comum e complexo
caracterizado por desatencdo, desorganizacao, distragdo, humor instavel, hiperatividade,
inquietagdo e impulsividade, causando prejuizos significativos na vida dos individuos
(Adler, 2008; Franke et al., 2012). O TDAH est4 entre os transtornos psiquiatricos mais
frequentes na infancia, atingindo uma prevaléncia de 5,3% das criancas em idade escolar
no mundo todo (Polanczyk et al., 2007). Diferentemente do que se pensava ha algumas
décadas, o TDAH persiste durante a adolescéncia e idade adulta, atingindo uma
prevaléncia entre 2,5 e 4,9% em adultos (Franke et al., 2012).

As caracteristicas predominantes do TDAH em adultos diferem do TDAH tipico
em criangas, apresentando os adultos relativamente menos sintomas de hiperatividade e
impulsividade e mais sintomas de desatencdo (Franke et al., 2012). Os prejuizos associados
ao TDAH sdo principalmente nas relagdes sociais e académicas, sendo diferentes de
acordo com a fase do desenvolvimento. Criancas e adolescentes com o transtorno
apresentam baixo desempenho escolar, altas taxas de repeténcia, expulsdes, abandono
escolar, além de delinquéncia, problemas de conduta e experimentacao e abuso precoce de
substancias. Em adultos o TDAH esta relacionado com dificuldades nos relacionamentos,
altas taxas de divércios e separacdes, esquecimento das contas a pagar, dificuldade na
organizacdo de tarefas e do tempo, conducdo imprudente de veiculos (maiores taxas de
acidentes de transito e infracdes por excesso de velocidade), além de alta frequéncia na
troca de empregos (Haavik et al., 2010; Kieling and Rohde, 2012).

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM; American
Psychiatric Association, 1994) reconhece os sintomas comportamentais do TDAH em duas
dimensdes distintas, uma relacionada a desatencao e outra refletindo uma combinacéo de
hiperatividade e impulsividade. Essas dimensdes podem ser expressas em diferentes graus
entre 0s pacientes retratando os principais subtipos do transtorno como predominante
desatento, predominante hiperativo-impulsivo e combinado, que é o mais frequente e o
mais debilitante. Adultos diagnosticados com TDAH devem apresentar inicio dos sintomas
na infancia e persistir com os sintomas apos a adolescéncia.

O TDAH ¢é um transtorno heterogéneo com consideravel variabilidade

interindividual, refletindo a diversidade de vias causais que levam ao desenvolvimento do
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transtorno, entre eles anormalidades do SNC e fatores genéticos (Purper-Ouakil et al.,
2011). O desenvolvimento do TDAH esta relacionado com anormalidades estruturais e
funcionais em regides especificas do cérebro. Entre as principais regides relacionadas ao
transtorno encontram-se o cortex frontal e parietal, os ganglios da base, o cerebelo e 0
hipocampo (Purper-Ouakil et al., 2011). Estudos de neuroimagem mostram que individuos
com TDAH exibem uma reducdo global do cérebro quando comparado com controles, em
criancas essa reducdo pode variar entre 3% e 8%, e algumas areas especificas apresentam
diferencas mais proeminentes, como um volume reduzido do cortex pré-frontal (CPF;
Castellanos and Tannock, 2002; Kieling et al., 2008; Carmona et al., 2009; Mahone et al.,
2011). Além disso, foi observado que a normalizacdo dos volumes ao longo do
desenvolvimento em regides como cortex parietal e hipocampo resultam em uma melhora
clinica dos sintomas, enquanto que a progressiva reducdo de volume no cerebelo e
hipocampo é associada com persisténcia dos sintomas (Giedd and Rapoport, 2010).

O mecanismo de ac¢do do metilfenidato (MPH), principal agente farmacoldgico para
o tratamento do TDAH, reforca a hipotese de que o transtorno esta vinculado a uma
disfuncdo DAérgica (Genro et al., 2010), visto que ele atua bloqueando o transportador de
dopamina (DAT), impedindo assim a recaptacdo da DA e por consequéncia aumentando a
disponibilidade desse neurotransmissor no cérebro (Volkow et al., 2005). No entanto,
ainda h& muitas inconsisténcias na literatura, entre elas a discrepancia na quantidade de
DAT no cérebro de pacientes com TDAH, assim como a disponibilidade de receptores de
DA (Del Campo et al., 2011). Apesar das inconsisténcias, estudos de neuroimagem
mostram que a neurotransmissdo DAe€rgica no cérebro esta interrompida no TDAH e pode
ser responsavel por sintomas de desatencdo e impulsividade (Volkow et al., 2009). Além
disso, ha evidéncias de que pacientes com o transtorno apresentam déficits de recompensa
e motivacdo, necessitando de incentivos mais fortes, além de preferirem pequenas
recompensas imediatas ao invés de recompensas maiores mais tarde (Tripp and Wickens,
2008; Volkow et al., 2011). Estudos de neuroimagem mostraram uma menor ativacdo da
via DAérgica de recompensa em pacientes com TDAH, causando assim déficits
motivacionais e de recompensa (Volkow et al., 2009).

Estudos de familia tém mostrado um maior risco para o desenvolvimento do TDAH
entre 0s pais e irmaos de criangas com o transtorno e entre os filhos de adultos com TDAH

(Purper-Ouakil et al., 2011; Franke et al., 2012). A agregacdo familiar dos sintomas de

18



TDAH pode ser explicada devido ao compartilhamento de fatores genéticos e ambientais.
Estudos de adocao e gémeos sdo usados para elucidar as contribuicdes relativas dos genes
e do ambiente na variagdo fenotipica do TDAH. Evidéncias apontam que os fatores
genéticos explicam uma grande proporcéo da variabilidade do transtorno, sendo estimada
uma herdabilidade de 76% (Faraone et al., 2005). Diversos fatores ambientais tém sido
reconhecidos como fatores de risco para o0 TDAH, entre eles eventos intrauterinos como
ansiedade e estresse materno durante a gravidez, complicacbes na gestacdo ou no parto,
uso de substancias pela mée durante a gravidez, exposi¢do pré-natal a toxinas ambientais,
baixo peso ao nascer e prematuridade. Além disso, convulsdes, lesdes cerebrais e altos
niveis de conflitos familiares sdo apontados como fatores ambientais pds-natal (Purper-
Ouakil et al., 2011; Thapar et al., 2012). Sendo assim, a suscetibilidade ao TDAH é
considerada multifatorial, na qual a combinacéo de fatores genéticos e ambientais atua na
manifestacdo dos sintomas.

Devido a participacdo de fatores genéticos no desenvolvimento do TDAH, diversos
estudos tém buscado identificar os genes envolvidos (Faraone and Mick, 2010; Akutagava-
Martins et al., 2013). Estudos de meta-analise indicam resultados significativos para o gene
da proteina transportadora de dopamina (DAT1/SLC6A3), do receptor D4 de dopamina
(DRD4), do receptor D5 (DRD5), da proteina transportadora de serotonina (5-
HTT/SLC6A4), do receptor 1B de serotonina (HTR1B) e da proteina associada ao
sinaptossoma de 25kDa (SNAP25; Gizer et al., 2009; Purper-Ouakil et al., 2011). Os
estudos de varredura genémica nao tém mostrado resultados consistentes que permanecam
significantes apds correcdes (Lesch et al., 2008; Neale et al., 2008, 2010; Franke et al.,
2009; Mick et al.,, 2010). Por outro lado, esses estudos tém sugerido novos locos
candidatos, sendo que os genes candidatos anteriormente considerados para 0 TDAH nao
sdo encontrados entre os principais resultados (Franke et al., 2009). O gene da caderina 13
(CDH13), presente na regido cromossdmica 16q, codificando uma molécula de adesao
celular, destaca-se por ser o unico loco com sobreposicdo entre os diferentes GWAS
(Lasky-Su et al., 2008; Lesch et al., 2008; Neale et al., 2008, 2010; Franke et al., 2009;
Mick et al., 2010). Genes envolvidos na adesdo celular, nos sistemas de comunicagédo
célula-célula e no desenvolvimento e maturacdo cerebral estdo entre os genes sugeridos

pelos estudos de varredura gendmica do TDAH (Franke et al., 2009).
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A presenca de comorbidades, além dos sintomas béasicos do transtorno, € muito
comum em adultos com TDAH. Estima-se que as taxas de comorbidades séo de 50% para
transtornos internalizantes, como transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno
depressivo maior (TDM), e 60% para externalizantes, como transtorno de personalidade
antissocial (TPAS), transtorno de humor bipolar (THB), transtorno opositor desafiante
(TOD), transtorno de conduta (TC) e abuso/dependéncia de substancias (Nutt et al., 2007;
Taurines et al., 2010). Em alguns casos o inicio dos transtornos comdrbidos coincide com
0 periodo no qual os sintomas do TDAH atingem um nivel significante clinicamente,
porém a maioria das comorbidades ocorre mais tarde, principalmente durante adolescéncia
e idade adulta (Taurines et al., 2010).

1.4 TDAH e Tabagismo

O TDAH e o tabagismo estdo fortemente relacionados, sendo que o TDAH ¢
considerado um fator de risco para 0 uso de substancias em geral (Biederman et al., 1998;
Ohlmeier et al., 2007; van Emmerik-van Oortmerssen et al., 2012). Criancas com TDAH,
quando chegam a adolescéncia, tém um maior risco para desenvolverem transtornos de
abuso ou dependéncia de alcool, nicotina, drogas ilicitas como cocaina e maconha, e outras
substancias, quando comparadas com aquelas sem o transtorno (Tercyak et al., 2002;
Wilens et al., 2008; Lee et al., 2011). Especificamente, a probabilidade de pacientes com
TDAH tornarem-se tabagistas € trés vezes maior (Tercyak et al., 2002). Além disso,
individuos com TDAH iniciam o uso de nicotina mais precocemente, Sa0 mais propensos a
transicdo de experimentacdo para uso regular, consomem maiores quantidades de tabaco,
apresentam uma dependéncia mais grave, maior intensidade dos sintomas de abstinéncia e
maior dificuldade para cessar o uso (Tercyak et al., 2002; McClernon and Kollins, 2008;
Wilens et al., 2008; Glass and Flory, 2010; Gray et al., 2010; Matthies et al., 2013). O
tabagismo também € um fator de risco significante para o desenvolvimento da dependéncia
de outras drogas, particularmente em jovens com TDAH, sendo o tabaco considerado por
muitos autores como uma porta de entrada para outros tipos de substancias (Biederman et
al., 2006; Ohlmeier et al., 2007; Wilens et al., 2007).

Os mecanismos envolvidos na relacdo entre o tabagismo e o0 TDAH ainda ndo estédo

bem estabelecidos, e diversas hipdteses tém sido propostas na tentativa de compreender
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essa relacdo (McClernon and Kollins, 2008; Glass and Flory, 2010). Uma das hipoteses
considera que pode haver um mecanismo comum para as duas condi¢des, na qual
compartilham um mesmo sistema de neurotransmissdo. Como mencionado anteriormente,
0 TDAH é associado com uma alteragdo da transmissdo DAérgica e a nicotina, através dos
receptores nicotinicos, pode modular a atividade DAérgica. Sendo assim, 0 uso da
substancia pode ser mais recompensador para individuos com TDAH devido as diferencas
na transmissdo de DA e ser um fator importante para reforcar o uso continuo da substancia
(Milberger et al., 1997; McClernon and Kollins, 2008).

Déficits neuropsicolégicos sdo comuns em criancas e adultos com TDAH
(Schoechlin and Engel, 2005; Lambek et al., 2011; Biederman et al., 2012), sendo que
prejuizos na atencdo, na memoria e na inibicdo comportamental sdo caracteristicas
relevantes nesses pacientes (Hervey et al., 2004). Adultos com TDAH apresentam, em
média, escores um pouco mais baixos no QI (quociente de inteligéncia) e em outros testes
cognitivos se comparados a adultos sem o transtorno (Schoechlin and Engel, 2005;
Bridgett and Walker, 2006; Advokat, 2010; Silva et al., 2013). Dessa forma, existe uma
hipdtese sugerindo que individuos com desempenho cognitivo que em determinados
aspectos pode ser sutilmente diferente seriam mais suscetiveis ao possivel efeito
estimulante da nicotina no SNC. Este efeito proporcionaria uma melhora na atencdo, em
processos cognitivos, no humor e no controle de impulsos (Day et al., 2007; Ohlmeier et
al., 2007; McClernon and Kollins, 2008; Potter and Newhouse, 2008; Winterer et al.,
2010). Esse é o principio da hipdtese da automedicacdo, muito citada para explicar as altas
taxas de tabagismo em pacientes com TDAH. Nessa perspectiva, os pacientes com TDAH
fariam uso da nicotina como uma forma de aliviar os sintomas do transtorno. Entretanto,
essa teoria ndo é amplamente aceita, pois alguns estudos ndo puderam evidenciar qualquer
melhora cognitiva vinculada ao tabagismo (Whalen et al., 2003; Dinn et al., 2004;
Lambert, 2005; Wilens et al., 2007; Potter and Newhouse, 2008). Além disso, a exposi¢cdo
a nicotina durante a adolescéncia pode ter um efeito oposto em longo prazo sobre a
cognicdo na vida adulta, acarretando permanentes déficits na atencdo e no controle de
impulsos (Counotte et al., 2009) além de um aumento do risco para a depressdo e
ansiedade (Boden et al., 2010; Flensborg-Madsen et al., 2011; Mojtabai and Crum, 2013;
Moylan et al., 2013), que podem estar associadas a prejuizos cognitivos (Steffens et al.,
2006; Beaudreau and O'Hara, 2008).
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Estudos tém avaliado também se as dimensdes de sintomas do TDAH — desatencéo
vs. hiperatividade/impulsividade — e a gravidade dos sintomas tém impactos diferentes no
risco de desenvolvimento do tabagismo nesses pacientes. De acordo com Rodriguez et al.
(2008) as dimensdes de sintomas do transtorno podem estar relacionadas diferentemente
com o tabagismo de acordo com o periodo do desenvolvimento. Na adolescéncia, 0s
sintomas de desatencdo podem ser mais importantes para o desenvolvimento da
dependéncia, enquanto que na idade adulta as duas dimensdes de sintomas sdo importantes
(Rodriguez et al., 2008). Diversos estudos sugerem que o0s sintomas de desatencéo estéo
mais relacionados com um aumento significativo do uso de nicotina ao longo do tempo
(Tercyak et al., 2002; Molina and Pelham, 2003; Abrantes et al., 2005; Burke et al., 2007).
No entanto, ha também estudos demonstrando a importancia de ambos 0s sintomas,
desatencdo e hiperatividade/impulsividade, na suscetibilidade ao tabagismo (Kollins et al.,
2005; Fuemmeler et al., 2007; Upadhyaya and Carpenter, 2008; Wilens et al., 2008).
Segundo Kollins et al. (2005) a gravidade dos sintomas tem um papel importante na
relacdo entre TDAH e tabagismo, sendo que quanto maior 0 nimero de sintomas do
TDAH maior a probabilidade do paciente fazer uso regular da substancia. Além disso,
pacientes do subtipo combinado iniciam o uso de nicotina mais precocemente e em
maiores quantidades (Kollins et al., 2005).

