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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) estd entre os
transtornos mentais mais comuns na infancia e na adolescéncia, afetando em torno de 5%
das criangas em idade escolar no mundo. Esta patologia caracteriza-se por sintomas de
desatencdo, de hiperatividade e de impulsividade, causando significantes problemas
sociais, educacionais e psicologicos. Embora sua etiologia ainda ndo esteja totalmente
esclarecida, existem fortes evidéncias mostrando que fatores genéticos desempenham um
papel importante na doenga. Muitos genes sao considerados como possiveis genes de
suscetibilidade para este transtorno, principalmente aqueles do sistema dopaminérgico, que
sdo alvos diretos dos agentes farmacologicos. Embora menos investigados, os genes do
sistema serotoninérgico sao potencialmente importantes na suscetibilidade ao TDAH
devido a extensa relagdo que possui com o sistema dopaminérgico. Varias investigagoes
sugerem que genes serotoninérgicos estdo envolvidos em comportamentos impulsivos e
hiperativos, que ocorrem no TDAH. No presente estudo foram analisados cinco genes do
sistema serotoninérgico (HTRIB, SHTT, HTR2A, TPH-2 e MAOA), dois genes do sistema
dopaminérgico (DAT e DRD4) e um gene do sistema noradrenérgico (DBH). No gene
HTRIB foram investigados trés polimorfismos em uma amostra composta por 343 criangas
com TDAH e seus pais biologicos. Destas, 143 eram exclusivamente do subtipo desatento.
Na amostra total o haplotipo -261T/-161T/861G foi preferencialmente transmitido dos pais
para as criangas com TDAH (p=0.014), nenhuma associacdo especifica foi observada
quando a analise foi restrita ao subtipo desatento de TDAH. Os resultados deste estudo
sugerem um papel do gene HTRIB na neurobiologia do transtorno em criancas. Os genes
SHTT, HTR2A, TPH-2, DAT, DRD4 ¢ DBH foram analisados em uma amostra composta
de 128 pacientes do subtipo desatento. Nenhuma associagdo significante foi observada
neste estudo. Esses resultados sugerem que estratificar as amostras de TDAH por subtipos
clinicos da doenga parecem ndo contribuir significantemente para a identificacdo de novos
genes de suscetibilidade. Uma abordagem farmacogenética foi realizada utilizando o gene
MAOA como marcador. Um polimorfismo na regido promotora associado a atividade
transcricional do gene (uVNTR) foi investigado em 85 meninos afetados com TDAH em

uso de metilfenidato. Evidenciou-se uma interacdo significante entre o alelo de alta



atividade do gene e melhora dos sintomas de oposicao apos trés meses de tratamento com
metilfenidato (p=0,009). Esses resultados demonstram que a melhora de sintomas
observada, ap6s os trés meses de tratamento, ¢ influenciada pelo gendtipo do paciente. Os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem que futuramente esses estudos poderdao
auxiliar no diagndstico, aprimoramento e desenvolvimento de farmacos e

conseqiientemente na melhoria de vida dos pacientes afetados pelo transtorno.



ABSTRACT

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is among the most common
childhood and adolescence psychiatric disorder, affecting around 5% of school-age
children worldwide. This disease is characterized by inattentive, impulsive and hyperactive
behavior, causing significant social, educational and psychological difficulties. Although
its etiology remains unclear, there is strong evidence supporting the role of genes in the
disorder. Many genes are considered as susceptibility genes for this disease, especially
those from the dopaminergic system, that are the main targets for pharmacological agents.
Although less investigated, serotonergic genes are potentially important on ADHD
susceptibility due to their extensive relation with the dopaminergic system. Many
investigations suggest that serotoninergic genes are involved in ADHD impulsive and
hyperactive behaviors. In the current study five genes from the serotoninergic system
(HTRIB, SHTT, HTR2A, TPH-2 ¢ MAOA), two genes from dopaminergic system (DAT e
DRD4) and one gene from the noradrenergic system (DBH) have been investigated. Three
polymorphisms HTRIB gene have been investigated in a samples of 343 children
diagnosed with ADHD and their biological parents. From these, 143 presented the
inattentive subtype. In the total sample haplotype -261T/-161T/861G has been
preferentially transmitted from the parents to the children with ADHD (p=0.014), no
specific association has been observed when the analysis has been restricted to the
inattentive subtype. The results from this study suggest a role for HTRIB gene at the
neurobiology disorder in children. The SHTT, HTR2A, TPH-2, DAT, DRD4 and DBH
genes have been studied in a sample composed by 128 patients with the inattentive
subtype. No significant association has been observed at this study. These results suggest
that the sample stratification by clinical disease subtype does not seem to significantly
contribute to the identification of new susceptibility genes. A pharmacogenetic approach
has been performed using the MAOA gene as a marker. A polymorphism at the promoter
region associated with gene transcriptional activity (WWNTR) has been investigated in 85
boys affected with ADHD and submitted to treatment with Methylphenidate. A significant
interaction between the gene high activity allele and an improvement on the opposition
symptoms has been evidenced after three months of treatment with Methylphenidate
(p=0.009). These results demonstrate that the improvement observed on the symptoms

after three months of treatment is influenced by the patient genotype. The results obtained
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suggest that this study could assist in the diagnosis, improvement and development of

drugs in the future, improving life quality from patients affected by the disorder.
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Capitulo 1
INTRODUCAO




1.1. Historico

O Transtorno de Déficit de Atengao e Hiperatividade (TDAH) ¢ conhecido ha
bastante tempo, porém ndo com essa denominagdo. As primeiras referéncias a esse
transtorno na literatura ndo-médica datam da metade do século XIX (Hoffmann,
1854), enquanto que a primeira descrigdo clinica ocorreu em 1902 (Still, 1902).
Primeiramente, foi chamado de “lesdo cerebral minima” e depois “disfuncdo cerebral
minima”, reconhecendo-se assim que as alteragdes caracteristicas da sindrome se
relacionam mais a disfun¢do em vias nervosas do que propriamente a lesdes nas
mesmas (Clements, 1966). Em 1950, o nome foi modificado para ‘“sindrome da
crianca hiperativa”. Em 1967, na segunda edi¢do do Manual de Diagnostico e
Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM-II, American Psychiatric Association,
APA), o nome foi modificado novamente para “reacdo hipercinética da infancia”
(APA, 1967). As duas ultimas designacdes demonstraram bem a maior énfase dada
para os sintomas de hiperatividade e impulsividade como marca principal da doenga.
O DSM-III representou um marco importante, pois se comegou a enfatizar a
desaten¢do como componente da doenca, além da hiperatividade. Entdo, em 1980 no
DSM-III foi publicado o novo nome para a doenga, Transtorno de Déficit de Atengado
e Hiperatividade (TDAH) (APA, 1980). No entanto, o maior foco na hiperatividade
como principal caracteristica da doenga ainda ocorria. Em 1987, na revisao do DSM-
III, foi dado finalmente igual peso para desatencdo e para hiperatividade como
caracteristicas do transtorno (APA, 1987). Ja, no DSM-IV, em 1994, foram definidos
trés principais subtipos para o TDAH: combinado, desatento e hiperativo
(APA,1994). Atualmente, utiliza-se o DSM-IV que, em 2000, foi revisado, mantendo
0s mesmos critérios para o TDAH (APA, 2000).

1.2. Caracterizaciao da Doenca

O TDAH ¢ uma das doencgas mentais mais freqiientes na psiquiatria infanto-

juvenil (Smalley, 1997; Biederman, 1998). A sua prevaléncia mundial ¢ estimada em

cerca de 5% (Polanczyk e cols., 2007a).

A crianga e o adolescente com TDAH caracterizam-se por um consideravel grau

de desatengdo, acentuada distracdo, impulsividade e hiperatividade (Smalley, 1997;

Rohde e cols., 1999a). Tanto os pais quanto os professores das criangas e adolescentes

com TDAH descrevem-nas como se estivessem no “mundo da lua” ou como se
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estivessem “ligadas em uma tomada de 220V”. Esses comportamentos seriam
respectivamente causados pela acentuada desatengdo e excessiva hiperatividade
(Teixeira, 2006). Essas caracteristicas causam prejuizos significantes na familia, nos
relacionamentos € no sucesso escolar, além de aumentar o risco de isolamento social,
sérios acidentes no transito e desenvolvimento de outras psicopatologias (Tannock,
1998).