A presenca de outros transtornos psiquiatricos em pacientes com TDAH, também
tem sido relacionada com maior risco para o tabagismo em adolescentes e adultos. Entre as
comorbidades mais relacionadas com o TDAH e o tabagismo estdo: transtorno depressivo
maior (TDM; Rohde et al., 2004; Dierker et al., 2006), transtorno de ansiedade
generalizada (TAG; Dierker et al., 2006), transtorno de conduta (TC; Flory et al., 2003;
Dierker et al., 2006; Biederman et al., 2008), transtorno de personalidade antissocial
(TPAS; Rohde et al., 2004; Glass and Flory, 2010) e transtorno opositor desafiante (TOD;
Rohde et al., 2004; Dierker et al., 2006; Glass and Flory, 2010).

As dimensdes de temperamento — tais como as propostas por Cloninger et al.
(1993) - procura por novidades, evitacdo de danos, dependéncia de recompensa e
persisténcia - também tém sido relacionadas com o TDAH e o tabagismo. Escores mais
elevados em procura por novidades mostraram-se associados com o tabagismo (Pomerleau
et al.,, 1995; Etter et al. 2003). Além disso, ha estudos mostrando que individuos com

TDAH tabagistas apresentam escores significativamente mais elevados de procura por
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novidade do que individuos somente com TDAH ou somente tabagistas sugerindo um
efeito adicional da associacdo desses dois transtornos com a varidvel do temperamento
(Downey et al., 1996; Tercyak and Audrain-McGovern, 2003).

Outro mecanismo potencialmente relevante na associacdo entre TDAH e tabagismo
¢ o0 da desinibicio comportamental, a qual tem sido caracterizada como uma
vulnerabilidade generalizada para transtornos externalizantes como TDAH, transtorno por
uso de substéancias (TUS), TC e TPAS (Young et al., 2009). Dinn et al. (2004) encontraram
escores elevados de hiperatividade, impulsividade, procura por novidades e diagndstico de
TPAS associados com o tabagismo. Assim como Sousa et al. (2011) observaram uma
maior frequéncia de TUS e TPAS, além de escores elevados de procura de novidades e
baixos de evitacdo de dano em pacientes com TDAH usuérios de nicotina. Dessa maneira
um perfil de temperamento, comorbidade psiquiatrica e personalidade reduziriam a
capacidade de antecipar as consequéncias nocivas em longo prazo do uso do tabaco,
priorizando o prazer imediato relacionado ao uso de nicotina.

A influéncia social (ter amigos ou familiares tabagistas, morar com algum fumante)
€ um importante preditor do tabagismo na adolescéncia e inicio da idade adulta (Glass and
Flory, 2010). Estudos sugerem que os fatores sociais estdo relacionados com as altas taxas
de tabagismo entre pacientes com TDAH, sendo que estes seriam mais vulneraveis a
influéncia social do tabagismo do que a populacdo geral. Assim, a convivéncia com
pessoas que fumam pode influenciar o paciente com TDAH no desenvolvimento de seus
proprios habitos tabagistas (Tercyak et al., 2002; Burke et al., 2007; Kalyva, 2007; Wilens
et al., 2008).

1.5 O efeito de substancias no cérebro

O efeito do tabagismo pode ser diferente entre individuos portadores ou néo
portadores de TDAH. De fato, o estudo das relacdes entre o uso de nicotina e 0 TDAH néo
pode ser dissociado da complexidade e do efeito paradoxal que envolve o efeito de drogas
estimulantes no TDAH.

O metilfenidato (MPH), usado no tratamento do TDAH, serve para atenuar 0S
sintomas de hiperatividade/impulsividade, proporcionando um efeito calmante, e 0s

sintomas de desatencéo, ajudando na melhora da concentracdo o que pode resultar em uma
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melhora no desempenho cognitivo (Gainetdinov et al., 1999; Cools et al., 2011). Por outro
lado, o uso da mesma droga pode provocar euforia, hiperatividade e desatencdo em
individuos sem TDAH, embora alguns estudos tenham mostrado uma melhora cognitiva
nesses individuos (Napolitano et al., 2010; Del'guidice et al., 2013). Sendo assim, a mesma
droga pode ter efeitos opostos de acordo com a populagéo, individuos com ou sem TDAH.
No entanto, a acdo de psicoestimulantes no cérebro de pacientes com TDAH é complexa,
sendo que alteracbes na funcdo de neurotransmissores numa regido podem induzir
mudancas em outra. O MPH atua preferencialmente no sistema DAérgico, mas também
tem acdo no sistema noradrenérgico e serotoninérgico, porém com menor afinidade nesse
altimo (Gainetdinov et al., 1999; Del'guidice et al., 2013). Uma hip6tese sobre o efeito do
MPH na reducéo dos sintomas do TDAH € que ele aumenta a concentracdo e memdoria de
trabalho por potenciar os niveis de DA no CPF, enquanto reduz a hiperatividade e
impulsividade por atenuar a liberagdo de DA no striatum (Gainetdinov et al., 1999;
Clatworthy et al., 2009; Cools et al., 2011). Os mecanismos de autorregulacdo da DA sao
menos abundantes no CPF do que no striatum, contribuindo para os diferentes niveis do
neurotransmissor nessas regides e seu efeito na reducao dos sintomas (Cools et al., 2011).

O uso de estimulantes como 0 MPH por individuos sem TDAH tem aumentado nos
altimos anos, principalmente entre estudantes universitarios que buscam por maior foco e
concentracdo durante os estudos, melhora no desempenho académico ou para induzir
euforia (Herman et al., 2011). No entanto, em individuos sem déficits cognitivos o MPH
ndo apresenta muitos beneficios, sendo que se observou que o MPH nédo atua como um
potencializador cognitivo eficaz (Lakhan and Kirchgessner, 2012). O efeito do MPH ¢
mais efetivo em individuos que apresentam um desempenho mais baixo agindo na correcao
de déficit prévios, como individuos com TDAH (Lakhan and Kirchgessner, 2012). Os
estudantes diagnosticados com TDAH frequentemente mostravam melhores desempenhos
em tarefas neuropsicolégicas quando medicados, comparado com os resultados de quando
ndo utilizam o medicamento e com pacientes ndo tratados (Lakhan and Kirchgessner,
2012; Advokat and Scheithauer, 2013).

O tabagismo é um fator ambiental que tem impacto prolongado e possivelmente
permanente no cérebro, causando alteracdes nas conexdes nervosas e aumentando 0 risco
de deméncia e prejuizos cognitivos (DiFranza et al., 2012; Wolock et al., 2013). A acdo da

nicotina através dos receptores nicotinicos (NAChRs) funciona como um agonista, porém
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em concentracdes capazes de ativar o receptor ela converte 0s nAChRs ativos para um
estado de dessensibilizacdo o qual fica inativado e ndo responde a exposi¢do subsequente
de agonistas (Bailey et al., 2010; Gould and Leach, 2013). Além disso, devido a ativacao
prolongada do receptor pelo agonista ocorre uma diminuicdo na resposta ao estimulo
(Ventura et al.,, 2010). Estudos em animais e autdpsias de tecidos em humanos tém
mostrado que o aumento no nimero de nAChRs é outro efeito em resposta ao uso de
nicotina, ao contrério de outras drogas, como cocaina € morfina, que levam ao efeito
oposto nos receptores (Gould and Leach, 2013; Jasinska et al., 2013). Receptores
adicionais seriam necessarios para manter a resposta nicotinica dos neurénios, uma vez que
0S receptores existentes estdo no estado inativo devido a dessensibilizagdo. Sendo assim, o
maior numeros de NAChRs proporciona um aumento na ligacdo da nicotina (Breese et al.,
1997). A localizacdo e a composicdo dos receptores parecem influenciar esse processo,
sendo observada uma maior quantidade de receptores nas areas corticais e no hipocampo
comparado com outras areas cerebrais (Gould and Leach, 2013; Jasinska et al., 2013). A
variacdo no numero de receptores ndo esta associada com alteracbes no mRNA, sendo um
evento pos-transcricional, o qual pode refletir uma aceleracdo na montagem dos nAChRs
(Mansvelder and McGehee, 2002; Barik and Wonnacott, 2009). Entretanto, esse processo
parece ser reversivel, no qual ap6s um periodo de abstinéncia (mais de 1 ano) o namero de
nAChRs voltaria ao seu nivel normal, com densidades similares a ndo fumantes (Breese et
al., 1997; Jasinska et al., 2013).

A exposicdo a nicotina também tem mostrado interagir com diversos genes e
modificar a expressdo génica em regides como cortex pré-frontal e hipocampo (Polesskaya
et al., 2007; Wolock et al., 2013). Essa alteracdo na expressao génica pode ser resultado
das mudancas na plasticidade neuronal em consequéncia da exposi¢do a nicotina (DiFranza
et al., 2012). O estudo de Polesskaya et al. (2007) observou que a nicotina alterou a
expressdo de 162 genes no cérebro de ratos adolescentes. Além disso, 0s autores sugeriram
gue uma Unica exposicdo a nicotina pode estimular mudancas em longo prazo. Por outro
lado, os achados de Wolock et al. (2013) demonstraram mudangas na expressao de 16
genes que ja se mostraram ser relevantes na genética psiquiatrica, sugerindo que esses
genes podem predispor uma variedade de comportamentos através de alteracBes na
expressdo génica. As alteracBes causadas pela nicotina na fisiologia, estrutura e fungédo

cerebral, aléem de mudangas nas respostas comportamentais, podem ocorrer imediatamente
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ou em longo prazo e persistem mesmo apds a cessacdo do uso da substancia (DiFranza et
al., 2012).

Dessa forma, a capacidade da nicotina de usurpar substratos neurobiolégicos de
aprendizado e de alterar o sistema de memoria responsavel pela aquisi¢do e ‘gravagdo’ de
memorias de eventos e experiéncias exercem uma forte influéncia no desenvolvimento e
manutencdo da dependéncia (Gould, 2010; Gould and Leach, 2013). Assim como a
plasticidade neuronal, a dessensibilizacdo e o aumento no nimero de nAChRs parecem
contribuir para a tolerancia e abstinéncia da nicotina (Dani and Heinemann, 1996; Gould
and Leach, 2013).

1.6 Receptores Nicotinicos

Os receptores nicotinicos (NAChRs) sdo um subtipo de receptores do sistema
colinérgico e foram assim denominados por Dale em 1914 devido a sua afinidade pela
nicotina (presente no tabaco), uma substancia exdgena capaz de ativar esses receptores
com alta afinidade (Albuguerque et al., 2009; Ventura et al., 2010). Os nAChRs tém como
principal neurotransmissor a acetilcolina (ACh) e estdo presentes no SNC, no sistema
nervoso periférico e na juncdo neuromuscular (Albuquerque et al., 2009; Ventura et al.,
2010). No SNC, esses receptores regulam uma ampla variedade de processos, tanto
fisiologicos como patologicos, estando envolvidos no desenvolvimento neuronal, sono,
cansaco, ansiedade, sensacdo de dor, atividade motora, aprendizado, memaria e o sistema
de recompensa (Gotti and Clementi, 2004; Hogg and Bertrand, 2004; Gotti et al., 2006;
Wu, 2009). Os nAChRs estdo localizados principalmente nas por¢des pré-sinapticas, mas
também sdo encontrados em regides pos-sinapticas e em dendritos (Barik and Wonnacott,
2009) . Os nAChRs pré-sinapticos estimulam a liberacdo de neurotransmissores, enquanto
0s nAChRs poés-sindpticos contribuem para a despolarizacdo neuronal (Barik and
Wonnacott, 2009; Gould and Leach, 2013). Acredita-se que a funcdo mais importante dos
NAChRs no cérebro € modular a liberacdo de neurotransmissores como a DA, a
noradrenalina (NA), a ACh, o glutamato e 0 GABA (Mihailescu and Drucker-Colin, 2000;
Gotti et al., 2009; Brennan et al., 2010).

Os receptores nicotinicos (NAChRs) sdo proteinas transmembrana e fazem parte da

superfamilia de canais idnicos (Gotti et al., 2006). Esses receptores sdo formados por
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cinco subunidades organizadas em torno de um poro central e quando ativados permitem o
fluxo de fons como Na*, Ca** e K" através da membrana celular (Gotti et al., 2009; Wu,
2009). Cada subunidade de nAChR apresenta uma porcdo amino terminal extracelular
onde esta localizado o sitio de ligacdo, trés dominios transmembrana hidrofobicos (M1-
M3), um grande loop intracelular, que varia no comprimento dependendo da subunidade e
é importante para a regulacdo da funcdo do receptor, o quarto dominio transmembrana
hidrofébico (M4) e uma pequena sequéncia C-terminal (Gotti et al., 2009; Brennan et al.,
2010). A presenca de ligante no sitio de ligacdo faz com que os dominios de cada
subunidade se rearranjem de forma a abrir o poro central e permitir o fluxo de ions por
alguns milissegundos, depois disso o receptor se fecha em um estado ndo condutor (Gotti
et al., 2009).

Doze subunidades de nAChR neuronal foram identificadas, sendo nove
subunidades a (02- a10) e trés B (B2- p4). Apesar da existente possibilidade para formagdo
de nAChRs com muitas combinacdes diferentes devido a existéncia de varios tipos de
subunidades, parece que 0os nAChRs sdo montados em numero de combinacGes
relativamente restritas, de acordo com propriedades funcionais e farmacologicas (Mineur
and Picciotto, 2008; Schlaepfer et al., 2008; Millar and Gotti, 2009; Wu, 2009). Os sitios
de ligagédo sdo formados por um componente primario, presente nas subunidades o (com
excecdo de a5 e 010) e um componente complementar, presente nas subunidades 2, p4 e
a7-a10. Sendo assim € possivel identificar dois subtipos de receptores, o0s
homopentaméricos, quando ha apenas um tipo de subunidade ou heteropentaméricos,
quando ha dois ou mais tipos diferentes de subunidades (Figura 2; Mineur and Picciotto,
2008; Gotti et al., 2009; Wu, 2009). As subunidades B tém um papel importante na
estruturacdo dos receptores, assim como, parecem regular a velocidade na qual os
agonistas e antagonistas se ligam e se dissociam dos subtipos de receptores (Duga et al.,
2001; Gotti and Clementi, 2004). As subunidades o5 e p3 sdo consideradas acessorias, pois
elas ndo participam diretamente na formacdo dos sitios de ligacdo, somente formam
receptores funcionais quando expressos com uma subunidade primaria e uma
complementar (04a5B2, a3p3p4). Além disso, as subunidades acessdrias modificam as
propriedades dos receptores em que estdo inseridas através de mudancas conformacionais
(Barik and Wonnacott, 2009; Gotti et al., 2009; Wang et al., 2009).
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Figura 2: Estrutura e organizacdo dos subtipos heteropentaméricos e homopentaméricos. Sao
apresentados o arranjo pentamérico das subunidades de receptor nicotinico nos subtipos
heteropentaméricos o452, a4a6/253, o623 e homopentamérico 7 e a localizacdo das interfaces
das subunidades para formacao do sitio de ligacdo. O subtipo homopentamérico a7 tem cinco
sitios idénticos por receptor (um em cada interface das subunidades). Os receptores
heteropentaméricos a4/52 e a6523 tem dois sitios idénticos por receptor, localizado na interface
entre as subunidades o4 e 52, e entre a6 e 52, respectivamente. O subtipo a4a65253 tem dois sitios
diferentes por receptor, localizados na interface entre as subunidades o4 e 52, e entre o6 e 2. Nos
receptores homopentaméricos, a interface inclui lados opostos da mesma subunidade; em
receptores heretopentaméricos, a interface esta localizada entre duas subunidades adjacentes —
uma contendo o componente primario (P) e outro contendo o componente complementar (C) do
sitio (Fonte: Gotti e cols. 2006).

Os nAChRs neuronais sé@o importantes durante todas as fases do desenvolvimento,
desde a gestacdo, passando pela infancia e adolescéncia, até a idade adulta, para modular
aspectos na maturacdo cerebral (Dwyer et al., 2009). Durante o desenvolvimento cerebral,
principalmente nos periodos em que a maturagdo € mais sensivel a perturbacdes, é
importante a ativacdo dos nAChRs pela ACh (Dwyer et al., 2009). A expressao dos
nAChRs inicia nos primeiros estagios do neurodesenvolvimento e o aumento transitério na
expressao desses receptores em estruturas especificas do cérebro frequentemente coincide
com a fase mais critica do desenvolvimento daquela estrutura (Dwyer et al., 2009; Heath
and Picciotto, 2009).
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O SNC, tanto em roedores quanto em humanos, inicia o desenvolvimento durante o
periodo pré-natal. Neste periodo, surgem os grupos de células neuronais e eles comecam a
formar as primeiras conexdes sinépticas. A estimulacdo dos nAChRs € importante para a
maturacdo de neurbnios GABAérgicos e glutamatéargicos (Maggi et al., 2003; Liu et al.,
2006). A sinalizagdo inadequada do GABA pode modificar a proliferagdo e migracao
celular e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento de neurdnios em regides
como hipocampo e cértex (Dwyer et al., 2009; Pagani, 2013).

Os nAChRs sdo fundamentais no periodo pré-natal para uma organizacao cerebral
adequada, devido a funcdo desses receptores na sobrevivéncia e orientacdo celular; para o
desenvolvimento inicial do sistema de catecolaminas; e para a formacdo dos circuitos
sensoriais e neurais (Dwyer et al., 2009). No periodo pds-natal, os nAChRs contribuem
para 0 desenvolvimento de regiGes cerebrais como o hipocampo, 0 cortex e o cerebelo;
durante a infancia e a adolescéncia, esses receptores ajudam na maturacdo do sistema de
catecolaminas e no desenvolvimento do sistema limbico. Esses achados apoiam a ideia de
que 0s NAChRs estdo envolvidos em muitos processos durante o desenvolvimento cerebral
e atuam em diferentes momentos. Essas caracteristicas sdo proporcionadas pelas
propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas individuais de cada subtipo de receptor (Gotti et
al., 2006; Dwyer et al., 2009).

Alteracdes na neurotransmissdo colinérgica nicotinica podem influenciar o
desenvolvimento cerebral modificando aspectos celulares, fisiologicos e comportamentais,
contribuindo para o desenvolvimento de alguma psicopatologia (Heath and Picciotto,
2009; Heath et al., 2010; Muller et al., 2013). Um fator importante que parece contribuir
para anormalidades no neurodesenvolvimento € a exposicdo a substancias como tabaco
durante a gravidez e infancia (Mansvelder and McGehee, 2002; Heath and Picciotto,
2009). Exposicdo ao tabaco na gestacdo, direta ou indiretamente, e exposi¢do passiva ao
fumo (tabagismo secundario) durante a infancia estdo associados com baixo peso ao
nascer, menor crescimento cerebral intrauterino, alteracdes na morfologia e sobrevivéncia
neuronal e aumento no risco para problemas de neurodesenvolvimento tais como déficits
em atencdo e memoria, dificuldades de aprendizagem e hiperatividade (Mansvelder and
McGehee, 2002; Miles and Weden, 2012). A exposicdo ao tabaco na gestacdo é

considerada um fator importante na suscetibilidade a transtornos psiquiatricos e mostra um
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risco de 2-4 vezes maior para 0 TDAH e abuso de substéancias (Linnet et al., 2003; Button
et al., 2007).

A nicotina pode ocupar os sitios de ligacdo dos receptores ao invés da ACh e assim
resultar em uma sinalizacdo colinérgica anormal. A droga também parece alterar a
expressao de genes do sistema DAérgico, serotoninérgico e adrenérgico. Sendo assim,
eventos regulados pela ACh no desenvolvimento cerebral podem ser interrompidos e
provocar um desenvolvimento neuronal irregular (Mansvelder and McGehee, 2002; Heath
and Picciotto, 2009). Estudos em animais demonstraram que ratos expostos a nicotina
durante o desenvolvimento mostram alteracGes no sistema dopaminérgico e sintomas de
hiperatividade (Heath and Picciotto, 2009). As mudancas causadas pela nicotina nos
circuitos responsaveis pela cognicdo, motivacao e hiperatividade podem néo ser percebidas
até a completa maturacao dessas areas durante a infancia e adolescéncia, que é, na verdade,
0 periodo no qual os sintomas do TDAH, por exemplo, sdo identificados em humanos e em
animais de laboratorio (Dwyer et al., 2009). Além disso, 0 Uso ou exposi¢ao a nicotina na
adolescéncia esta associado com uma menor resposta dos NnAChRs ao uso da substancia na
vida adulta. Assim, os efeitos em longo prazo podem comprometer fun¢des cognitivas e
contribuir para o desenvolvimento da dependéncia e de transtornos psiquiatricos através da

desregulacdo dos sistemas limbico e de recompensa (Gould and Leach, 2013).

1.6.1 O Complexo Génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4

O complexo génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 codifica as subunidades a5, o3
e B4 dos nAChRs, respectivamente. Os genes CHRNAS e CHRNA3 sdo transcritos em
direcGes opostas, sendo que o CHRNB4 é transcrito na mesma direcdo do CHRNA3
(Figura 3; Duga et al., 2001; Schlaepfer et al., 2008). Esse complexo génico esta localizado
na regido cromossémica 1525 e parece ser conservado em outras espécies de vertebrados,
sendo que a localizacdo proximal desses genes sugere uma regulacdo comum no processo
evolutivo (Rana et al., 2009).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura do complexo génico CHRNA5-CHRNA3-
CHRNBA4. Os retangulos representam os éxons separados pelos introns. Oito polimorfismos foram
genotipados no complexo génico e sdo apresentados pelos seus nimeros de sequéncia de
referéncia (rs) e indicados de acordo com a localizac@o no gene (adaptado de Schlaepfer e cols.
2008).

Esse complexo tem sido alvo de muitos estudos e parece ser importante para
estudos relacionados a transtornos que envolvem caracteristicas do comportamento. Essa
regido tem sido apontada em diversos GWAS como importante na suscetibilidade ao
tabagismo (Thorgeirsson et al., 2008, 2010; Furberg et al., 2010; Liu et al., 2010 David et
al., 2012), ao cancer de pulméo (McKay et al., 2008; Wang et al., 2008; Landi et al., 2009)
e na regulacdo da funcdo pulmonar (Soler Artigas et al., 2011; Hancock et al., 2012). A
regidao 15025 é o sinal mais importante de GWAS na suscetibilidade ao tabagismo entre os
transtornos psiquiatricos (Hindorff et al. - A Catalog of Published Genome-Wide
Association Studies; www.genome.gov/gwastudies). Além disso, 0s estudos de genes
candidatos tém corroborado com os resultados de GWAS e mostrado um papel do
complexo génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 em fenotipos relacionados ao tabagismo
(Bierut et al., 2008; Schlaepfer et al., 2008; Stevens et al., 2008; Chen et al., 2009; Freathy
et al., 2009; Saccone et al., 2009b; Sherva et al., 2010; Marques-Vidal et al., 2011;
Sarginson et al., 2011; Broms et al., 2012; Kapoor et al., 2012), assim como dependéncia
de alcool (Wang et al., 2009; Sherva et al., 2010), dependéncia de cocaina (Grucza et al.,
2008; Sherva et al., 2010), cancer de pulmdo (Amos et al., 2008; Hung et al., 2008; Le
Marchand et al., 2008; Sasaki et al., 2010), esquizofrenia (Hong et al., 2011; Jackson et al.,
2013), transtorno bipolar (Jackson et al., 2013), idade de inicio da doenca de Parkinson

(Greenbaum et al., 2013) e comportamento externalizante (Stephens et al., 2012).
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A subunidade a5, como citado anteriormente, ¢ uma subunidade acessoria € nao
participa na formacdo dos sitios de ligacdo, entretanto, modifica as propriedades dos
receptores em que estda inserida. Quando presente em receptores dos subtipos a4f2, a3p2 e
3P4, a subunidade 05 promove uma maior permeabilidade de Ca** e um aumento na taxa
de dessensibilizagdo do receptor (Flora et al., 2000; Gotti and Clementi, 2004; Barik and
Wonnacott, 2009; Gotti et al., 2009).

A subunidade a3 ¢ geralmente coexpressa com a subunidade 4 e os receptores do
subtipo a3B4* (onde * indica uma subunidade em potencial desconhecida) S40 expressos
em areas cerebrais especificas, como o complexo habenular (principalmente habenula
medial — MHDb), o nucleus interpeduncular (IPN) e os ganglios autbnomos. Esse subtipo de
receptor tem uma menor afinidade por nicotina comparado a 04p2, no entanto, nAChRs
a3B4* mantém a sensibilidade de acordo com os niveis de nicotina dos fumantes,
contribuindo para a dependéncia (Frahm et al., 2011).

O complexo habenular contém uma alta concentracdo de nAChRs contendo as
subunidades a3, a5 e B4 e ¢ subdivido em habenula medial (MHb) e¢ habenula lateral
(LHb). A habenula recebe projecbes de diversas regibes do sistema limbico (CPF,
amigdala e nucleus accumbens) e esta envolvida na regulacdo da transmissdo DAérgica,
serotoninérgica e colinérgica (Heldt and Ressler, 2006; Lecourtier and Kelly, 2007). A
MHb emite projecdes para o nucleus interpeduncular (IPN) que contem altos niveis de
nAChRs, promovendo liberacdo de ACh diretamente nessa area (Lecourtier and Kelly,
2007). Recentemente, foi observado que os nAChRs contendo as subunidades o3, a5 ¢ p4
presentes na via habenulo-IPN parecem contribuir com o efeito reforcador da nicotina e
com os sintomas de abstinéncia (Kobayashi et al., 2013).

Estudos em camundongos knockout, que ndo expressam a subunidade a5,
mostraram que 0s camundongos knockout consomem maiores quantidades de nicotina
comparado com camundongos selvagens, sugerindo que os nAChRs do subtipo a5* da via
habenulo-IPN tém um papel importante no controle da ingestdo de nicotina (Fowler et al.,
2011; Frahm et al.,, 2011). Além disso, lesbes do complexo habenular em roedores
demonstraram um papel importante desse complexo na aprendizagem, na memoria, na
impulsividade e na emocao, sugerindo que uma disfuncdo habenular pode contribuir com o
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (Heldt and Ressler, 2006; Lecourtier and

Kelly, 2007). Kobayashi et al. (2013) observaram um papel crucial da via MHb-IPN no
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controle inibitério e cognicdo, corroborando a ideia do envolvimento dessa via na

suscetibilidade a transtornos como TDAH, esquizofrenia e uso de substancias.
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Capitulo 11

JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS




2.1 Justificativas

O tabagismo € um problema de saude publica e fortemente associado com o
TDAH. Como citado anteriormente, pacientes com TDAH apresentam uma prevaléncia
duas vezes maior quando comparados a individuos sem o transtorno. Ha fortes evidéncias
para um papel dos receptores nicotinicos na etiologia de transtornos relacionados com o
uso de tabaco, sendo assim, 0s genes que o0s codificam tornam-se candidatos importantes
em pesquisas sobre fatores genéticos do tabagismo. Mais especificamente, a associacao do
complexo génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 com o tabagismo e processos cognitivos
foi avaliada em alguns estudos na populagdo geral, mas nunca entre portadores de TDAH.
De fato, poucos estudos avaliaram genes que podem estar envolvidos na suscetibilidade ao
tabagismo em pacientes com TDAH. Portanto, é importante verificar se as variacoes
genéticas que predispdem o uso de tabaco na populacdo geral sdo as mesmas entre 0s
pacientes com TDAH, tentando compreender os diferentes mecanismos de suscetibilidade.
Outra perspectiva € a de verificar possiveis interacdes gene X tabagismo em processos
cognitivos, considerando as alteracbes na disponibilidade de receptores nicotinicos
provocadas pelo uso da substancia. Uma melhor compreenséo dos fatores envolvidos na
suscetibilidade ao tabagismo em pacientes com TDAH é importante, pois permitiria
melhor compreender mecanismos que pudessem ajudar criancas e adolescentes com ou

sem TDAH na prevencdo ao tabagismo e outros TUS.
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2.2 Objetivo Geral

Estudar as inter-relagdes entre o complexo génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4,
0 tabagismo, o0 TDAH e cogni¢do, buscando uma melhor compreensdo dos mecanismos

envolvidos.