O diagnostico do TDAH ¢ fundamentalmente clinico e baseia-se em critérios
operacionais claros e bem definidos, provenientes de sistemas classificatorios como o
DSM-IV ou a CID-10 (Organiza¢gdo Mundial de Saude, 1993).

O DSM-IV classifica os sintomas do TDAH em dois grupos: desatencdo e
hiperatividade-impulsividade (Tabela 1). De acordo com esses critérios, sdo necessarios
para caracterizar o TDAH seis ou mais sintomas em pelo menos um dos grupos, no
minimo por seis meses com caracterizacdo de prejuizo em fungdo destes sintomas em
mais de um ambiente (por exemplo: casa e escola) e inicio do prejuizo antes dos sete
anos de idade. Com base nesses sintomas, 0 DSM-IV subdivide o TDAH em trés tipos
clinicos: 1) TDAH predominantemente desatento, no qual o paciente deve apresentar
seis ou mais sintomas do primeiro grupo; 2) TDAH predominantemente hiperativo, no
qual o paciente deve apresentar seis ou mais sintomas do segundo grupo; 3) TDAH
combinado, no qual o paciente deve apresentar seis ou mais sintomas em cada um dos
dois grupos.

A prevaléncia de cada subtipo ¢ bem variada em amostras clinicas, no qual o
subtipo combinado ¢ o mais comum, possuindo uma estimativa entre 50% a 75% dos
casos, seguido pelo subtipo desatento estimado entre 20% a 30% dos casos e por ultimo
o subtipo hiperativo, representando menos de 15% dos casos (Morgan e cols., 1996;
Faraone e cols., 1998). No entanto, observa-se uma inversao de prevaléncia entre o
subtipo combinado e o subtipo desatento em amostras da comunidade, no qual o subtipo
desatento ¢ mais freqiiente (Wolraich e cols., 1996; Gaub e cols., 1997). O subtipo
hiperativo € o de menor prevaléncia nos dois tipos de amostra, existindo um consenso
para este dado. Criangas com o subtipo desatento parecem apresentar mais dificuldades
na escola e na realizagdo dos temas, mas poucos problemas com a familia e com os
colegas. Entretanto, criangas com o subtipo hiperativo, sendo mais agressivas e
impulsivas, parecem ir, relativamente, bem na escola e na realizagdo dos temas, mas

possuem dificuldades de relacionamento tanto com a familia quanto com os colegas,
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apresentando um alto grau de impopularidade e de rejei¢do (Rohde e Halpern, 2004;
Spencer e cols., 2007).

A propor¢ao entre meninos € meninas afetados com o transtorno varia de
aproximadamente 2:1 em estudos populacionais até 9:1 em estudos clinicos, contudo ha
uma concordancia nesses estudos que existe uma maior prevaléncia de meninos
afetados (Rohde e Halpern, 2004). Entretanto, alguns autores sugerem que a prevaléncia
do TDAH ¢ semelhante entre os sexos (Breen e Altepeter, 1990; Rohde e cols., 1999b).
Essa contrariedade provavelmente ocorre pelo sub-diagnostico das meninas, pois estas
tém poucos sintomas de agressividade e impulsividade, baixas taxas de transtorno de
conduta (TC) e transtorno opositor desafiante (TOD) e alto nivel de co-morbidade com
transtorno de humor e ansiedade. Desse modo, a idade diagnoéstica tende a ser mais
avangada em relagdo aos meninos (Cantwell, 1996; Biederman e cols., 1999).

A prevaléncia dos subtipos também difere entre géneros. Meninas com TDAH
sdo mais freqiientemente do subtipo desatento. A probabilidade ¢ de aproximadamente
duas vezes de serem diagnosticadas com esse subtipo em comparagdo aos meninos.
Assim como possuem menos sintomas de hiperatividade em comparagdo aos meninos
(Bierdeman e cols., 2002; Spencer e cols., 2007).

Com relagdo ao TDAH na vida adulta, sabe-se que os sintomas persistem em
cerca de 60% dos individuos (Wender e cols., 2001; Comings e cols., 2005). Em
adultos, diferentemente do TDAH em criancas e adolescentes, a razao entre homens ¢
mulheres ¢ proxima de 1:1 (Murphy e Barkley, 1996, Grevet e cols., 2006). Estudos
demonstraram que sintomas de hiperatividade e impulsividade tendem a diminuir mais
precocemente, enquanto os sintomas de desatencao, desorganizagdo e distracao sao mais
duradouros (Swanson e cols., 1998a). Por isso, adultos com TDAH apresentam, mais
freqlientemente, acentuada desatencdo, distracdo, dificuldade de organizacdo e pobre
eficiéncia, levando ao insucesso académico e profissional (Spencer e cols., 2007).

A caracterizacdo dos adultos brasileiros com TDAH parece ndo diferir daquela
descrita em outros ambientes e culturas (Grevet e cols., 2006).

Um aspecto muito comum nas doencgas psiquiatricas € a co-ocorréncia com outras
doencas. No TDAH, entre 50% a 80% dos casos apresentam alguma co-morbidade,
sendo mais freqilientes os transtornos disruptivos do comportamento (TC e TOD), os
transtornos de ansiedade, os transtornos de aprendizagem, os transtornos de humor
bipolar (THB) e a depressdo (Biederman, 1998). Além desses, outros estudos

demonstram que adolescentes ¢ adultos com TDAH possuem uma alta prevaléncia de
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transtornos de abuso ou dependéncia de drogas (Figura 1). Adolescentes diagnosticados
com TDAH experimentam drogas mais precocemente, usam-nas em maior quantidade e
tornam-se mais dependentes em comparagdo aos que nao possuem o transtorno. Esse
quadro estaria relacionado a uma tendéncia de automedicacdo por parte dos
adolescentes, na busca por alivio dos sintomas caracteristicos do TDAH (Teixeira,
2006). Estudos sugerem que os adolescentes envolvem-se primeiramente com cigarro,
seguido por alcool e entdo se envolvem com drogas (Wilens e cols., 1998, Spencer e

cols., 2007).
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Tabela 1: Critérios diagnosticos do TDAH segundo o DSM-IV

Grupo 1
Desatencdo:

a) freqiientemente deixa de prestar atencao a detalhes ou comete erros por descuidos em
atividades escolares, de trabalho ou outras;

b) com freqiiéncia tem dificuldades para manter a atengdo em tarefas ou atividades
Iadicas;

¢) com freqiiéncia parece ndo escutar quando lhe dirige a palavra;

d) com freqiiéncia nao segue as instrugdes € ndo termina seus deveres escolares, tarefas
domésticas ou deveres profissionais (ndo devido a comportamento de oposi¢do ou
incapacidade de compreender instrugdes);

e) com freqiiéncia tem dificuldade para organizar tarefas e atividades;

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

g) com freqiiéncia perde coisas necessarias para tarefas ou atividades (por exemplo,
brinquedos, tarefas escolares, 1apis, livros, ou outros materiais);

h) ¢ facilmente distraido por estimulos alheios as tarefas;

1) com freqiiéncia apresenta esquecimento em atividades diarias;

Grupo 2

Hiperatividade:

a) freqiientemente agita as maos ou os pés ou se remexe na cadeira;

b) freqiientemente abandona a sua cadeira em sala de aula ou outras situagdes nas quais
se espera que permaneca sentado;

¢) freqiientemente corre ou escala em demasia, em situagdes nas quais isso €
inapropriado (em adolescentes e adultos, pode estar limitado a sensagdes subjetivas de
inquietagao);

d) com freqiiéncia tem dificuldade para brincar ou se envolver silenciosamente em
atividades de lazer;

e) esta freqiientemente “a mil” ou muitas vezes age como se estivesse “a todo vapor’;
f) freqiientemente fala em demasia;

Impulsividade:

g) freqiientemente da respostas precipitadas antes de as perguntas terem sido
completadas;

h) com freqiiéncia tem dificuldade para aguardar sua vez;

1) freqlientemente interrompe ou se mete em assuntos de outro (por exemplo, intromete-
se em conversas ou brincadeiras).
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Comorbidades

70% A

60% M Percentual minimo

Percentual maximo

50%
40%

30% -

20% A
N I . I .
0% T T . T T T T 1

Transtorno Transtorno de Transtorno de Transtorno de Transtorno de Depressdo Transtorno de
opositor conduta abuso de drogase ansiedade aprendizagem humor bipolar
desafiante alcool

Figura 1: Percentual dos transtornos que co-ocorrem com o0 TDAH. Adaptado de Biederman et al. (1991).
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1.3. Tratamento

No tratamento do TDAH hé dois tipos principais de intervengdes: psicossociais e

farmacologicas.