2.3 Objetivos Especificos

I. Investigar uma possivel associacdo entre polimorfismos no complexo génico
CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 e o tabagismo em individuos com e sem TDAH,;
I1. Avaliar os padrdes de desequilibrio de ligacdo no complexo génico, identificar os
principais haplétipos e verificar sua possivel influéncia sobre o tabagismo;
1. Avaliar a influéncia de polimorfismos no complexo génico CHRNA5-CHRNAS3-
CHRNB4 no desempenho cognitivo em pacientes com TDAH.
IV. Investigar como o tabagismo interage com polimorfismos em nAChRs afetando o

desempenho cognitivo em pacientes com TDAH.
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Abstract

Polymorphisms in the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster have been shown to be
involved in tobacco smoking susceptibility. Considering that attention deficit/hyperactivity
disorder (ADHD) not only increases the risk but may also influence the molecular
mechanisms of tobacco smoking, we analyzed the association between polymorphisms in
the nicotinic acetylcholine receptor genes (nAChRs) and tobacco smoking among
individuals with or without ADHD. The sample included 1118 subjects divided into four
groups according to smoking status and ADHD diagnosis. Our results demonstrate that the
minor alleles of two polymorphisms (rs578776 and rs3743078) in the CHRNA3 gene are
associated with an increased risk for tobacco smoking only among patients with ADHD.
These alleles have been shown in previous studies to be protective factors for smoking in
subjects without ADHD. These findings add to existing evidence that ADHD may exert an
important modifying effect on the genetic risk for smoking and should be considered in

tobacco smoking association studies.

Keywords: addiction, attention, comorbidity, genetics, hyperactivity, nicotine
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Introduction

Tobacco smoking is a heterogeneous condition with substantial comorbidity with
other psychiatric disorders. The prevalence of smoking in patients with several mental
disorders, including attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD), schizophrenia,
depression, bipolar disorder and alcohol dependence, is higher when compared to the
general population (Aubin et al. 2012; Morisano et al. 2009). In particular, the diagnosis of
ADHD is associated with a significantly increased risk for tobacco smoking (Bukstein
2012) which in turn is associated with various psychiatric (Sousa et al. 2011) and
neuropsychological (Kalil et al. 2008) characteristics among patients with ADHD. There is
also evidence that ADHD symptoms may modify the role of dopamine receptor genetic
variations in the susceptibility to smoking behavior (Bidwell et al. 2012; McClernon et al.
2008).

Among the substances of abuse, nicotine is unique in the sense that it binds to
specific receptors expressed in the entire brain, bestowing different pharmacological and
physiological properties to each receptor due to the large number of nicotinic acetylcholine
receptor (NAChR) subunits (Gotti and Clementi, 2004). nAChRs are ligand-gated ion
channels that consist of five transmembrane subunits (Gotti et al. 2009). The activation of
nAChRs can cause the depolarization of the membrane, resulting in neuronal excitation,
and also modulates the release of dopamine and nondopaminergic neurotransmitters, such
as GABA/glutamate, noradrenaline and acetylcholine (Gotti et al. 2009; Mihailescu and
Drucker-Colin, 2000). Interestingly, the main neuroadaptive changes associated with
smoking involve the dopaminergic system (Martin-Soelch 2013), which is central in

ADHD susceptibility and treatment (Wang et al. 2013). More specifically, chronic nicotine
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use is associated with increases in dopamine release and reduced dopamine transporter
(DAT) availability (Martin-Soelch 2013).

Several genome-wide association studies (GWAS) have implicated the 15¢25 region,
especially the CHRNAS gene, as playing an important role in the susceptibility to smoking
behavior (David et al. 2012; Furberg et al. 2010; Liu et al. 2010; Thorgeirsson et al. 2008;
Thorgeirsson et al. 2010). The finding appears to be one of the most convincing signals in
psychiatric disorders (A Catalog of Published Genome-Wide Association Studies;
www.genome.gov/gwastudies). This region includes the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4
gene cluster that encodes the nicotinic acetylcholine receptor a5, a3 and B4 subunits.
Candidate gene studies have also supported a role of the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4
gene cluster in different smoking behaviors, such as nicotine dependence (Bierut et al.
2008; Broms et al. 2012; Chen et al. 2009; Marques-Vidal et al. 2011; Saccone et al.
2009a; Saccone et al. 2009b; Sherva et al. 2010), early age of initiation (Broms et al. 2012;
Kapoor et al. 2012; Schlaepfer et al. 2008; Weiss et al. 2008), heavy smoking (Sarginson et
al. 2011; Stevens et al. 2008) and continuing smoking during pregnancy (Freathy et al.
2009).

Despite the pivotal role of nAChRs in tobacco smoking susceptibility and the
evidence indicating a modifying effect of ADHD on smoking risk, only one study analyzed
nAChRs polymorphisms and smoking among patients with ADHD in the CHRNAG-
CHRNB3 gene cluster (Lee et al. 2013), and no association studies have been conducted
with the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster. The present study analyzes the effect
of CHRNAS5-CHRNA3-CHRNB4 polymorphisms in tobacco smoking susceptibility

among subjects with or without ADHD.
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Material and methods

Subjects

The total sample was composed of 1118 subjects divided into four groups according
to smoking status and ADHD diagnosis. There were 209 smokers with ADHD, 282 non-
smokers with ADHD, 113 smokers without ADHD and 514 controls.

The patients with ADHD were from the ADHD Outpatient Program at the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). The inclusion criteria were as follows: (a) native
Brazilians of European descent (b) aged 18 years or older and (c) fulfillment of the
diagnostic criteria for ADHD according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-1V) (American Psychiatric Association, 1994), both currently and during
childhood. The exclusion criteria were as follows: (a) evidence of clinically significant
neurologic diseases that might affect cognition (e.g., delirium, dementia, epilepsy, head
trauma and multiple sclerosis), (b) current or past history of psychosis and (c) intelligence
quotient (IQ) <70. The semi-structured interviews K-SADS-E (Schedule for Affective
Disorders and Schizophrenia for School-Age Children-Epidemiologic Version), adapted to
adults, was used to evaluate ADHD and oppositional defiant disorder (ODD) (Mercadante
et al. 1995; Grevet et al. 2005). The Structured Clinical Interview for DSM-1V (SCID-1V-
R) was used for the Axis | psychiatric disorders and Mini-International Psychiatric
Interview (MINI) for the diagnosis of antisocial personality disorder. Approximately 20%
of patients had used methylphenidate in their lifetime, and 6% were under current use of
this medication when included in the study.

The group of smokers without ADHD and controls were evaluated in a blood
donation center in the same hospital as the ADHD patients and matched for several

demographic variables. The inclusion criteria included being both a native Brazilian of
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European descent and 18 years of age or older. The exclusion criteria were the same as
those used for the ADHD patients (mentioned above), as well as the fulfillment of a DSM-
IV ADHD diagnosis (American Psychiatric Association, 1994). ADHD was evaluated with
the Adult ADHD Self-Report Scale screener — ASRS-v1.1 (Kessler et al. 2005) and other
psychiatric diagnoses with the Structured Clinical Interview for DSM-1V screening module
- SCID-I/P for the Axis I psychiatric disorders (First et al. 2002).

The criterion for smoking was current or past daily use of tobacco for at least one
month. Daily smoking is strongly related to nicotine dependence, as the daily smoking
habit usually begins when the dependence is already established (Mayhew et al. 2000;
Wellman et al. 2004). The Fagerstrom Test for Nicotine Dependence (FTND) was used to
assess dependence severity (Heatherton et al. 1991). The control group comprises
individuals that did not fulfill the criteria defined for smoking (daily use of tobacco for at
least one month).

The population in Southern Brazil where this study was performed is mainly of
European descent, and population structure was not found in the European derived
population of Rio Grande do Sul (Salzano and Bortolini, 2002; Zembrzuski et al. 2006).
Individuals from Southern Brazil show predominantly European ancestry (94%) according
to estimates of interethnic admixture (Santos et al. 2010; Zembrzuski et al. 2006), making
errors due to population stratification unlikely (Hutchison et al. 2004). Moreover, a
morphological classification based on skin color and morphological traits was also used to
select the participants, rather than considering only a self-classification of ethnicity. In
addition, we did not include in the sample individuals who reported having grandparents of
non-European origin. All individuals who were sampled signed an informed consent

approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Laboratory methods

DNA was extracted from the peripheral blood, following the method described by
Lahiri and Nurnberger (1991). In the present study eight polymorphisms were analyzed,
three in the CHRNADS gene; rs588765 in intron 1, rs16969968 (a nonsynonymous SNP) in
exon 5, and rs514743 in intron 5; three in the CHRNA3 gene; rs578776 in the 3’
untranslated region, rs1051730 (a synonymous SNP) in exon 5, and rs3743078 in intron 4;
one intergenic polymorphism; rs8023462 between the CHRNA3 and CHRNB4 genes; and
one in the CHRNB4 gene; rs11634351 in the 5’ untranslated region. All of the
polymorphisms were genotyped using the TagMan SNP genotyping assays (Applied
Biosystems), according to the manufacturer’s recommended protocol. The polymorphisms
were chosen based in minor allele frequency higher than 20%, evidences of functional
effect of the SNP and previous association with tobacco behavior and other substance use

disorder.

Statistical analysis

The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was evaluated by the chi-square test. Using
a P-value threshold of P<0.05 all of the markers were in accordance with HWE
considering the total sample. The categorical variables (such as gender, and comorbid
psychiatric disorders) were considered potential confounders and tested through stratified
analyses using the Mantel-Haenszel method. A confounding effect was considered when
the difference between the ORpmantel-Haenszel @Nd crude OR was greater than 20%. For the
continuous variables (such as age and years of schooling), the Mann-Whitney test was
used, and a P-value of 0.2 was used as the threshold for inclusion as a covariate in the
model (association with the outcome and SNPs). The characterization of the linkage

disequilibrium (LD) among polymorphisms of the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene
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cluster was performed with the Haploview program (Barrett et al. 2005). The association
of tobacco smoking with the SNPs and haplotypes was evaluated by a logistic regression
using the PLINK program. An analysis was run with the entire sample, including the
interaction term (ADHD x SNP). Considering the interaction pattern, we decided to run the
analyses separately for individuals with and without ADHD, in order to have more precise
results and the inclusion of specific sets of covariates. The analyses for patients with
ADHD included gender and age as covariates, and for subjects without ADHD, age and
years of schooling as covariates. The additive effects models were assumed and the
direction of the regression coefficient represented the effect of each extra minor allele.
Bonferroni correction was applied for individual SNPs and the 10,000 permutation
procedure for haplotypes. A logistic regression was run with the ADHD inattentive and
hyperactive/impulsive symptom dimensions (number of symptoms in each K-SADS-E
dimension) among patients with ADHD. The interaction term (SNP x ADHD symptoms)

was included in the model.

Results

The prevalence of smoking is higher among patients with ADHD (42.6%) than in
subjects without ADHD (18%). The socio-demographic and psychiatric characteristics of
the sample are shown in Table 1.

The model including subjects with and without ADHD showed significant
interaction effects between the rs578776 T and rs3743078 G alleles and ADHD on tobacco
smoking. The presence of the alleles in ADHD was associated with risk for tobacco
smoking (T allele x ADHD: OR=2.57, p=0.001; G allele x ADHD: OR=2.39, p=0.003).
No significant effect is present among individuals without ADHD. The other

polymorphisms analyzed did not show significant interactions or main effects.
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The stratified analyses revealed that the minor alleles of five polymorphisms were
nominally associated with tobacco smoking in patients with ADHD. Two of the alleles
were associated with smoking (the T allele of rs578776 — OR=1.63, p=0.001; and the G
allele of rs3743078 — OR=1.79, p<0.001), while the other three alleles were less frequent
among smokers (the T allele of rs588765 — OR=0.73, p=0.029; the T allele of rs514743 —
OR=0.69, p=0.012; and the A allele of rs11634351 — OR=0.72, p=0.021). Only the SNPs
rs578776 and rs3743078 remained significant (p=0.008 and p=0.001 respectively) after the
Bonferroni correction for multiple testing (Table 2).

We did not find any significant associations when analyzed the susceptibility to
tobacco smoking in the subjects without ADHD (Table 2). In addition, no associations
were observed between the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 SNPs and ADHD (data
available upon request).

The analyses with ADHD inattentive and hyperactive/impulsive symptom
dimensions showed a nominally significant interaction effect between rs11634351 A allele
and hyperactive/impulsive symptoms (A allele x ADHD symptoms: OR=0.85, p=0.029) on
tobacco smoking. However, after correction for multiple testing the result did not remain
significant. ADHD inattentive symptoms and the other polymorphisms analyzed did not
show significant interactions or main effects.

Polymorphisms in the 15925 region were in strong linkage disequilibrium (LD); all
of the SNPs analyzed except for rs11634351 shared a high degree of LD (D’ between 0.73
and 1.0; r? between 0.13 and 0.95). The LD between rs11634351 and the other seven
SNPs was slightly lower (D’ between 0.51 and 0.73; r* between 0.08 and 0.44). The
haplotype analyses identified the CGATGGTG haplotype (rs588765-rs16969968-

rs514743-rs578776-rs1051730-rs3743078-rs8023462-rs11634351) as conferring an
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increased risk for smoking in patients with ADHD (OR=1.80; p<0.001), including the
minor alleles of rs578776 and rs3743078 (the T and G alleles, respectively). The opposite
variants were found in the TGTCGCCG haplotype, which was less frequent among
smokers with ADHD (OR=0.66; p<0.001). After 10,000 permutations the CGATGGTG
and TGTCGCCG haplotypes remained significant (pemp<0.001 and pemp=0.039
respectively). There were no significant associations between the haplotypes and tobacco

smoking among subjects without ADHD (Table 3).

Discussion

Our results suggest that among patients with ADHD there is an association between
tobacco smoking and two CHRNA3 SNPs, the T allele of rs578776 and the G allele of
rs3743078, reinforcing the role of this gene in tobacco smoking. The haplotype analyses
also demonstrate that the CGATGGTG haplotype, with the presence of the T allele in
rs578776 and the G allele in rs3743078, is associated with an increased risk for smoking.
No significant associations were observed for tobacco smoking in subjects without ADHD.