1.3.1. Intervencdes psicossociais

As intervengdes psicossociais englobam um conjunto de procedimentos,
envolvendo tanto a familia quanto a escola.

Um aspecto muito importante nesse tipo de intervengdo ¢ educar a familia da
crianca ou adolescente sobre o transtorno, através de informacgdes claras e precisas
dadas pelo psiquiatra. Muitas vezes, pode ser necessario um programa de treinamento
para os pais, no ambito de conhecer melhor seus filhos e aprender a lidar com os
sintomas dos mesmos (Rohde e Benczik, 1999).

Ainda dentro das intervengdes psicossociais, as escolares estdo, recentemente,
sendo muito estudadas e analisadas em pacientes com esse transtorno. Assim como com

as familias, os professores necessitariam também de um programa de treinamento.

1.3.2. Intervencdes farmacologicas

As intervengdes farmacoldgicas sdo utilizadas e estudadas hd mais tempo em
relacdo as intervengdes psicossociais, existindo, neste sentido, uma extensa literatura
avaliando a eficadcia desse tipo de intervencdo. No entanto, Brasil (2000) ressalva a
importancia de um processo diagnéstico detalhado e coerente para indicacdo de
psicofarmacos. Isso para ndo haver uma banalizagdo do uso de medicagdes como uma
solugdo imediata do problema. Brasil (2000) ainda comenta que € necessario discernir o
que os pais apresentam sobre os sintomas das criangas, na consulta com o psiquiatra, € o
que realmente ocorre com elas.

O uso de psicofarmacos ¢ indicado como de grande importancia para a redugdo
dos sintomas do TDAH e uma acentuada melhora do mesmo. As medicagdes de
primeira escolha para o tratamento, apontada pela literatura, sdo os estimulantes
(Greenhill e cols., 1999). Esses medicamentos possuem duas formulagdes: o
metilfenidato (MFD) e as anfetaminas. No entanto, a indicagdo de psicofarmacos para o
TDAH vai depender das co-morbidades presentes. Muitas vezes, ¢ indicado o uso

combinado de medicagdes, dependendo da co-morbidade presente no paciente (Spencer
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e cols., 1996). O MFD ¢ o farmaco mais estudado e, conseqilientemente, o mais utilizado
no tratamento de criangas com TDAH. No Brasil, ¢ o unico estimulante encontrado no
mercado (Rohde e cols., 2000).

Spencer e cols. (1996) estimaram, em um estudo com 5.768 pacientes com
TDAH, que a eficiéncia dos estimulantes ¢ de 70% de resposta favoravel, considerando
uma diminui¢do de pelo menos 50% dos sintomas basicos do TDAH nos pacientes. Ha
efeitos adversos com o uso de estimulantes, no qual os mais freqiientes sdo perda de
apetite, insdnia, irritabilidade, cefalé¢ia e sintomas gastrointestinais (Spencer e cols.,
1996).

Entretanto, quando ndo ha resposta favoravel aos estimulantes, estes sdo
substituidos pelos antidepressivos triciclicos (ADT). A indicagdo dos ADT no
tratamento também depende da presenca de co-morbidade com transtornos de tique ou
enurese (Spencer e cols., 1996).

A atomoxetina ¢ um farmaco ndo-estimulante, representando outra alternativa
quando as criangas ndo respondem ou nao toleram os estimulantes. Esta medicagdo foi
aprovada para uso com criancas € tem demonstrado eficacia na melhora dos sintomas do
TDAH, embora a resposta seja geralmente menor do que com os estimulantes
(Michelson e cols., 2002). Entretanto, também ocorrem efeitos adversos com o uso
desta medica¢do, no qual sdo incluidos: dores estomacais, diminuicdo de apetite,
sonoléncia, taquicardia e mudancas de humor (Cormier, 2008).

Muitos autores sugerem o uso de tratamentos mistos, envolvendo intervengdes
psicossociais, psicoterapicas e psicofarmacologicas. Portanto, aconselham que o uso da
medicacdo ndo deva ser o tratamento da crianga, mas sim fazer parte deste tratamento,
de um plano mais amplo, em que outros tipos de intervencdes também sejam incluidas

(Spencer e cols., 1996; Wolraich, 2006).

1.4. Etiologia

Apesar de uma extensiva literatura as causas do TDAH, estas ainda ndo sdo
conhecidas por completo. Contudo, influéncias de fatores ambientais e de fatores

genéticos na etiologia do TDAH sdo amplamente aceitas (Tannock, 1998).
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1.4.1. Fatores ambientais

Fatores psicossociais que atuam no funcionamento adaptativo e na saude
emocional da crianga, tais como desentendimentos familiares e presenca de transtornos
mentais nos pais parecem ter um papel importante no surgimento € na manutencao da
doenca. Algumas adversidades sociais como discordia marital severa, classe social
baixa, familia muito numerosa, criminalidade dos pais e colocacdo em lar adotivo, ja
foram associadas com o TDAH (Biederman e cols., 1995). Complicagdes na gestacao e
no parto, assim como o uso de alcool e nicotina pela mae (Mick e cols., 2002a,b)
também parecem agir como fatores de risco para o desenvolvimento do transtorno.
Outros fatores que afetam processos especificos implicados no transtorno, como por
exemplo, danos cerebrais perinatais no lobo frontal, podem relacionar-se indiretamente
com a doenga, ja que atingem processos de atencao, motivagdo e planejamento (Levy e

cols., 1998).

1.4.2. Fatores Genéticos

Investigacdes classicas de genética epidemioldgica, utilizando estudos com
familias, com criangas adotivas ou com gémeos estabeleceram que o TDAH possui uma
contribuicdo genética significante (Faraone e Biederman, 1998; Tannock, 1998).

Estudos com familias mostraram que este transtorno apresenta uma forte
recorréncia familial. O risco para esta doenga ¢ de 2 a 8 vezes maior nos pais de
criancas afetadas do que na populagdo em geral (Faraone e Biederman, 1998, Epstein e
cols., 2000). Além disso, irmdos de pacientes com TDAH apresentam uma prevaléncia
maior da doenga do que meio-irmdos (Thapar e cols., 1999). A premissa basica do
método de agregacdo familiar ¢ que se existe um componente genético em uma dada
doenca, esta deve ser mais prevalente entre pais biologicos de probandos comparados
com pais de controles. Assim, numerosos estudos em familias documentaram a alta
prevaléncia de psicopatologias, particularmente TDAH, em parentes e pais de criangas
com TDAH (Tannock, 1998).

As evidéncias mais fortes da herdabilidade do TDAH sao fornecidas pelos estudos
com adotados, uma vez que conseguem distinguir melhor os efeitos genéticos dos
ambientais. Pesquisas com adotados mostraram que a prevaléncia da doenca entre pais
bioldgicos € cerca de 3 vezes maior do que entre pais adotivos das criangas com TDAH

(Thapar e cols., 1999; Sprich e cols., 2000). Essa maior prevaléncia de TDAH entre os
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pais biologicos em relagdo aos pais adotivos dos probandos confirma a existéncia de
importantes fatores genéticos contribuindo para a etiologia do transtorno.

Faraone e cols. (2005), revisando 20 estudos com gémeos, estimaram uma
herdabilidade média de 76% e sugeriram que o TDAH ¢ o distarbio psiquidtrico com o
maior componente hereditario.

A contribuicdo genética do TDAH ¢ substancial, e assim como na maioria dos
transtornos psiquiatricos, sabe-se atualmente que esse componente genético ¢
determinado por varios genes de pequeno efeito, que interagem entre si € com o
ambiente (Thapar e cols., 1999; Faraone e cols., 2005). Assim, ¢ possivel que diferentes
genes estejam envolvidos em casos diversos da doenca, e que o efeito de cada um deles
mude de acordo com o contexto genético em que eles atuam (State e cols., 2000).

A defini¢do de tipos de TDAH pelo DSM-1V, assim como as diferentes formas
de tratamento, a persisténcia do TDAH e as varias doengas que podem coexistir com
este transtorno mostram que, pelo menos ao nivel fenotipico, 0 TDAH ¢ uma patologia
bastante heterogénea (Smalley e cols., 2000). Considerando que o TDAH apresenta
casos muito diversos, ou seja, uma significativa heterogeneidade clinica, ¢ bem provavel
que isso se reflita numa heterogeneidade etiologica.

Isso significa que fatores genéticos e ambientais diferentes devem atuar na
manifestagdo das caracteristicas que compdem os varios quadros clinicos do TDAH.
Embora uma alta herdabilidade tenha sido descrita em muitos estudos, essas estimativas
foram obtidas considerando o TDAH como uma categoria diagndstica tnica. E possivel
que esta definicdo ndo represente um fendtipo véalido geneticamente, e que existam
aspectos ou subtipos etiologicos mais ou menos herddveis dentro do TDAH (Thapar e
cols., 1999; Todd, 2000a).

O fendmeno da interacdo gene/ambiente ¢, completamente, aceito e reconhecido
como importante fator para o desenvolvimento das doencas complexas (Thapar e cols.,
2005).

Dessa forma, o surgimento e a evolu¢do do TDAH em um individuo parecem
depender de quais genes de suscetibilidade estdo agindo e de quanto cada um deles
contribui para a doenga, ou seja, qual o tamanho do efeito de cada um, e da interagdo
desses genes entre si e com o ambiente (Smalley, 1997; Nigg e Goldsmith, 1998;
Thapar e cols., 1999).

Duas principais estratégias podem ser utilizadas na busca de genes de

suscetibilidade do TDAH: os estudos de ligacdo e os estudos de associacao.
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Os estudos de ligagdo por varredura do genoma (genome-wide scan) sdo os
menos utilizados no TDAH. O objetivo dessa metodologia ¢ tentar identificar um
grande nimero de locos ou genes possivelmente envolvidos na manifestagdo de uma
determinada doenga (Ohashi e Tokunaga, 2001). Esta analise examina muitos
marcadores de DNA através do genoma para determinar alguma regido cromossdmica
que seja herdada mais freqiientemente do que a esperada entre membros de familias
com TDAH (Mick e Faraone, 2008).

A primeira varredura gendmica para o TDAH foi realizada por Fisher e cols.
(2002). O estudo foi executado com 126 pares de irmdos afetados, mostrando alguma
evidéncia de ligacdo em 5pl2, 10926, 1223 e 16pl3. Smalley e cols. (2002)
investigaram 203 familias e encontraram uma forte evidéncia de ligacdo com a regido
16p13, implicada previamente com autismo. Ogdie e cols. (2003) realizaram um estudo
de ligagdo, aumentando a amostra original de Fisher e cols. (2002) para 270 pares de
irmados afetados. Com essa nova amostra identificaram 5 regides com evidéncia de
ligacdo: 5pl3, 6ql4, 11925, 17pl11 e 20q13. Em outro estudo realizado com 164 pares
de irmaos afetados, Bakker e cols. (2003) identificaram ligagdo a uma regido também
implicada com autismo, 15q15, e a outras duas regides, 7p13 e 9q33. O quinto trabalho
foi realizado em uma comunidade geneticamente isolada na Colombia, na qual foram
observadas as 6 regides que se mostraram significativamente ligadas ao TDAH: 4q13.2,
5933, 8q11.23, 11922 e 17p11 (Arcos-Burgos e cols., 2004). Em um estudo realizado na
Alemanha com 155 pares de irmdos afetados foram identificadas evidéncias de ligacdo
em 5p, 6q, 7p, 9q, 11q, 12q e 17p. Esse estudo mostrou a maior significancia para a
regido Sp, que também foi encontrada em outros dois estudos (Heberbrand e cols.,
2006).

Como se pode observar, os resultados dos estudos de ligagdo com o TDAH sao
ainda inconsistentes, nas quais poucas regioes significantemente ligadas sdo replicadas
nas diferentes investigagdes. Essas inconsisténcias podem ser explicadas pelos baixos
limites de deteccdo (LOD score) encontrados para algumas regides ligadas, além de
demonstrar que genes de efeito moderadamente grande para o TDAH s3o improvaveis.
Genes de pequeno efeito sdo mais dificeis de serem detectados neste tipo de analise e
essa observacao aponta para os estudos de associagdo que seriam mais indicados para se
encontrar genes de suscetibilidade para o TDAH (Mick e Faraone, 2008).

No estudo de associacdo as freqiiéncias dos diferentes alelos de um determinado

gene sdo comparadas entre casos (portadores da caracteristica a ser investigada) e
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controles (sem a caracteristica em questdo). Nesse tipo de estudo trés abordagens podem
ser aplicadas. A compara¢do com controles triados e pareados com a amostra de casos,
controles obtidos da populacdo em geral e o método baseado em familias, no qual o

controle ao caso ¢ feito pelos alelos ndo transmitidos dos pais para a prole afetada.
1.5. Neurobiologia

A neurobiologia do TDAH ainda ndo ¢ completamente entendida, embora
existam algumas hipdteses muito coerentes e aceitas a respeito desse assunto.

Os dados sobre a neurobiologia e o entendimento sobre a patofisiologia do
TDAH sdao obtidos de estudos neuropsicologicos, de neuroimagem e de
neurotransmissores (Faraone e Biederman, 1998).

O cortex pré-frontal (CPF) controla comportamento e atengdo, onde funcdes
executivas sdo observadas nesta regido do cérebro. As funcgdes executivas incluem:
memoria de trabalho, organizagdo, antecipacdo, planejamento, controle inibitério,
flexibilidade, auto-regulacdo e controle da conduta (Arnsten, 2006). Lesdes no CPF
produzem sintomas como: negligéncia, distragdo, impulsividade, pobre concentracao e
organizagdo. Pacientes com lesdes no CPF apresentam uma facilidade de distragdo e ndo
conseguem manter a atengdo, principalmente, por longos periodos (Anderson et al.,
1999; Arnsten e Li, 2005). Além disso, estudos demonstraram que lesdes no CPF
também causam hiperatividade locomotora em macacos (Gross, 1963). Todos estes
sintomas de pacientes com lesdes no cortex pré-frontal assemelham-se com sintomas do
TDAH.

Muitos trabalhos demonstram que hd uma disfungao no CPF em pacientes com
TDAH, no qual se observa uma fun¢do mais fraca nesta regido (Arnsten et al., 1996;
Aron and Poldrack, 2005). Estudos neuropsicoldgicos mostram que pacientes com
TDAH possuem prejuizos muito semelhantes aos pacientes com lesdes pré-frontais
(Arnsten, 2006). Essas investigagdes mostraram que criangas com TDAH possuem uma
performance prejudicada em funcgdes cognitivas e executivas, como a atengdo,
percepcdo, planejamento e organizagdo, além de falhas na inibi¢do comportamental,
processos como Vvisto anteriormente, claramente relacionados ao CPF (Swanson e
cols.,1998b; Tannock, 1998).

O envolvimento do CPF na patofisiologia do TDAH também foi sugerido pelos

estudos de neuroimagem (Tannock, 1998). De acordo com esses estudos, o CPF
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apresenta um tamanho reduzido, particularmente no hemisfério direito do cérebro, em
pacientes com TDAH. Estudos de neuroimagem funcional mostraram também
evidéncias de um ineficiente ou reduzido fluido de sangue ou metabolismo no CPF de
pacientes com TDAH, no qual esses déficits correspondem a uma pobre fun¢do cognitiva
do CPF (Bush e cols., 2005).

Outras regides cerebrais também sdo implicadas na neurobiologia do TDAH.
Estruturas sub-corticais como o caudado, o putamen e o globo palido (ganglios da base)
também sdo encontradas com volumes diminuidos em pacientes com TDAH (Faraone e
Bierderman, 1998). Essas areas sdo parte do circuito subordinado ao controle motor,
fungdes executivas e comportamento inibitorio e possuem uma ligacdo neuronal com o
CPF (Spencer e cols., 2007). A partir dos achados destes estudos de neuroimagens se
postula que o TDAH seja uma sindrome fronto/sub-cortical, na qual este circuito estaria
envolvido na patofisiologia (Faraone e Bierderman, 1998).

Volume reduzido do cerebelo, mais especificamente na regido do vermis, também
foi relatado em pacientes com TDAH, como predisposto no controle motor € nos
processos cognitivos e afetivos. Conexdes entre cerebelo e CPF foram demonstradas,
relacionando também um circuito cerebelar/pré-frontal na patofisiologia do TDAH
(Seidman e cols., 2005).

Por ultimo, estudos de neuroimagens demonstraram um volume reduzido na area
total do cérebro, afetando todos os quatro lobos cerebrais (frontal, pariental, temporal e
occipital). Estes estudos compararam criangas com TDAH e controles sem TDAH, no
qual se observou uma reducdo do tamanho cerebral entre 3,2% a 4% nas criangas com o
transtorno (Castellanos e cols., 2002; Durston e cols., 2004).