It is noteworthy that the variants associated with tobacco smoking in the present
sample of patients with ADHD have been previously shown to be protective factors for
smoking in subjects without ADHD (Bierut et al. 2008; Saccone et al. 2009a; Saccone et
al. 2009b; Stevens et al. 2008; Weiss et al. 2008). In fact, the direction of our association
findings is consistent with those observed for the CHRNAS3 rs578776 and rs3743078 in
opioid, alcohol and cocaine dependence (Sherva et al. 2010). These findings are also
parallel to reports showing that the presence of hyperactivity/impulsivity symptoms
modifies the direction of the association between the DRD2/ANKK1 rs1800497
polymorphism and lifetime smoking (McClernon et al. 2008) and initial reaction to

smoking (Bidwell et al. 2012). In addition, Lee et al. (2013) found a gene x ADHD
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interaction where subjects with elevated inattention symptoms and the CHRNB3
rs13280604 A allele were at higher risk for smoking and smoked a great number of
cigarettes across adolescence and young adulthood. Finally, the minor allele of another
polymorphism (CHRNAS rs16969968) in this gene cluster was shown to be both a risk
factor for nicotine dependence (Bierut et al. 2008; Chen et al. 2009; Grucza et al. 2008;
Saccone et al. 2009b) and a protective factor for cocaine dependence (Grucza et al. 2008;
Sherva et al. 2010).

It has been hypothesized that patients with ADHD tend to use nicotine to increase
dopaminergic transmission and compensate for previous deficits (Bukstein, 2012; Volkow
et al. 2007), enhancing cognitive function (McClernon and Kollins, 2008; Potter et al.
2006) by a paradoxical or calming effect of the drug. In fact, there are several features that
provide motivation for smoking among subjects with and without ADHD, such as social-
environmental stimuli (i.e., living with a smoker, having friends or a parent who smoke),
cognitive enhancement, and decreased irritability (Glass and Flory 2010; Van Voorhees et
al. 2012). However, there is also evidence that some motivations for smoking are different
in individuals with or without ADHD. While loss of behavioral control and enhancement
in concentration, memory and alertness are motivation for smokers with ADHD, having
friends or family who also smoke is motivation for smokers without ADHD (Van
Voorhees et al. 2012; Mitchell et al. 2013). Furthermore, in different psychiatric
backgrounds, such as subjects with and without ADHD, nAChR subtypes may have
distinct contributions for tobacco smoking by altering response to agonist, sensitivity to
reward or cognitive processes (Gould and Leach, 2013). Taken together, the complex

patterns of the associations between nAChR SNPs and tobacco smoking should inspire
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more research considering the ADHD diagnosis and interactions between the nAChRs and
ADHD-related candidate genes, such as dopaminergic genes.

The fact that different alleles seem to predispose to tobacco smoking among samples
of patients with or without ADHD demonstrate the need for further studies, especially
considering the robust evidence of association presented in various GWAS investigations.
In addition to association studies with the NnAChR genes in other psychiatric phenotypes,
there is a need for gene expression studies designed to clarify the putative functional
properties of these alleles.

Incorrect allele identification or genotyping errors should always be considered when
complex findings, such as those presented here, are observed. However, the fact that the
allele frequencies of the sample included in this study are similar to those reported in other
samples of European-descent subjects (Saccone et al. 2009a; Stevens et al. 2008; Wang et
al. 2009) make genotyping errors or population stratification unlikely explanations for our
findings. The lack of statistical power could be an issue in our inability to replicate the
association findings in tobacco smoking among subjects without ADHD. Patients’
characteristics, such as dependence severity and comorbidity, could be responsible for the
heterogeneity among the findings from different studies. Another limitation of this study is
the fact that smoking phenotype was defined by daily use of tobacco for at least one
month, instead of diagnostic criteria for nicotine dependence. Therefore, despite the
correlation of daily use for at least one month with dependence (Mayhew et al. 2000;
Wellman et al. 2004), our results may include individuals that are not dependent.

In conclusion, the present study contributes to existing evidence that the CHRNA5-
CHRNAS3-CHRNB4 gene cluster plays a relevant, although complex, role in the

susceptibility of tobacco smoking and highlights the consideration of the diagnosis of other
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psychiatric disorders contributing to an increased prevalence of smoking. Further studies
are needed to clarify the role of the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster in tobacco
smoking susceptibility in patients with ADHD and other psychiatric disorders. Genetic
research on the nicotinic receptors and smoking should consider a comorbid ADHD

diagnosis.

Acknowledgements

This study was supported by the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
(FAPERGS-PRONEX), Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE-HCPA), PRONEX

and FAPERGS/DECIT/SCTIE/MS/PPSUS.

Disclosure/Conflict of Interest

The author(s) declare the following potential conflicts of interest with respect to the
research, authorship, and/or publication of this article: Dr. Rohde was on the speakers’
bureau and/or acted as consultant for Eli-Lilly, Janssen-Cilag, Novartis, and Shire for the
last 3 years. He also received travel awards (air tickets and hotel accommodations) for
participating in two child psychiatric meetings from Novartis and Janssen-Cilag. The
ADHD and Juvenile Bipolar Disorder Outpatient Programs that were chaired by him
received unrestricted educational and research support from the following pharmaceutical
companies over the last 3 years: Abbott, Bristol-Myers Squibb, Eli-Lilly, Janssen-Cilag,
Novartis, and Shire. Dr. Belmonte-de-Abreu is on the speaker’s bureau or is a consultant
for Janssen-Cilag and Bristol-Myers Squibb. All other authors declare that they have no

conflicts of interest.

50



References
American Psychiatric Association. (1994). Diagnostic and statistical manual of mental

disorders, 4th edn. American Psychiatric Press, Washington, DC.

Aubin, H. J., Rollema, H., Svensson, T. H., & Winterer, G. (2012). Smoking, quitting, and

psychiatric disease: a review. Neurosci Biobehav Rev, 36(1), 271-284.

Barrett, J. C., Fry, B., Maller, J., & Daly, M. J. (2005). Haploview: analysis and

visualization of LD and haplotype maps. Bioinformatics, 21(2), 263-265.

Bidwell, L. C., Garrett, M. E., McClernon, F. J., Fuemmeler, B. F., Williams, R. B.,
Ashley-Koch, A. E., et al. (2012). A preliminary analysis of interactions between
genotype, retrospective ADHD symptoms, and initial reactions to smoking in a sample

of young adults. Nicotine Tob Res, 14(2), 229-233.

Bierut, L. J., Stitzel, J. A., Wang, J. C., Hinrichs, A. L., Grucza, R. A., Xuei, X., et al.
(2008). Variants in nicotinic receptors and risk for nicotine dependence. Am J

Psychiatry, 165(9), 1163-1171.

Broms, U., Wedenoja, J., Largeau, M. R., Korhonen, T., Pitkaniemi, J., Keskitalo-\Vuokko,
K., et al. (2012). Analysis of detailed phenotype profiles reveals CHRNA5-CHRNA3-
CHRNB4 gene cluster association with several nicotine dependence traits. Nicotine

Tob Res, 14(6), 720-733.

Bukstein, O. G. (2012). Attention deficit hyperactivity disorder and substance use

disorders. Curr Top Behav Neurosci, 9, 145-172.

51



Chen, X., Chen, J., Williamson, V. S., An, S. S., Hettema, J. M., Aggen, S. H., et al.
(2009). Variants in nicotinic acetylcholine receptors alpha5 and alpha3 increase risks

to nicotine dependence. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet, 150B(7), 926-933.

David, S. P., Hamidovic, A., Chen, G. K., Bergen, A. W., Wessel, J., Kasberger, J. L., et
al. (2012). Genome-wide meta-analyses of smoking behaviors in African Americans.

Transl Psychiatry, 2, e119.

Dichter, G. S., Damiano, C. A., & Allen, J. A. (2012). Reward circuitry dysfunction in
psychiatric and neurodevelopmental disorders and genetic syndromes: animal models

and clinical findings. J Neurodev Disord, 4(1), 19.

First, M. B., Spitzer, R. L., Gibbon, M., & Williams, J. B. (1998). Structured clinical

interview for DSMIV (SCID-I). Biomedics Research Department, New York.

Freathy, R. M., Ring, S. M., Shields, B., Galobardes, B., Knight, B., Weedon, M. N., et al.
(2009). A common genetic variant in the 15924 nicotinic acetylcholine receptor gene
cluster (CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4) is associated with a reduced ability of women

to quit smoking in pregnancy. Hum Mol Genet, 18(15), 2922-2927.

Furberg, H., Kim, Y., Dackor, J., Boerwinkle, E., Franceschini, N., Ardissino, D., et al.
(2010). Genome-wide meta-analyses identify multiple loci associated with smoking

behavior. Nat Genet, 42(5), 441-447.

Glass, K., & Flory, K. (2010). Why does ADHD confer risk for cigarette smoking? A

review of psychosocial mechanisms. Clin Child Fam Psychol Rev, 13(3), 291-313.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Furberg%20H
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20Y
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dackor%20J
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boerwinkle%20E
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franceschini%20N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ardissino%20D

Gould, T. J., & Leach, P. T. (2013). Cellular, molecular, and genetic substrates underlying
the impact of nicotine on learning. Neurobiol Learn Mem, doi:

10.1016/j.nIm.2013.08.004.

Gotti, C., & Clementi, F. (2004). Neuronal nicotinic receptors: from structure to pathology.

Prog Neurobiol, 74(6), 363-396.

Gotti, C., Clementi, F., Fornari, A., Gaimarri, A., Guiducci, S., Manfredi, I., et al. (2009).
Structural and functional diversity of native brain neuronal nicotinic receptors.

Biochem Pharmacol, 78(7), 703-711.

Grevet, E. H., Bau, C. H., Salgado, C. A., Ficher, A., Victor, M. M., Garcia, C., et al.
(2005). Interrater reliability for diagnosis in adults of attention deficit hyperactivity
disorder and oppositional defiant disorder using K-SADS-E. Arq Neuropsiquiatr,

63(2A), 307-310

Grucza, R. A., Wang, J. C., Stitzel, J. A., Hinrichs, A. L., Saccone, S. F., Saccone, N. L., et
al. (2008). A risk allele for nicotine dependence in CHRNAS is a protective allele for

cocaine dependence. Biol Psychiatry, 64(11), 922-929.

Heatherton, T. F., Kozlowski, L. T., Frecker, R. C., & Fagerstrom, K. O. (1991). The
Fagerstrom Test for Nicotine Dependence: a revision of the Fagerstrom Tolerance

Questionnaire. Br J Addict, 86(9), 1119-1127.

Hindorff, L. A., MacArthur, J., Morales, J., Junkins, H. A., Hall, P. N., Klemm, A. K., &
Manolio, T. A. A Catalog of Published Genome-Wide Association Studies. Available

at: www.genome.gov/gwastudies. Accessed 09 May 2013.

53


http://www.genome.gov/gwastudies.%20Accessed%2009%20May%202013

Hutchison, K. E., Stallings, M., McGeary, J., & Bryan, A. (2004). Population stratification

in the candidate gene study: fatal threat or red herring? Psychol Bull, 130(1), 66-79.

Kalil, K. L., Bau, C. H., Grevet, E. H., Sousa, N. O., Garcia, C. R., Victor, M. M., et al.
(2008). Smoking is associated with lower performance in WAIS-R Block Design

scores in adults with ADHD. Nicotine Tob Res, 10(4), 683-688.

Kapoor, M., Wang, J. C., Bertelsen, S., Bucholz, K., Budde, J. P., Hinrichs, A., et al.
(2012). Variants located upstream of CHRNB4 on chromosome 15g25.1 are associated

with age at onset of daily smoking and habitual smoking. PLoS One, 7(3), e33513.

Kessler, R. C., Adler, L., Ames, M., Demler, O., Faraone, S., Hiripi, E., et al. (2005). The
World Health Organization Adult ADHD Self-Report Scale (ASRS): a short screening

scale for use in the general population. Psychol Med, 35(2), 245-256.

Lahiri, D. K., & Nurnberger, J. I., Jr. (1991). A rapid non-enzymatic method for the
preparation of HMW DNA from blood for RFLP studies. Nucleic Acids Res, 19(19),

5444.

Lee, C. T., Fuemmeler, B. F., McClernon, F. J., Ashley-Koch, A., & Kollins, S. H. (2013).
Nicotinic receptor gene variants interact with attention deficient hyperactive disorder
symptoms to predict smoking trajectories from early adolescence to adulthood. Addict

Behav, 38(11), 2683-2689.

Liu, J. Z., Tozzi, F., Waterworth, D. M., Pillai, S. G., Muglia, P., Middleton, L., et al.
(2010). Meta-analysis and imputation refines the association of 15925 with smoking

quantity. Nat Genet, 42(5), 436-440.

54



Marques-Vidal, P., Kutalik, Z., Paccaud, F., Bergmann, S., Waeber, G., Vollenweider, P.,
et al. (2011). Variant within the promoter region of the CHRNA3 gene associated with
FTN dependence is not related to self-reported willingness to quit smoking. Nicotine

Tob Res, 13(9), 833-839.

Martin-Soelch, C. (2013). Neuroadaptive changes associated with smoking: structural and

functional neural changes in nicotine dependence. Brain Sci, 3, 159-176.

Mayhew, K. P., Flay, B. R., & Mott, J. A. (2000). Stages in the development of adolescent

smoking. Drug Alcohol Depend, 59 Suppl 1, S61-81.

McClernon, F. J., Fuemmeler, B. F., Kollins, S. H., Kail, M. E., & Ashley-Koch, A. E.
(2008). Interactions between genotype and retrospective ADHD symptoms predict

lifetime smoking risk in a sample of young adults. Nicotine Tob Res, 10(1), 117-127.

McClernon, F. J., & Kollins, S. H. (2008). ADHD and smoking: from genes to brain to

behavior. Ann N Y Acad Sci, 1141, 131-147.

Mercadante, M., T., Asbahar, F., Rosario, M.,C., Ayres, A.,M., Karman, L., Ferrari, M.,C.,
et al. (1995). K-SADS, entrevista semi-estruturada para diagndstico em psiquiatria da

infancia, versdo epidemiolégica. FMUSP, S&o Paulo.