A variacdo nas manifestacdes clinicas do TDAH certamente reflete uma grande
complexidade dos processos biologicos implicados na origem dos sintomas, e pode-se
supor que alteracdes em diferentes sistemas de neurotransmissores devam estar
envolvidas.

O circuito fronto/sub-cortical, que controla aten¢do e comportamento motor, visto
que sdo regides implicadas na patofisiologia do TDAH, s3o ricas em catecolaminas
(Faraone e Biederman, 1998; Swanson e cols., 1998b). Fun¢des do CPF e areas sub-
corticais sdo extensamente influenciadas por niveis de catecolaminas, sobretudo
dopamina (DA) e noradrenalina (NE) mostradas por modelos animais (Arnstern e li,
2005). Devido a isso, desde 1970, a hipdtese bioquimica para explicar o TDAH ¢

baseada nas catecolaminas.
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Originalmente, enfatizou-se apenas a importancia de mecanismos
dopaminérgicos no CPF, mas atualmente se sabe que outros mecanismos além dos
dopaminérgicos sdo criticos na modulacdo de funcdes do CPF (Arnstern e li, 2005;
Arnstern, 20006).

Evidéncias farmacolégicas e de estudos com animais favoreceram inicialmente a
teoria dopaminérgica do TDAH, onde um déficit de dopamina nas regides corticais ¢ do
estriado seria responsavel pela manifestagdo dos sintomas deste transtorno (Levy, 1991).

No entanto, também se observou que algumas regides encefalicas primariamente
moduladas por redes noradrenérgicas, como o locus coeruleus e a regido parietal superior
direita, parecem estar envolvidas em processos de atencdo seletiva (Arnsten e cols.,
1996; Pliszka e cols., 1996).

Ha 50 anos o TDAH vem sendo tratado com estimulantes como MFD e
anfetaminas. A eficacia clinica dos estimulantes, usados no tratamento do TDAH,
depende de alteragdes em funcdes dopaminérgicas e noradrenérgicas (Seeman e
Madras, 1998). A¢ao do MFD ¢ bem evidenciada em estudos pré-clinicos, no qual se
observou bloqueio dos transportadores de DA e NE e aumento da disponibilidade de
DA e NE na fenda sinaptica (Swanson e cols., 1998a e Swanson e cols., 1998b).

O sistema serotoninérgico também vem sendo alvo de investigagdes no TDAH.
Embora a serotonina (5-HT) tenha sido bem menos estudada na neurobiologia do
TDAH em comparagdo a DA e a NE, sua funcdo na patofisiologia da doenca tornou-se
de interesse para muitas pesquisas nessa area.

O sistema serotoninérgico exerce um papel importante na etiologia de
transtornos comportamentais caracterizados por déficits de inibig¢do tais como abuso de
alcool e nicotina, TC, agressividade, impulsividade e hiperatividade (Halperin et al.,
1997; Lucki, 1998; Quist e Kennedy, 2001; Ferrari e cols., 2005; Cervantes e Delville,
2007). Como esses comportamentos sdo caracteristicos do TDAH, evidencia-se o
possivel envolvimento desse neurotransmissor na etiologia desse transtorno.

Um estudo com ratos nocaute para o gene do transportador de dopamina
mostrou que a intensa hiperatividade motora apresentada por estes animais pode ser
revertida tanto com a administracdo de metilfenidato como de agentes serotoninérgicos
(Gainetdinov e cols., 1999). Esses achados sugerem que, em humanos, o metilfenidato
pode ter outros sitios de acdo além do transportador de dopamina no controle dos
sintomas do TDAH, e que a hiperatividade seja mediada pela serotonina, pelo menos

em algumas formas da doenca.
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Outros estudos mostraram ainda que existe uma interagdo consideravel entre os
sistemas dopaminérgico e serotoninérgico (Quist e Kennedy, 2001). Altera¢des nestas
interacdes poderiam ser importantes na manifestacdo de alguns sintomas da doenga.
Essa possivel regulagdo da 5-HT sobre a DA ¢ mediada por diferentes subtipos de
receptores serotoninérgicos. O bloqueio ou a estimulagdo de muitos subtipos de
receptores 5-HT modulam o sistema DA (Quist e Kennedy, 2001; Alex e Phek, 2007).

Disfungdes nos sistemas destes neurotransmissores sao importantes na etiologia
da doenca e, provavelmente, os genes envolvidos nesses sistemas sejam bons candidatos

para explicar a patofisiologia do transtorno (Faraone e Biederman, 1998).

1.6. Estudos Moleculares

Evidéncias farmacologicas, bioquimicas e de estudos neurobioldgicos indicam o
envolvimento dos sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico na
patofisiologia dessa doenga. A partir disso o principal alvo das pesquisas & procura de
genes candidatos sdo os que codificam componentes desses sistemas (Pliszka e cols.,

1996; Castellanos, 1997; Quist e Kennedy, 2001).

1.6.1. Sistema Dopaminérgico
Os genes do sistema dopaminérgico vém sendo o foco principal destes estudos. O

gene DATI foi o candidato inicial para as investigagdes, visto que a proteina
transportadora € inibida diretamente pelos estimulantes usados no tratamento do TDAH.
Assim como ratos nocautes para o gene DAT mostraram comportamento hiperativo e
déficit inibitério (Giros e cols., 1996). O gene que codifica a proteina, denominado
DATI ou SLC6A43, foi mapeado na regidao Sp15.3 ( Giros e cols., 1992) e consiste de 15
éxons intercalados por 14 introns totalizando uma extensdo de mais de 60 Kb. O
polimorfismo mais investigado ¢ um VNTR (polimorfismo de numero variavel de
repeti¢des) no éxon 15 na regido 3’ ndo traduzida do gene (3’VNTR). Dez alelos
diferentes ja foram identificados correspondendo a presenca de 3 a 13 copias da unidade
de repeticdo de 40 pb. O alelo de 10 cdpias é o mais prevalente em todo mundo (10R)
(Kang e cols., 1999). Embora esta variante tenha sido a mais estudada, ainda nao ¢ claro
se ela possui uma relevancia funcional ou estrutural na proteina. O primeiro relato de
associacdo do gene DATI com a doenga foi feito por Cook e cols. (1995). Esses autores

investigaram o polimorfismo 3’VNTR, encontrando associagdo com o alelo de 10
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repeti¢des (10R). Apos esse trabalho pioneiro varios estudos replicaram esses resultados
(revisao em Faraone e Kam, 2006; Mick e¢ Faraone, 2008). No entanto muitos outros
estudos, incluindo os do nosso grupo ndo observaram associagao entre esse marcador e
o TDAH (revisao em Faraone e Kam, 2007; Mick e Faraone, 2008; Genro e cols.,
2008). Varias meta-analises foram realizadas com esse polimorfismo, com resultados
igualmente divergentes. Maher e cols. (2002) encontram apenas uma tendéncia para
associacdo. Evidéncias positivas de associacdo com o alelo de 10R foram observadas
por Faraone e col. (2005) e Yang e cols. (2007), porém os efeitos foram muito
pequenos. Evidéncias negativas de associacdo foram mostradas nas meta-analises
realizadas por Purper-Ouakil e cols. (2005) e por Li e cols. (2006).

O receptor DRD4 ¢ também muito investigado no TDAH. O gene do receptor
DRD4 localiza-se na regiao 11p.15.5 (Gelernter e cols., 1992), sendo composto de 4
éxons (Van Tol e cols., 1991). O grande interesse por este gene surgiu a partir da
observagdo de sua associacdo com a dimensdo de personalidade “busca de novidades”,
provavelmente relacionada ao TDAH. O principal polimorfismo investigado no gene
DRD4 ¢ um VNTR de 48pb localizado no exon 3, no qual nove alelos ja foram
descritos. LaHoste e cols. (1996) foram os primeiros a detectar associagdo desse gene
com o TDAH. Estes autores verificaram associagdo com o alelo de 7 repeti¢des (7R). O
alelo de 7R, o mesmo relacionado com a dimensao “busca de novidades”, foi sugerido
como alelo de risco em varios estudos. Embora muitas investigagdes tenham replicado
essa associacdo com o gene DRD4, os resultados sdo bastante controversos. Roman e
cols (2001) observaram uma interagdo entre os genes DRD4 e DATI sobre escores de
hiperatividade/impulsividade. No entanto, as meta-andlises realizadas com esse gene
apontam para uma mesma direcao, no qual todas evidenciam resultados positivos para o
alelo de 7R (Faraone e cols., 2001; Maher e cols., 2002; Faraone e cols., 2005; Li e
cols., 2006).

1.6.2. Sistema Noradrenégico
Embora com menor intensidade que o sistema dopaminérgico, o sistema

noradrenérgico também ¢ foco de investigagdes no TDAH.
Os estudos concentraram-se principalmente no gene que codifica a enzima
dopamina-beta-hidrolase (DFH). O gene DBH foi clonado e mapeado na regido

cromossomica 9q34, contendo 12 éxons (Craig e cols., 1988). DBH ¢ a principal enzima
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responsavel em converter dopamina em noradrenalina. O principal polimorfismo
investigado ¢ um sitio de restricdo Taql localizado no intron 5 do gene. O trabalho de
Daly e cols. (1999) foi o primeiro na literatura em que esse polimorfismo foi analisado
em uma amostra de pacientes com TDAH. Esses autores verificaram associagdo com o
alelo A2 (presen¢a do sitio), tanto na amostra total como em subgrupos de pacientes
definidos pelo diagnodstico do tipo combinado de TDAH e pela presenca de historia
familiar do transtorno. Roman e cols. (2002a) replicaram os resultados de Daly e cols.
(1999) em relacdo a associacdo com o TDAH, no entanto ao contrario desse ultimo
trabalho, no estudo de Roman e cols. (2002a) a associagdo foi mais forte nos pacientes
sem historia familial positiva. Contudo, como observado nos outros genes os resultados
dos estudos feitos posteriormente nao sdo conclusivos. Em uma meta analise (Faraone e
cols., 2005), uma associag¢ao do alelo A2 do polimorfismo Taql no intron 5 ¢ 0o TDAH
foi observada. Para essa analise foram incluidos 3 estudos de associacdo baseados em

familia obtendo-se uma OR de 1,33.

1.6.3. Sistema Serotoninérgico
O maior alvo dos estudos de associagdo desse sistema com o TDAH ¢ o

transportador de serotonina. O gene que codifica essa proteina transportadora localiza-
se na regido cromossdmica 17q11.2 e consiste de 14 éxons, totalizando 31Kb (Lesh e
cols., 1994).

O polimorfismo de insercdo/delecdo de 44pb localizado na regido promotora do
gene (5-HTTLPR) ¢ o foco principal dos estudos desse gene (Heils e cols., 1996; Lesh e
cols., 1996). Esse polimorfismo possui duas formas alélicas, no qual a variante longa
esta associada com o aumento da transcri¢do do gene (Lesh e cols., 1996).

Seeger e cols. (2001) ao analisar uma amostra de criancas com TDAH
evidenciaram maior freqiiéncia do gendtipo L/L do 5-HTLPR em comparacdo aos
controles. ApoOs este primeiro estudo com o gene 5-HTT muitas analises tentaram
replicar esse achado. Os resultados positivos obtidos com esse polimorfismo apontam
uma direcdo de associacdo com o alelo longo (Manor e cols., 2001; Zoroglu e cols.,
2002; Kopeekova e cols., 2008). No entanto, muitos trabalhos ndo evidenciam
associagdo, incluindo o do nosso grupo (Xu e cols., 2005; Heiser e cols., 2007,
Guimaraes e cols., 2007). Faraone e cols. (2005) realizaram uma meta-analise com os

oito genes mais estudados no TDAH, incluindo o gene 5-HT7. O polimorfismo
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analisado nessa meta-analise foi o S-HTTLPR e foi evidenciada uma OR significante de
1,31 para o alelo longo.

Haé sete tipos principais de receptores serotoninérgicos e aproximadamente 14
subtipos. No TDAH os subtipos mais investigados foram o HTRIB e HTR2A.

Estudos de neuro-imagem e estudos farmacoldgicos evidenciam que o receptor
5-HT»a estimula liberagdo de DA, principalmente no CPF e estriado, onde existe uma
maior densidade desse receptor (Alex e Pehek, 2008). O gene do receptor humano
HTR2A foi localizado na regido cromossomica 13q14-q21, possuindo trés éxons e dois
introns, totalizando 63Kb. O gene HTR2A codifica uma proteina envolvida na
transducdo de sinal mediada via hidrolise fosfoinositol e mobilizagdo intracelular de
calcio (Hsieh e cols., 1990). Um polimorfismo descrito no gene do receptor 5-HT;4 € a
troca de aminoacido histidina (His) por uma tirosina (Tyr) na posicdo 452 (rs6314).
Algumas evidéncias comprovam que essa mutagdo altera a funcdo do receptor 5-HT>a,
j& que a substitui¢do pelo aminoacido tirosina resulta em menores amplitudes de
mobilizacdo de célcio, e que ha também menor tempo de resposta, sugerindo possivel
desestabilizacdo do receptor associado com a forma tirosina (Ozaki e cols; 1997;
Hazelwood e Sanders-Bush, 2004).

Um segundo polimorfismo descrito no gene HTR2A4 ¢ o A1438G localizado na
regido promotora do gene (rs6311). Um aumento da expressao do gene foi relacionado
com o alelo A1438 desse polimorfismo (Parsons e cols., 2004).

Quist e cols. (2000) analisaram o SNP His452Tyr e evidenciaram transmissao
preferencial do alelo Tyr nas criangas afetadas com TDAH. Contrariamente, Hawi e
cols. (2002) evidenciaram transmissao preferencial do alelo His452 para os probandos
com TDAH. Guimaraes e cols. (2007) investigaram os polimorfismo His452Tyr e
A1438G. Nesse trabalho foi evidenciada a transmissdo preferencial do alelo His do
polimorfismo His452Tyr, mas somente quando a amostra foi estratificada por género.

Outros estudos com esses SNPs e o TDAH nao evidenciaram nenhuma associa¢ao
(Bobb e cols., 2005; Zoroglu e cols., 2003; Li e cols., 2006; Heiser e cols., 2007).

O gene HTRIB tornou-se alvo de uma atengdo especial, pois ratos nocautes para
esse gene mostraram varios comportamentos como maior consumo de cocaina e alcool,
agressividade e impulsividade motora (Saudou e cols., 1994; Brunner e Hen, 1997;
Brunner e cols., 1999). O gene HTRIB humano localiza-se no cromossomo 6q14.3-

q16.3 e possui um éxon (Jin e cols., 1992).
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Muitos polimorfismos foram descritos para o gene HTRI/B (Sanders e cols.,
2001). O polimorfismo mais estudado em muitos comportamentos € transtornos
psiquiatricos, incluindo o TDAH ¢ uma troca G>C na posicdo 861 (1s6296)
(Lappalainen e cols., 1995). Essa troca nao altera a seqiiéncia da proteina, assim
provavelmente nao seja diretamente uma variante funcional. No entanto, Huang e cols.
(1999) observaram uma modesta evidéncia de reducdo da densidade do receptor 5-HT )5
no CPF em tecido “post mortem” com o alelo C.

A primeira investigagdo do gene HTRIB com o TDAH foi realizada por Hawi e
cols. (2002). Esses autores genotiparam o polimorfismo G861C e observaram
transmissdo preferencial do alelo G. Quist e cols. (2003) ndo evidenciaram associa¢ao
com o mesmo SNP na amostra de criangcas com TDAH. No entanto, ao analisarem
transmissdo preferencial de origem paterna versus origem materna, observaram
transmissdo preferencial paterna do alelo 861G para os filhos afetados.

Na meta-analise realizada por Faraone e cols. (2005), o SNP G861C apresentou
um resultado significativo para o alelo G861 (OR= 1,44).

Li e cols. (2005) investigaram os SNPs G861C e -161A>T e observaram uma
tendéncia de transmissdo preferencial tanto do alelo G861 na analise individual quanto
do haplétipo 861G/-161A na andlise haplotipica, mas somente na amostra do subtipo
desatento. Assim como observaram uma tendéncia de menor transmissao do haplotipo
861C/-161 A nessa mesma amostra.

Smoller e cols. (2006) analisaram seis SNPs que estdo no mesmo bloco
haplotipico, incluindo os SNPs G861C, -161A>T e -261T>G em criangas afetadas com
TDAH. Primeiramente, analisaram o SNP G861C individualmente e observaram
transmissdo preferencial do alelo G, mas essa associacdo foi observada somente no
subtipo de desaten¢do. Na analise haplotipica evidenciaram transmissdo preferencial do
haplotipo 1180G/861G/371T/129C/-161A/-261T em criancas com TDAH, novamente
somente na amostra do subtipo de desatentos.