Mihailescu, S., & Drucker-Colin, R. (2000). Nicotine, brain nicotinic receptors, and

neuropsychiatric disorders. Arch Med Res, 31(2), 131-144.

Mitchell, J. T., Mcintyre, E. M., McClernon, F. J., & Kollins, S. H. (2013). Smoking

Motivation in Adults with Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder Using the

55



Wisconsin Inventory of Smoking Dependence Motives. Nicotine Tob Res, doi:

10.1093/ntr/ntt144.

Morisano, D., Bacher, 1., Audrain-McGovern, J., & George, T. P. (2009). Mechanisms
underlying the comorbidity of tobacco use in mental health and addictive disorders.

Can J Psychiatry, 54(6), 356-367.

Potter, A. S., Newhouse, P. A., & Bucci, D. J. (2006). Central nicotinic cholinergic
systems: a role in the cognitive dysfunction in attention-deficit/hyperactivity disorder?

Behav Brain Res, 175(2), 201-211.

Saccone, N. L., Saccone, S. F., Hinrichs, A. L., Stitzel, J. A., Duan, W., Pergadia, M. L., et
al. (2009a). Multiple distinct risk loci for nicotine dependence identified by dense
coverage of the complete family of nicotinic receptor subunit (CHRN) genes. Am J

Med Genet B Neuropsychiatr Genet, 150B(4), 453-466.

Saccone, N. L., Wang, J. C., Breslau, N., Johnson, E. O., Hatsukami, D., Saccone, S. F., et
al. (2009b). The CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 nicotinic receptor subunit gene cluster
affects risk for nicotine dependence in African-Americans and in European-

Americans. Cancer Res, 69(17), 6848-6856.

Salzano, F. M., & Bortolini, M. C. (2002). The evolution and genetics of Latin American

populations. Cambridge University Press, Cambridge.

Santos, N. P., Ribeiro-Rodrigues, E. M., Ribeiro-Dos-Santos, A. K., Pereira, R., Gusmao,
L., Amorim, A., et al. (2010). Assessing individual interethnic admixture and
population substructure using a 48-insertion-deletion (INSEL) ancestry-informative

marker (AIM) panel. Hum Mutat, 31(2), 184-190.

56



Sarginson, J. E., Killen, J. D., Lazzeroni, L. C., Fortmann, S. P., Ryan, H. S., Schatzberg,
A. F., et al. (2011). Markers in the 15924 nicotinic receptor subunit gene cluster
(CHRNA5-A3-B4) predict severity of nicotine addiction and response to smoking

cessation therapy. Am J Med Genet B Neuropsychiatr Genet, 156B(3), 275-284.

Schlaepfer, I. R., Hoft, N. R., Collins, A. C., Corley, R. P., Hewitt, J. K., Hopfer, C. J., et
al. (2008). The CHRNAS/A3/B4 gene cluster variability as an important determinant
of early alcohol and tobacco initiation in young adults. Biol Psychiatry, 63(11), 1039-

1046.

Sherva, R., Kranzler, H. R., Yu, Y., Logue, M. W., Poling, J., Arias, A. J., et al. (2010).
Variation in nicotinic acetylcholine receptor genes is associated with multiple

substance dependence phenotypes. Neuropsychopharmacology, 35(9), 1921-1931.

Sousa, N. O., Grevet, E. H., Salgado, C. A,, Silva, K. L., Victor, M. M., Karam, R. G., et
al. (2011). Smoking and ADHD: an evaluation of self medication and behavioral
disinhibition models based on comorbidity and personality patterns. J Psychiatr Res,

45(6), 829-834.

Stevens, V. L., Bierut, L. J., Talbot, J. T., Wang, J. C., Sun, J., Hinrichs, A. L., et al.
(2008). Nicotinic receptor gene variants influence susceptibility to heavy smoking.

Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 17(12), 3517-3525.

Thorgeirsson, T. E., Geller, F., Sulem, P., Rafnar, T., Wiste, A., Magnusson, K. P., et al.
(2008). A variant associated with nicotine dependence, lung cancer and peripheral

arterial disease. Nature, 452(7187), 638-642.

57



Thorgeirsson, T. E., Gudbjartsson, D. F., Surakka, I., Vink, J. M., Amin, N., Geller, F., et
al. (2010). Sequence variants at CHRNB3-CHRNAG6 and CYP2A6 affect smoking

behavior. Nat Genet, 42(5), 448-453.

Van Voorhees, E., McClernon, F. J.,, Fuemmeler, B., English, J., Holdaway, A,
Hallyburton, M., et al. (2012). An examination of differences in variables maintaining
smoking behavior in adult smokers with and without attention-deficit/hyperactivity

disorder. Addict Res Theory, 20(1), 72-81.

Volkow, N. D., Wang, G. J., Newcorn, J., Telang, F., Solanto, M. V., Fowler, J. S., et al.
(2007). Depressed dopamine activity in caudate and preliminary evidence of limbic
involvement in adults with attention-deficit/hyperactivity disorder. Arch Gen

Psychiatry, 64(8), 932-940.

Wang, G. J., Volkow, N. D., Wigal, T., Kollins, S. H., Newcorn, J. H., Telang, F., et al.
(2013). Long-term stimulant treatment affects brain dopamine transporter level in

patients with attention deficit hyperactive disorder. PLoS One, 8(5), e63023.

Wang, J. C., Grucza, R., Cruchaga, C., Hinrichs, A. L., Bertelsen, S., Budde, J. P., et al.
(2009). Genetic variation in the CHRNAS gene affects mMRNA levels and is associated

with risk for alcohol dependence. Mol Psychiatry, 14(5), 501-510.

Weiss, R. B., Baker, T. B., Cannon, D. S., von Niederhausern, A., Dunn, D. M,
Matsunami, N., et al. (2008). A candidate gene approach identifies the CHRNA5-A3-
B4 region as a risk factor for age-dependent nicotine addiction. PLoS Genet, 4(7),

£1000125.

58



Wellman, R. J., DiFranza, J. R., Savageau, J. A., & Dussault, G. F. (2004). Short term

patterns of early smoking acquisition. Tob Control, 13(3), 251-257.

Zembrzuski, V. M., Callegari-Jacques, S. M., & Hutz, M. H. (2006). Application of an
African Ancestry Index as a genomic control approach in a Brazilian population. Ann

Hum Genet, 70(Pt 6), 822-828.

59



Tables

Table 1: Socio-demographic and psychiatric characteristics of the participants

Smokers with  Non-smokers Smokers Controls
ADHD with ADHD without (n=514)
(n=209) (n=282) ADHD
(n=113)
Mean = SD Mean = SD Mean =+ SD Mean + SD
Age (years) 36+11.3 32.1+10.4 32.1+9.7 28.5+8.3
Schooling (years) 13.7+£3.6 14.1+£37 12.7+3.5 13.3+3.0
Inattention symptoms” 75+14 75+13 0.5+£0.7* 0.9+1.4*
Hyperactivity/impulsivity symptoms” 59+25 5327 1.3+1.8* 1.0+14*
n (%) n (%) n (%) n (%)
Gender (% male) 116 (55.5) 142 (50.4) 58 (51.3) 253 (49.2)
Major depressive disorder 73 (34.9) 106 (37.7) 37 (33.0) 135 (26.3)
Generalized anxiety disorder 45 (21.5) 60 (21.4) 14 (12.5) 50 (9.7)
Other substance use disorder 69 (33.0) 26 (9.2) 10 (8.9) 12 (2.3)
Median (IQR) Median (IQR)
Cigarettes per day 15 (5 - 20) - 11 (7 - 20) -
FTND score 1(1-5) - 1(0-4) -

* Reduced number of individuals with the same scale of patients with ADHD (n= 144).

# From the Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children-Epidemiologic

Version (K-SADS-E)
FTND: Fagerstrom Test for Nicotine Dependence; IQR: Interquartile Range
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Table 2: Logistic regression analysis of SNPs in the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster with tobacco smoking in subjects with and without ADHD

SNP Gene Minor  Patients with ADHD Subjects without ADHD
allele

Frequency Odds Ratio” P-value Bonf.’ Frequency Odds Ratio® P-value Bonf.®

¢ NS¢ (Cl 95%) s NS® (CI 95%)
rs588765 CHRNA5 T 30 36 0.73 (0.55-0.97) 0.029 0.230 35 34 1.06 (0.78-1.43) 0.733 1
rs16969968 CHRNA5 A 33 36 0.87 (0.66-1.13) 0.291 1 36 36 1.02 (0.76-1.38) 0.875 1
rs514743 CHRNAS T 26 34 0.69 (0.15-0.52) 0.012 0.098 31 30 1.06 (0.77-1.46) 0.738 1
rs578776 CHRNA3 T 38 28 1.63 (1.22-2.18) 0.001 0.008 31 33 0.87 (0.64-1.19) 0.377 1
rs1051730 CHRNA3 A 32 37 0.83 (0.64-1.09) 0.184 1 37 36 1.03 (0.77-1.40) 0.800 1
rs3743078 CHRNA3 G 38 26 1.79 (1.33-2.40) 0.0001 0.001° 29 30 0.93 (0.67-1.27) 0.629 1
rs8023462 Intergenic C 27 33 0.76 (0.57-1.01) 0.062 0.495 31 29 1.10 (0.80-1.52) 0.541 1
rs11634351 CHRNB4 A 34 41 0.72 (0.55-0.95) 0.021 0.166 42 40 1.10 (0.83-1.48) 0.506 1

*The models including the entire sample (with and without ADHD, n=1118) showed the same findings, in addition to significant ADHD x SNP interactions on

tobacco smoking (rs578776 T allele in ADHD: OR=2.57; Cl=1.46-4.53; P=0.001; and rs3743078 G allele in ADHD: OR=2.39; CI=1.35-4.22; P=0.003)

Gender and age were used as covariates
°Age and schooling were used as covariates

IMinor allele frequency (%) in S (smokers) and NS (non-smokers)

*Bonferroni correction



Table 3: Logistic regression analysis of haplotypes in the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster with tobacco smoking in subjects with and without

ADHD
Patients with ADHD

Polymorphisms Frequency
rs588765 rs16969968 rs514743 rs578776 rs1051730 rs3743078 rs8023462 rs11634351 Smokers Non-smokers Odds Ratio® P-value Pemp®
Cc A A C A C T A 0.298 0.339 0.81 0.145 0.629
Cc G A T G G T G 0.338 0.215 1.80 0.0002 0.0006
T G T C G C C G 0.216 0.293 0.66 0.009 0.039
Cc G A T G G T A 0.047 0.051 0.92 0.796 1
C A A C A C T G 0.042 0.044 0.91 0.787 1
T G T C G C T G 0.047 0.028 1.59 0.222 0.799
T G T C G C C A 0.012 0.030 0.39 0.106 0.512
Subjects without ADHD

Polymorphisms Frequency
rs588765 rs16969968 rs514743 rs578776 rs1051730 rs3743078 rs8023462 rs11634351 Smokers Non-smokers 0Odds Ratio” P-value Pemp®
C A A C A C T A 0.328 0.309 1.14 0.406 0.986
C G A T G G T G 0.241 0.237 1.01 0.947 1
T G T C G C C G 0.238 0.248 0.96 0.823 1
C G A T G G T A 0.047 0.059 0.76 0.455 0.993
C A A C A C T G 0.031 0.047 0.61 0.245 0.899
T G T C G C T G 0.045 0.033 1.53 0.290 0.943
T G T C G C C A 0.035 0.017 2.09 0.104 0.547
T G A T G C T A 0.018 0.028 0.68 0.477 0.996
C A A C A C C G 0.017 0.022 1.01 0.990 1

Gender and age were used as covariates
®Age and schooling were used as covariates
‘Empirical p-value based on 10,000 permutations
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Abstract

Cognitive processes, such as attention and working memory can be influenced by nicotine
through nicotinic acetylcholine receptors (NAChRs). Polymorphisms in the CHRNAS-
CHRNA3-CHRNB4 gene cluster have been associated with cognitive and
neuropsychological measures in the general population. We analyzed the effect of
polymorphisms in nAChRs and how the interaction between nAChRs variants and tobacco
smoking relates to cognitive performance in patients with ADHD. 312 adults with ADHD
were assessed using the Vocabulary and Block Design subtests of the Wechsler Adult
Intelligence Scale—Revised (WAIS-R). Our results showed that homozygosis of the minor
allele of the polymorphisms rs588765 and rs8023462 were associated with higher and
lower scores, respectively. There is also a significant interaction term (rs588765 x
smoking) suggesting that the beneficial effect of rs588765 T allele homozygosis seems to
be abolished by the use of nicotine. These findings suggest that variants in CHRNAS5-
CHRNAS3-CHRNB4 gene cluster influence cognitive performance in patients with ADHD

and that tobacco smoking may moderate the effect of rs588765 TT genotype.

Keywords: nicotinic receptor, polymorphism, attention, WAIS, nicotine
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Introduction

Nicotine, through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs), can interfere in
neurotransmitter release (e.g. dopamine, serotonin, GABA) and regulate cognitive
processes such as attention and working memory (Aubin et al., 2012; Brennan et al., 2010;
Gotti et al., 2006; Levin et al., 2006; Wu, 2009). Preclinical evidence suggests that nicotine
exposure during adolescence has a detrimental long-term effect on cognition in adulthood,
leading to lasting deficits on both attention and impulse control measures (Counotte et al.,
2009).

The nAChRs are highly expressed in prefrontal cortex and hippocampus, important
brain regions for cognitive functions (Barik and Wonnacott, 2009; Bentley et al., 2011,
Gotti and Clementi, 2004; Heishman et al., 2010). These receptors belong to the
superfamily of ligand-gated ion channels and are arranged in pentameric combinations of a
and B subunits. Twelve subunits have been identified, nine a (02-10) and three B (P2-4)
subunits (Gotti et al., 2009). Emerging evidence suggests a potential role of the nAChR a5
subunit for normal development of prefrontal cortex nicotinic signaling (Bailey et al.,
2012) thought to underlie attention deficits observed in mice that lack this subunit (a.5-/-
genotype; Bailey et al., 2010). The a5, a3 and P4 subunits are encoded by CHRNAS-
CHRNA3-CHRNB4 genes that are located on chromosome 15025. Genome-wide
association studies (GWAS; Liu et al., 2010; Thorgeirsson et al., 2008) and candidate gene
studies (Bierut et al., 2008; Broms et al., 2012; Sarginson et al., 2011; Schlaepfer et al.,
2008; Sherva et al., 2010; Stevens et al., 2008; Weiss et al., 2008) have shown that this
region is involved in the susceptibility to smoking behavior.

Polymorphisms in the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster have also been

associated with cognitive and neuropsychological measures. The rs16969968 A allele and
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rs1051730 A allele were associated with lower performance in the WAIS similarities
subtest, while the rs3743078 C allele was associated with better performance in the object
assembly subtest (Winterer et al., 2010). SNPs in the same gene cluster were also
associated with lower performance in the Wisconsin Card Sorting Test (WCST). However,
when the interaction between the same nAChRs variants and tobacco use was analyzed, the
results showed an opposite direction, in which tobacco use contributed to a better
performance (Zhang et al., 2010).

In summary, there is evidence that tobacco smoking has a detrimental effect on
cognitive performance and that CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster has a role in
the susceptibility of smoking behavior. Thus, it is pertinent for research to examine
potential mechanisms underlying variants in this gene cluster and smoking on WAIS-R
scores. Up to now only one study tested the interaction between nAChRs polymorphisms
and smoking on cognitive performance (Zhang et al., 2010), and no studies tested this
hypothesis in a sample of patients with ADHD. This is of relevance given the converging
evidence that these individuals, based on their profile of cognitive deficits, may be
particularly sensitive to any nicotine-related effects on cognition (Day et al., 2007;
Newhouse et al., 2004). The present study aims to investigate the impact of CHRNA5-
CHRNAS3-CHRNB4 polymorphisms in patients with ADHD and how the interaction

between nAChRs SNPs and smoking relates to cognitive performance in these patients.

Material and methods

Subjects
The ADHD sample comprises 312 adults from the ADHD Outpatient Program at the

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). The inclusion criteria were (a) native
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Brazilians of European descent (b) aged 18 years or older and (c) fulfillment of the
diagnostic criteria for ADHD according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-1V) (American Psychiatric Association, 1994), both currently and during
childhood. The exclusion criteria were (a) evidence of clinically significant neurologic
diseases that might affect cognition (e.g., epilepsy, head trauma, dementia, delirium and
multiple sclerosis), (b) current or past history of psychosis and (¢) 1Q <70. ADHD and
oppositional defiant disorder (ODD) diagnoses were based on DSM-1V criteria using the
respective sections of the Portuguese version of the Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children — Epidemiological Version (K-SADS-E) adapted
to adults. The Portuguese version of the Swanson, Nolan and Pedham Rating Scale-version
IV (SNAP-1V) addressed the severity of current ADHD and ODD symptoms (Swanson,
1992). The scale is based on 0-3 ratings and the scores are computed by summing the
scores in items from each dimension (inattention, hyperactivity/impulsivity, and
oppositional defiance), divided by the number of items in the dimension. The presence of
comorbidities was evaluated with the Structured Clinical Interview for DSM-IV (SCID-1V-
R) for the Axis | psychiatric disorders and with Mini-International Psychiatric Interview
(MINTI) for the diagnosis of antisocial personality disorder.

The criterion for smoking required the report of daily use of tobacco for at least one
month in the lifetime. There is a strong correlation between daily smoking and nicotine
dependence, as the daily smoking habit usually begins when the dependence is already
established (Mayhew et al., 2000; Wellman et al., 2004; DiFranza et al. 2012). Patients that
did not fulfill the criteria defined for smoking (daily use of tobacco for at least one month)

comprise the group of non-smokers.
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The population in Southern Brazil where this study was performed show
predominantly European ancestry (94%) according to estimates of interethnic admixture,
making errors due to population stratification unlikely (Hutchison et al., 2004; Santos et
al., 2010; Zembrzuski et al., 2006). Moreover, the participants were also selected
considering morphological classification based on skin color and morphological traits,
rather than considering only a self-classification of ethnicity. In addition, individuals who
reported having grandparents of non-European origin were not included in the sample. All
individuals who were sampled signed an informed consent approved by the Ethics

Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Neuropsychological Assessment

The neuropsychological performance of patients was assessed by trained
psychologists. Approximately 20% of patients were under methylphenidate treatment for
ADHD and were asked to abstain from the medication for 48 hr before undergoing this
evaluation. The Vocabulary and Block Design subtests of the Wechsler Adult Intelligence
Scale—Revised (WAIS-R) were used to evaluate the cognitive abilities. The WAIS-R is
used essentially to evaluate personal strategies for problem solution and specific cognitive
deficits. Vocabulary subtest evaluates the premorbid conditions of intelligence,
comprehension, learning capacity and general intelligence, while the Block Design subtest
measures the speed of execution, capacity of planning and organization, spatial/visual

orientation and perceptual integration (Wechsler, 1981).

Laboratory methods
DNA was extracted from the peripheral blood, following the method described by

Lahiri and Nurnberger (1991). Eight polymorphisms of the CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4
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gene cluster were analyzed in the present study, three in the CHRNAS gene; rs588765,
rs16969968, and rs514743; three in the CHRNAS3 gene; rs578776, rs1051730, and
rs3743078; one intergenic polymorphism; rs8023462; and one in the CHRNB4 gene;
rs11634351. A more detailed description of the polymorphisms is described elsewhere
(Polina et al., 2013). All of the polymorphisms were genotyped using the TagMan SNP
genotyping assays (Applied Biosystems), according to the manufacturer’s recommended
protocol. The polymorphisms were chosen based on minor allele frequency higher than
20%, evidence of functional effect of the SNP and previous association with tobacco

behavior and other substance use disorder.

Statistical analysis

A multivariate analysis of covariance (MANCOVA) was used to evaluate the effect
of polymorphisms and their interaction with tobacco smoking (SNP x tobacco smoking) on
Vocabulary and Block Design subtests of the WAIS-R, considering also confounding
effects. Variables such as gender, comorbid psychiatric disorders, age and years of
schooling, were considered potential confounders. A P-value of 0.2 was used as the
threshold for inclusion as a covariate in the model (association with at least one outcome
and one SNP). Gender, age, years of schooling and generalized anxiety disorder reached
the threshold and were used as covariate in the first model. After that we used a manual
backward stepwise elimination procedure with intent to maintain only the significant

variables in the final model.
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Results

The demographics and lifetime comorbidities of the sample are presented in Table 1.
The genotype distributions were in accordance with Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
in all polymorphisms analyzed.

The final model of MANCOVA is described in Table 2. The polymorphisms
rs588765 and rs8023462 showed statistically significant main effects in the Block Design
subtest. Individuals with the rs588765 TT genotype scored higher on Block Design (P =
0.012) compared with CT and CC genotypes; while rs8023462 CC homozygous scored
lower on Block Design subtest (P =0.048) compared with TC and TT genotypes. In
addition, smokers scored lower on Vocabulary subtest (P =0.014) compared with non-
smokers. The interaction term rs588765 x smoking showed significant results on
Vocabulary subtest (P = 0.004). Smokers who are homozygous for the rs588765 minor

allele (TT) scored lower on the Vocabulary subtest compared with non-smokers.

Discussion

Our results provide further support to previous studies on the influence of nAChRs
polymorphisms on cognitive performance (Rigbi et al., 2008; Winterer et al., 2010; Zhang
et al., 2010). Our findings suggest that the SNPs rs588765 and rs8023462 are associated
with WAIS-R scores among patients with ADHD. Furthermore, our results also suggest
that the effect of rs588765 cognitive profile is influenced by tobacco smoking.

Our findings are consistent with previous evidence that variants in CHRNAS-
CHRNA3-CHRNB4 may influence cognition (Winterer et al., 2010). They are also
consistent with the demonstration that tobacco smoking modified the association between
nAChRs variants and WCST scores (Zhang et al., 2010). In relation to the SNP rs8023462,

whose CC genotype was associated with worse performance in the present study, the C
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allele was nominally associated with externalizing and delinquent behaviors in a previous
study (Stephens et al., 2012). The CHRNAS rs588765 TT genotype, which performed
better in the present study, showed a 2-fold increase in CHRNAS mRNA expression
(Wang et al., 2009). Increased CHRNA5 mRNA expression can contribute to a greater
number of a5-containing nAChRs. Evidences have shown that the presence of a5 subunit,
an accessory subunit, in the receptor can increase Ca** permeability (Barik and Wonnacott,
2009; Gotti et al., 2009), process which modulates neurotransmitter release and synaptic
plasticity (Barik and Wonnacott, 2009). It might be hypothesized that an elevated number
of a5-containing nAChRs can increase the availability of neurotransmitter, such as
dopamine, and consequently influence cognitive performance.

The apparently positive effect of rs588765 T allele homozygosis on cognitive scores
seems to be abolished among smokers. This finding may be a possible explanation for a
lower risk to smoking associated with the T allele among patients with ADHD (Polina et
al., 2013). It is noteworthy that smoking itself may have a detrimental effect on cognition
(Glass et al., 2006; Kalil et al., 2008). Animal studies suggest that aspects of behavioral
and physiological response to nicotine may be influenced by genetic factors, in addition to
nicotinic receptors expression (Breese et al., 1997). The effect of nicotine depends on the
type of NAChRs expressed in the neurons and the location of these neurons (Heishman et
al., 2010). The variability observed in cognitive performance may be the cause of
individual differences in neuronal pathway (Heishman et al., 2010). Evidence has emerged
that long term nicotine exposure may interact with several genes in influencing gene
expression in the human frontal lobe, a key brain region involved in cognitive function
(Wolock et al., 2013). Gene expression is also altered in the brain of rats during

adolescence by nicotine, 162 genes can be affected, some of them showed similar patterns
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of gene expression in prefrontal cortex and hippocampus (Polesskaya et al., 2007).
Nicotine exposure can induce neuroplastic changes (structure, behavioral, physiology) in
the brain that persist even after cessation of nicotine (DiFranza et al., 2012). These changes
in brain, immediately and persistently may be the cause of alterations in gene expression
(DiFranza et al., 2012). These findings highlight the importance of examining nicotine
exposure as a novel brain environmental moderator of gene effects on functions that are
dependent on the frontal lobes, such as cognition.

Reduced cognitive performance in smokers, as observed in our findings in patients
with ADHD, is consistent with the long-term effects of adolescent smoking observed in
adult rodents (Counotte et al., 2009) and was also shown by Hong and colleagues (2011) in
a group of patients with schizophrenia. Another scenario where nicotine use seems to be
damaging in the long-term is in major depression disorder. Higher scores of depression are
reported among current smokers when compared with former smokers (Dos Santos et al.,
2010) and ex-smokers reported feeling happier after smoking cessation (Shahab and West,
2009), suggesting that after passing the withdrawal symptoms the patients experience a
better mood. Taken together, these results suggest that impaired performance and mood
oscillation may be a consequence of chronic smoking, which have harmful effects
(Winterer et al., 2010).

Unfortunately, in the present study we could not investigate the effect of age of
smoking initiation on WAIS-R scores. This analysis would be relevant considering the
evidence that early onset of nicotine use have a stronger detrimental effect (Counotte et al.,
2009; Wolock et al., 2013). Another limitation is that our sample comprised current and
former smokers and cognitive performance was not assessing during period of smoking of

all patients. Despite the evidences that dysfunctional frontal network is observed in both
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current and former smoker compared to nonsmokers (Neuhaus et al,. 2006) and that brain
damages caused by nicotine do not return to their original state after smoking cessation
(DiFranza et al., 2012) it would be interesting to evaluate the interaction between nAChRSs
and smoking in cognitive profile according to current smoking status. Furthermore, the
findings presented here cannot be considered valid for subjects without ADHD. Other
studies have observed similar findings in the general population (Winterer et al., 2010;
Zhang et al., 2010), but these investigations did not analyze specifically SNPs rs588765
and rs8023462, that were particularly informative here. Therefore, it would be important to
have exactly the same measures and SNPs in a single study. Further studies are necessary
to understand the role of nAChRs SNPs on cognition and how tobacco use interact with
polymorphisms in nAChRs and influence performance in subjects with different clinical
and neurobiological backgrounds. Brain expression studies specifically targeting this gene
region are warranted to examine whether this interaction operates via nicotine-induced
alteration on nAChRs in prefrontal brain regions during maturation (i.e., from nicotine
exposure during adolescence). It is speculated that such alterations may have greater
impact in patients with ADHD, given their pre-existing altered prefrontal functioning and
cognitive deficits.

In summary, the current study has provided further evidence that genetic variants on
CHRNAS5-CHRNA3-CHNRB4 gene cluster influence cognitive performance and that
smoking is capable of inhibit the benefits of SNPs within this gene cluster on cognitive

function in patients with ADHD.
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Tables

Table 1: Demographic and psychiatric characteristics of the patients

ADHD Smokers ADHD Non-smokers

(n=135) (n=178)

Mean = SD Mean £ SD

Age (years) 36.2+11.1 32.1+10.8
Schooling (years) 13.4+3.7 13.9+3.7
Inattention symptoms* 76+1.2 75+1.3
Hyperactivity/impulsivity symptoms* 6.1+2.3 51+28
SNAP inattention® 1.9+05 1.9+0.6
SNAP hyperactivity/impulsivity” 1.6+£0.7 1.4+08

n (%) n (%)

Gender (% male) 76 (55.5) 86 (48.0)
Primarily inattentive 46 (33.6) 87 (48.6)
Primarily hyperactive/impulsive 6 (4.4) 10 (5.6)
Combined subtypes 85 (62.0) 82 (45.8)
Major depressive disorder 52 (38.0) 70 (39.3)
Generalized anxiety disorder 29 (21.2) 34 (19.1)
Other substance use disorder 39 (28.5) 14 (7.9)

" From the Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children-Epidemiologic

Version (K-SADS-E)
# From the Swanson, Nolan and Pedham Rating Scale-version IV (SNAP-IV)
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Table 2: Effect of polymorphisms in CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 gene cluster and tobacco smoking on WAIS-R
WAIS-R Vocabulary WAIS-R Block Design

Mean (SE) Mean (SE)

CHRNADS5-rs588765

CC (n=134) 102.7 (1.69) F.300) 91.0 (2.37) F.300)

CT (n=143) 101.3 (1.52) =2.172 93.4 (2.13) =4.491

TT (n=35) 108.5 (2.55) P=0.116 106.5 (3.58) P=0.012
Intergenic-rs8023462

TT (n = 156) 106.0 (1.48) F.300) 100.8 (2.07) F.300)