Dois estudos posteriores a esses foram realizados com o gene HTRIB e o
TDAH, sem evidencias de associagdo. No primeiro Ickowicz e cols. (2007), analisaram
seis polimorfismos, incluindo o G861 enquanto, Heiser e cols. (2007) investigaram
apenas o SNP G861C no gene HTR1B.

A monoamino oxidase A (MAOA) ¢ uma enzima mitocondrial envolvida na
degradagdo dos neurotransmissores serotonina, dopamina e noradrenalina, o que sugere,

portanto, um papel importante na manutencao da homeostase desses neurotransmissores
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(Chen, 2004). Estudos moleculares sugerem que o gene (localizado em Xp11.23) possui
um papel importante em caracteristicas relacionadas a impulsividade, agressividade e
comportamentos aditivos. Uma mutagdo identificada no éxon 8 do gene MAOA, em
homens de uma familia alema, causa completa deficiéncia da enzima, levando a um
fendtipo que inclui comportamentos de agressividade/impulsividade (Brunner e cols.,
1993). Além disso, camundongos transgénicos que possuem o gene MAOA deletado
apresentam niveis elevados de serotonina no cérebro e um fenotipo que inclui
comportamentos agressivos (Cases e cols., 1995). O gene possui varios polimorfismos,
incluindo um VNTR de 30pb localizado na regido promotora (MAOA-uVNTR —
MAOA upstream VNTR) (Sabol e cols. , 1998). Cinco alelos ja foram identificados
nesse polimorfismo, contendo 2, 3, 3.5, 4 ou 5 repeti¢des, sendo os alelos de 3 ¢ 4
repeticdes os mais comuns em diferentes populagdes (Sabol e cols., 1998; Jacob e cols.,
2005). Estudos que investigaram a atividade funcional desse polimorfismo mostraram
que o mesmo afeta a atividade transcricional do gene (Sabol e cols., 1998; Deckert,
1999, Denney, 1999). Trés trabalhos independentes demonstraram que os alelos de 3.5 e
4 repetigdes transcrevem mais eficientemente do que o alelo de 3 repeticoes. Com
relacdo ao alelo de 5 repeticdes ndo hd consenso. O alelo de 2 repeticdes ndo foi
incluido nos estudos funcionais por ser raro.

Um conjunto de publicagdes com grande repercussao na literatura, iniciada por
Caspi e cols. (2002), sugere uma interacao entre esse UVNTR e fatores ambientais.
Observou-se que em pessoas portadoras do alelo de 3 repetigdes o risco de
comportamentos anti-sociais na fase adulta ¢ maior naqueles que tiveram experiéncias
de maus-tratos na infdncia em relacdo aos que nao tiveram.

Com relacdo ao TDAH, o primeiro trabalho investigando o polimorfismo
MAOA-uVNTR foi realizado por Manor e cols. (2002). O estudo sugeriu o
envolvimento do alelo de 4 repeti¢des (alta atividade enziméatica) no TDAH. Lawson e
cols. (2003) investigaram o uVNTR no TDAH. A associacdo encontrada envolveu o
alelo de 3 repeticdes (baixa atividade enzimatica) e um sub-grupo de criangas com
TDAH e TC. Domschke e cols. (2005) e Xu e cols. (2007) investigaram dois
polimorfismos no gene MAOA, o uVNTR e o G941T, em uma amostra de pacientes
com TDAH. Nos dois estudos ndo se observou associagdo positiva ao analisar o
uVNTR individualmente, contudo na analise haplotipica evidenciaram a transmissao

preferencial do haplétipo contendo o alelo de 3 repeticdes do uVNTR e o alelo G941.

32



Por altimo, Lung e cols. (2006) examinaram o uVNTR em uma amostra de pacientes
com TDAH, porém ndo observaram associagdo positiva.

Triptofano hidroxilase ¢ a enzima responsavel pela sintese de 5-HT. Duas
isoformas da enzima sdo encontradas em ratos e humanos, a TPH1 ¢ TPH2. A isoforma
TPH2 ¢ expressa exclusivamente no cérebro (Walther e cols., 2003). O gene humano
TPH?2 ¢ localizado na regido cromossomica 12q15, possuindo 11 éxons, totalizando
93.5Kb. Poucos estudos foram realizados com o gene TPH2 ¢ o TDAH. Sheehan e cols.
(2005) analisaram o polimorfismo T16073G (rs1843809) localizado no intron 5 no
TDAH e observaram associacdo com o alelo T em uma amostra de 179 familias. O
consorcio Internacional IMAGE (International Multicenter ADHD Genetics) analisou
1038 polimorfismos em 51 genes e observaram associacdo com 16 genes, incluindo o
gene TPH2 (Brookes e cols., 2006). Esse grupo também observou associacdo com o
polimorfismo T16073G, mas a evidéncia encontrada foi com o alelo oposto G. Em
outro estudo com o mesmo SNP, Sheehan e cols. (2007) ndo evidenciaram associagdo

em uma amostra de 63 criangas com TDAH.

1.7. Estudos farmacogenéticos

Farmacogenética ¢ o estudo da variabilidade genética na resposta as medicacdes
ou a reagdes adversas (Weinshieboum, 2003). O campo da farmacogenética foi
delimitado por Motulsky em 1957 e descrito como farmacogenética por Vogel em 1959.
A monografia de Kalow de 1962 (Kalow, 2007) estabeleceu definitivamente a
farmacogenética como disciplina.

Os estudos farmacogenéticos no TDAH analisam os mesmo genes investigados
nos estudos de associacao e pelas mesmas razdes.

O primeiro estudo farmacogenético no TDAH foi realizado com o polimorfismo
3’VNTR do gene DATI por Winsberg e Comings (1999). Esses autores encontraram
uma associagado significante para homozigose do alelo de 10R e menor resposta ao MFD
em uma amostra de 30 criangas. Esse resultado foi replicado por trés trabalhos
posteriores (Roman e cols., 2002b; Cheon e cols., 2005; Purper-Ouakil e cols., 2008).
Kirley e cols. (2003) também evidenciaram associagdo significativa com o alelo de 10R,
observando uma melhora da resposta ao MFD nos portadores desse alelo. Em outros
dois estudos os autores observaram associagdo com pior resposta ao MFD e homozigose

do alelo de 9R (Stein e cols., 2005; Joober e cols., 2007). Finalmente, outros seis
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estudos ndo encontraram efeito algum de resposta com o gene DATI (Zeni e cols.,
2007; Revisao em Stein e McGough, 2008).

Todos os estudos de farmacogenética realizados com o gene DRD4 ¢ o TDAH
analisaram o VNTR de 48pb localizado no éxon 3 do gene. Hamarman e cols. (2004)
evidenciaram que criangas portadoras do alelo de 7R do VNTR requerem doses mais
altas de MFD para melhora dos sintomas. Cheon e cols. (2007) observaram associagao
entre a homozigose do alelo de 4R e melhor resposta ao MFD em criangas. Todos os
outros estudos com o gene DRD4 nao evidenciaram efeito em relacdo a resposta do
MFD (Revisdo em Stein e McGough, 2008).

A primeira investigacdo que incluiu genes do sistema serotoninérgico foi realizada
por nosso grupo (Zeni e cols., 2007). Nesse trabalho nenhuma associacdo significante
foi observada com os genes HTRIB, HTR2A e SHTT e resposta ao MFD.

Em relacdo ao sistema noradrenérgico, Polanczyk e cols. (2007b) estudaram o
SNP -1291C>G localizado na regido promotora do gene ADRA2A. Os autores
documentaram o efeito da presenca do alelo G com a melhora de sintomas de
desatengdo em criancas e adolescentes com TDAH. da Silva e cols. (2008) replicaram

esse resultado em uma amostra do tipo exclusivamente desatento da mesma populagao.
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Capitulo 2
JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS




O TDAH ¢ uma doenga muito comum em criancas e adolescentes, com grandes
prejuizos na vida escolar e pessoal, assim como a persisténcia do transtorno no adulto
pode causar graves impactos em suas vidas. Esses prejuizos causados tanto para as
criancas e adolescentes quanto para os adultos com TDAH exercem um grande impacto
na nossa sociedade, com conseqiiente custo financeiro. Devido a isso ¢ de grande
importancia o estudo dessa patologia.