TC (n=125) 107.5 (1.51) = 2.669 101.6 (2.12) =3.071

CC(n=31) 99.0 (2.83) P =0.069 88.4 (3.98) P=0.048
Smoking

No (n =177) 105.8 (0.85) Fa.300 = 6.137 98.2 (1.19) Fa.300= 1.918

Yes (n = 135) 102.5 (1.20) P=0.014 95.7 (1.68) P=0.167
rs588765-smoking interaction

Genotype CC in non-smokers (n = 74) 103.8 (1.84) 93.1 (2.58)

Genotype CC in smokers (n = 60) 101.7 (1.85) F(2.300) 88.8 (2.61) F2.300)

Genotype CT in non-smokers (n = 76) 100.4 (1.67) =5.622 93.2 (2.34) =1.390

Genotype CT in smokers (n = 66) 102.2 (1.70) P =0.004 93.5(2.38) P=0.251

Genotype TT in non-smokers (n = 26) 113.3 (2.69) 108.4 (3.78)

Genotype TT in smokers (n = 9) 103.6 (3.36) 104.6 (4.73)

Gender, age, schooling and generalized anxiety disorder were used as covariates

Subscripted numbers in the parenthesis under F values are degree of freedom of groups and degree of freedom of errors, respectively



Capitulo V

DISCUSSAO GERAL




Os genes que codificam subunidades de receptores nicotinicos parecem ser
relevantes na suscetibilidade ao tabagismo, sendo que diversos polimorfismos nesses genes
ja foram associados com o transtorno (Feng et al., 2004; Greenbaum et al., 2006; Bierut et
al., 2007; Ehringer et al., 2007; Stevens et al., 2008). O complexo génico CHRNA5-
CHRNA3-CHRNBA4, especialmente, destacou-se apos os resultados de GWAS associa-lo
com o tabagismo. A meta-analise de GWAS de Liu et al. (2010), avaliando a quantidade de
cigarros por dia, identificou o locus CHRNA5-CHRNAS3 como o Unico locus significativo
no genoma (Liu et al., 2010), reforcando o papel desses genes na suscetibilidade ao
tabagismo. Além disso, esse complexo tem sido explorado na suscetibilidade a outros
transtornos psiquiatricos, como TDAH, transtorno depressivo maior, transtorno bipolar e
esquizofrenia, principalmente devido a sua funcdo na liberacdo de neurotransmissores e as
altas taxas de tabagismo entre os pacientes (Hong et al., 2011; Chen et al., 2012; Jackson et
al., 2013). A comorbidade entre os transtornos pode ter consequéncias negativas na
gravidade e na persisténcia dos sintomas (Swendsen et al., 2010). A combinagdo de
fatores, entre eles genéticos, contribui para o desenvolvimento concomitante desses
transtornos devido a etiologia multifatorial. De fato, transtornos psiquiatricos, assim como
caracteristicas de personalidade (busca por novidade, evitacdo de dano), fortemente
associados ao tabagismo, sdo candidatos para a identificacdo de interagdes genéticas
complexas (McClernon et al., 2008). Dessa maneira, considerando que tanto os genes de
nNAChRs como o TDAH tém sido associados independentemente com o risco de
tabagismo, os sintomas do TDAH representam um fendtipo relevante que pode influenciar
a relacdo entre genotipo e tabagismo (McClernon et al., 2008; Gould, 2010). Sendo assim,
a combinacéo de alelos especificos e TDAH pode ainda contribuir para a compreensao da
maior vulnerabilidade para o tabagismo em alguns pacientes com TDAH (Lee et al., 2013).

A influéncia genética pode diferir substancialmente na etiologia de doencas
complexas (Lin et al., 2007). Portanto, é possivel que, na presenca de TDAH, certos
gendtipos funcionem em conjunto para aumentar o risco de tabagismo (Bidwell et al.,
2012). Nossos resultados apontam que os alelos rs578776-T e rs3743078-G estdo
associados com um maior risco para o tabagismo em pacientes com TDAH, variantes
anteriormente associadas com menor risco na populacdo geral (Bierut et al., 2008; Stevens
et al., 2008; Weiss et al., 2008; Saccone et al., 2009a,b). Dessa forma, esses achados com

variantes genéticas do complexo génico CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 reforcam o papel
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do TDAH como um modulador na suscetibilidade ao tabagismo. Apesar de ndo
encontrarmos nenhuma evidéncia de associacdo entre polimorfismos em nAChRs e o0 risco
para o tabagismo na populacdo geral, € possivel observar um efeito oposto dos alelos
estudados em pacientes com TDAH e na populagdo geral. Sendo assim, sugere-se que
diferentes mecanismos estdo envolvidos na suscetibilidade ao tabagismo na populagdo
geral e em pacientes com TDAH. Os principais incentivos para 0 uso da nicotina podem
ser diferentes entre os individuos com e sem TDAH, aqueles com o transtorno usam
nicotina principalmente para melhorar a cognicdo e a irritabilidade, por estarem
frequentemente expostos aos estimulos do tabagismo e pela perda do controle voluntério
sobre o habito de fumar, enquanto que os individuos sem TDAH tornam-se tabagistas
principalmente devido ao estimulo socioambiental, sendo influenciados particularmente
por familiares e amigos (Van Voorhees e cols. 2012; Mitchell et al., 2013). Portanto, ¢
provavel que os circuitos cerebrais envolvidos sejam diferentes entre os individuos,
considerando que pacientes com TDAH apresentam anormalidades estruturais e funcionais
em regides especificas do cérebro, e o efeito da nicotina depende da rede neuronal, assim
como da localizagdo e dos tipos de nAChRs expressos nos neurénios (Heishman et al.,
2010; Gould and Leach, 2013).

Receptores nicotinicos também estdo envolvidos na regulacdo de processos
cognitivos, visto que eles sdo amplamente expressos em regides como cértex pré-frontal e
hipocampo, areas relevantes para atencdo e memdria (Gotti et al., 2006; Brennan et al.,
2010; Heishman et al., 2010). Polimorfismos do complexo génico CHRNA5-CHRNA3-
CHRNB4 ja foram associados com desempenho cognitivo em individuos da populacao
geral (Winterer et al., 2010; Zhang et al., 2010), e nossos resultados mostram que, embora
com diferentes polimorfismos, eles também influenciam a cognicdo em pacientes com
TDAH. O polimorfismo rs588765, no gene CHRNADS5, mostrou resultados significativos
para a cognicdo. O alelo T em homozigose foi associado com melhor desempenho
cognitivo. Esse mesmo alelo foi nominalmente associado com um menor risco para 0
tabagismo em pacientes com TDAH. Além disso, o gendtipo rs588765 TT parece
aumentar a expressao do gene CHRNAS (Wang et al., 2009). Uma maior quantidade de
subunidades a5 disponiveis pode acarretar em um aumento na inser¢do dessa subunidade
no receptor funcional. Dessa forma o receptor, quando ativado, permite um maior fluxo de

Ca®* o qual promove uma maior liberacio de neurotransmissores e, por consequéncia, pode
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influenciar no desempenho cognitivo (Barik and Wonnacott, 2009; Gotti et al., 2009). Os
nAChRs do subtipo a5* sdo amplamente encontrados em regides envolvidas em processos
cognitivos, o que pode favorecer uma melhor resposta (Heldt and Ressler, 2006;
Kobayashi et al., 2013; Lecourtier and Kelly, 2007). Entretanto, o efeito desse alelo na
cognicao parece ser anulado pelo uso de nicotina, sendo observado um pior desempenho
cognitivo em individuos fumantes com o genotipo TT quando comparado com nao
fumantes. O efeito protetor desse alelo para o tabagismo pode ser um fator que contribui
para o resultado oposto quando na presenca de nicotina. Entretanto, o tabagismo pode
causar alteracfes na plasticidade neuronal e também parece influenciar a expressdo de
alguns genes (DiFranza et al., 2012; Wolock et al., 2013). Dessa forma, serd que o
tabagismo esta alterando o efeito do polimorfismo rs588765 na expressdo do gene
CHRNADS e assim anulando a resposta positiva no desempenho cognitivo? Infelizmente, o
complexo génico CHRNAS5-CHRNA3-CHRNB4 ndo foi incluido nos estudos que
avaliaram o efeito do tabagismo na expressdo génica (Polesskaya et al., 2007; Wolock et
al., 2013). A influéncia do tabagismo na expressdo desses genes pode contribuir para um
melhor entendimento do seu efeito no desempenho cognitivo. O tabagismo provoca
diversas alteracdes nas conexdes nervosas, sendo assim, pode alterar a resposta a nicotina
em regibes importantes para a cognicdo resultando em prejuizos cognitivos. Outra
possibilidade é que o uso prolongado da substancia e a quantidade administrada podem
estar acentuando os déficits cognitivos (Wagner et al., 2013). Estudos tém mostrado um
baixo desempenho de tabagistas em testes que avaliam a atencdo visual e a impulsividade e
maior frequéncia de sintomas de TDAH comparado com ndo tabagistas (Kollins et al.,
2005; Leach et al., 2013; Wagner et al., 2013; Weiser et al., 2010).

A presenca de transtornos psiquiatricos, assim como o numero de transtornos
presentes, geralmente estd associada com um risco aumentado para iniciar o uso de
nicotina ou outras substancias, assim como um maior risco de transicdo de abuso para
dependéncia (Swendsen et al., 2010). Dessa forma, como o TDAH é um transtorno com
inicio na infancia é provavel que o diagndstico do transtorno proporcione um maior risco
para 0 desenvolvimento do tabagismo, transtorno que ocorre mais tarde, durante
adolescéncia ou idade adulta. Entretanto, observa-se que na amostra de pacientes com
TDAH usada no presente estudo, a grande maioria dos pacientes ndao havia sido

diagnosticada com TDAH durante a infancia, apesar da existéncia dos sintomas. Em
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muitos casos, 0 aparecimento de comorbidades, como depressdo, ansiedade e uso de
substancias, entre outras, evidenciam os sintomas do TDAH e ocasionam prejuizos mais
graves aos pacientes o que os leva a procurar por um diagndstico. As comorbidades podem
contribuir para uma maior probabilidade de diagnéstico para o TDAH. No entanto, 0s
sintomas do TDAH e outros transtornos associados podem muitas vezes causar confusao e
atrapalhar o diagndstico. O tabagismo ao contréario de melhorar a cognicao dos individuos,
pode acentuar os seus déficits cognitivos, o que faz com que procurem por um diagnostico.
A depressdo pode ter sintomas como desatencdo, distragdo e irritabilidade, podendo
simular o feno6tipo de TDAH. Por outro lado, TDAH pode estar acompanhado por um
transtorno depressivo ou resultar em um humor depressivo devido as constantes
dificuldades na vida académica, profissional e pessoal (Taurines et al., 2010). O TDAH em
adultos, como o observado na nossa amostra, talvez ndo tenha exatamente a mesma base
biologica do TDAH diagnosticado ainda na infancia. As diferentes proporcdes observadas
de acordo com o género na infancia e idade adulta podem refletir a presenca de
comorbidades. Na infancia a propor¢cdo de meninos e meninas € de 3:1, enquanto que na
idade adulta a proporcdo de homens e mulheres é de 1:1 (Wilens and Dodson, 2004). O
aparecimento de comorbidades como ansiedade e depresséo, principalmente em mulheres,
pode aumentar a busca por um diagndstico nesse grupo. O tratamento de transtornos
psiquiatricos pode prevenir o abuso e dependéncia de nicotina em aproximadamente 40%
dos casos (Swendsen et al., 2010).

Apesar da tentativa de melhor compreensdo do papel dos nAChRs na
suscetibilidade ao tabagismo, qual o papel do TDAH e como esses receptores podem
contribuir no desempenho cognitivo, é complicado saber como ocorre o funcionamento dos
nAChRs, sendo que a nicotina é capaz de se ligar e ativar os diferentes tipos de NAChRs
por todo o cérebro. Muito j& se sabe sobre as combinagcfes mais frequentes e areas onde
esses subtipos podem ser encontrados, no entanto, serd que o cérebro de pacientes com
TDAH e individuos da populacdo geral apresentam os subtipos de NAChRs nas mesmas
proporcoes e regides cerebrais? Receptores como 0s nicotinicos, no qual sdo necessarias
cinco subunidades para a formacao de um receptor funcional, sdo complexos e permitem
muitas hipoteses. Além disso, as alteracBes na expressdo génica causadas pelo uso de

nicotina podem influenciar diversos processos desencadeados pela nicotina, incluindo a

89



ativacdo de vias fisiologicas, a alteracdo no desenvolvimento, a neurotoxicidade, a
toleréncia e a dependéncia de nicotina (Polesskaya et al., 2007).

Os efeitos dos genes CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 e suas interagdes com outros
sistemas como o DAérgico, o serotoninérigico, o GABAérgico ainda precisam ser
investigados, visto que a ativagdo dos nAChRs influencia a liberagdo desses
neurotransmissores em diferentes areas cerebrais. O gene do receptor D2 de dopamina
(DRD2), assim como o complexo génico CHRNAG6-CHRNB3, podem ser essencialmente
relevante para testar interacdo com estes genes na suscetibilidade ao tabagismo em
pacientes com TDAH, visto que polimorfismos nesses genes também mostraram ser
modulados por sintomas do TDAH no risco de tabagismo (McClernon et al., 2008; Bidwell
et al., 2012; Lee et al., 2013). Estudos utilizando modelos animais podem contribuir para
uma melhor compreensdo da interacdo desses sistemas. Além disso, outros estudos
investigando o papel do complexo génico e outros genes de nAChRs na suscetibilidade ao
tabagismo em pacientes com transtornos psiquiatricos sao importantes, podendo contribuir
com estratégias de prevencao e de possiveis tratamentos para o tabagismo.

Desta forma, o tratamento de transtornos com inicio na infancia, como o
TDAMH, talvez pudesse prevenir determinados casos de tabagismo na adolescéncia e idade
adulta. Serd que o uso de nicotina em alguns individuos que fazem parte da amostra
poderia ser diminuido ou ter um curso diferente caso eles tivessem sido diagnosticados e
tratados para o0 TDAH na infancia? Adultos ndo diagnosticados na infancia apresentariam
um maior risco para o tabagismo? Ou o proprio tabagismo aumentaria a probabilidade de
busca por tratamento para 0 TDAH? Todas essas questdes se mostram cada vez mais em
aberto. Embora a presente tese ndo tenha as respostas, até porque o desenho ndo é
longitudinal, as associacGes demonstradas sugerem a importancia do estudo dos genes em
receptores nicotinicos como elementos relevantes nas relagbes entre o uso de nicotina,

TDAH e cognicéo.
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