Tendo em vista o forte componente genético do TDAH, ¢ de suma importancia
buscar identificar os genes de suscetibilidade para esse transtorno. A neurobiologia da
doenga ainda ndo ¢ completamente entendida, mas muitas evidéncias apontam para
disfungdes nos sistemas dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos. Devido a
1sso parece muito promissor o estudo de variantes nos genes envolvidos nesses sistemas.
O estudo de genes do sistema serotoninérgico, em especial, pode ser de grande
contribui¢do, uma vez que este sistema possui relagdo com o sistema dopaminérgico, o
qual ¢ altamente relacionado ao TDAH. Além disso, muitas investigagcdes evidenciam
que alteragdes da serotonina possam causar problemas comportamentais em humanos.
Como esses genes sao menos estudados no TDAH em comparagdo aos sistemas
dopaminérgicos e noradrenérgicos, percebe-se que hd uma necessidade de mais
investigagdes relacionadas aos polimorfismos de genes serotoninérgicos.

Além disso, como o TDAH ¢ um transtorno extremamente complexo e
heterogéneo, possivelmente varios genes de diferentes sistemas que interagem entre si
atuam diferencialmente na formacdo dos tipos clinicos. Assim estudos dos genes desses
sistemas em amostras mais especificas sdo sugeridos por muitos autores para diminuir a
heterogeneidade do transtorno. O refinamento por subtipos poderia facilitar a

identificacao dos genes de suscetibilidade para essa doenga.

Sao objetivos especificos desta tese:

1- Investigar a possivel associagdo de polimorfismos no gene H7RI/B na amostra de

criancas afetadas com TDAH.

2- Determinar se existem associacdes mais especificas quando os pacientes sdo
separados em subgrupos exclusivamente do subtipo desatento. Com isso verificar se os
polimorfismos mais estudados dos genes do sistema dopaminérgico, noradrenérgico e

serotoninérgico estdo associados exclusivamente ao subtipo desatento.
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3- Analisar se existe uma possivel associacdo entre o polimorfismo uVNTR do gene
MAOA e uma melhora clinica observada nos sintomas de oposi¢do em criangas com

TDAH tratadas com metilfenidato.
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ABSTRACT

Several evidences suggested that the serotonin 5-HT1B receptor gene may be involved
in the susceptibility to attention deficit/hyperactivity disorder (ADHD). Prior studies
reported excess transmissions of the HRTIB gene 861G allele to affected ADHD
children and of a haplotype block containing this variant and two functional promoter
SNPs to probands with ADHD inattentive subtype. However some investigations did
not replicate these findings. Therefore we tested for biased transmissions of haplotypes
derived from the 861G >C, -161A>T and -261T>G SNPs from parents to ADHD
children in 343 families. We also sought to replicate the reported association between
HTRIB and ADHD-Inattentive subtype. Using a transmission disequilibrium test we
found evidence for an excess transmission of haplotype -261G/-161T/861G (p=0.014)
to affected children in the total sample. When the analysis was repeated with 143
families with ADHD-Inattentive subtype no significant associations were observed. Our
results provide additional evidence that HRT/B gene may be an important risk factor for
the development of ADHD but this effect seems not to be attributable to inattentive

cases.

Keywords: ADHD; association study, serotonin, ADHD subtypes, HRT1B gene
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Attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD) is a common childhood developmental
behavioral disorder that has a prevalence of about 5% [Polanczyck et al., 2007]. The
behavioral symptoms of ADHD load onto two separate dimensions, one reflecting
inattentiveness and the other reflecting a combination of hyperactivity and impulsivity.
These dimensions may be expressed to different extents among children with ADHD, as
is reflected in the current DSM-IV designations of primarily inattentive, primarily
hyperactive/impulsive and combined subtypes of the disorder. Converging evidence
from family, twin, and adoption studies suggests a significant genetic contribution to
ADHD, with an estimated average heritability of 76% [Faraone et al., 2005]. Despite
the strong heritability, no major gene effects have been discovered; rather it is likely
that several genetic variants, each with small effects, together influence the risk of
developing ADHD. Both categorical diagnosis and dimensional ratings of ADHD
symptoms have been used in molecular genetic studies designed to identify the genes
that confer risk to the disorder. The candidate genes associated with the catecholamine
neurotransmitter systems have been mentioned in a large body of ADHD genetics
literature and, although the dopaminergic genes have so far been the most extensively
studied genes associated with the disease, noradrenergic and serotonergic systems have
also been the focus of investigation in recent studies [Mick and Faraone, 2008].

The dopaminergic hypothesis [Swanson et al., 2007] is a leading theory on the
pathophysiology of ADHD, but one limitation of this theory is that it overlooks the
interaction between the dopamine (DA) and serotonin (5-HT) neurotransmitter systems.
A large body of experimental evidences suggested that 5-HT can modulate the activity
of DA in human brain and alteration in 5-HT transmission can modify DA-mediated

behaviors, such as hyperactivity and aggression [Halperin et al., 1997; Lucki et al.,
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1998]. The exact nature of this regulatory influence appears to be complex, with animal
models suggesting that serotonergic neurons have an inhibitory influence on dopamine
cell bodies in midbrain regions, and both excitatory and inhibitory influence on
dopamine projections in the striatum, nucleus accumbens and the prefrontal cortex
[Quist et al., 2001]. Evidence for an association between serotonin (5-HT) and ADHD
comes from a report by Gainetdinov et al. [1999] showing that methylphenidate
decreases hyperlocomotion in DATI1-knockout mice by increasing 5-HT
neurotransmission. Administration of fluoxetine (a selective serotonin re-uptake
inhibitor) was found to reduce the hyperactivity produced by knocking out the
dopamine transporter gene (DAT-KO) in mice and had no effect on wild type animals.
Furthermore, when DAT-KO mice were treated with 5-HT or with the dietary 5-HT
precursor (L-tryptophan), hyperactivity was significantly reduced. These findings
demonstrate the importance of 5-HT in relation to the hyperactivity observed in DAT-
KO mice [Gainetdinov et al., 1999; Quist et al., 2001]. Additionally, low platelet and
whole blood 5-HT levels have been reported in ADHD probands [Spivak et al., 1999].
Investigations with knocked out mice that lack the 5-HT1B receptor have demonstrated
hyperactivity, intense exploratory activity, aggressive behavior and increased
vulnerability to cocaine self-administration [Brunner et al., 1999; Zhuang et al., 1999].
Another study has also shown in experiments that the absence of 5-HT1B receptors in
mice is associated with important changes in physiology as well as in behavior
[Bouwunecht et al., 2001]. Based on these reports, the 5-HT1B receptor became an
interesting focus for ADHD genetic studies.

The intronless human H7TRIB gene, which is located at 6q14.3-q16.3 encodes a 390 —
amino-acid polypeptide [Jin et al., 1992]. The most investigated polymorphism in

ADHD samples is 861G >C, a silent substitution (rs6296) [Lappalainen et al., 1995].
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Several independent studies found preferential transmission of the “G 7allele at this
single nucleotide polymorphism (SNP) in ADHD families [Hawi et al., 2002; Quist et
al., 2003]. In Han Chinese, Li et al. [2005], besides 861G >C polymorphism screened a
promoter polymorphism -161A>T (rs130058) and reported a tendency toward over-
transmission of an 861G/-161A haplotype or under-transmission of an 861C/-161A
haplotype to children with ADHD-Innatentive type (ADHD-I). A. pooled analysis for
the 861G >C SNP reported by Faraone et al. [2005] indicated a small but significant
effect for this polymorphism (OR of 1.44; 95% CI 1.14-1.83) on ADHD risk. Smoller et
al. [2006] identified an association between ADHD-I and a HRT1B 6-SNP haplotype,
including the 861G >C variant and two promoter SNPs with functional effects on
HTRIB expression (-161A>T and -261T>G). Ickowicz et al. [2007] did not support an
association between the HTRIB gene and ADHD as a qualitative diagnosis, or as
inattentive and hyperactive-impulsive quantitative traits by either TDT single marker or
haplotype analysis based on 861G >C and other five additional SNPs, but they did not
include in their study the two promoter SNPs investigated by Smoller et al (2006). The
861G >C was also not associated with ADHD in a sample of 102 German families with
229 affected children .nor in a Spanish sample of 188 adults and 263 children ADHD
subjects in a case control study [Heiser et al., 2007; Ribasés et al., 2007]. The analysis
of combined-type ADHD in the IMAGE project did not identify association with any of
the tag SNPs selected for this gene [Brookes et al., 2006].

Based on these conflicting results, the aim of this study was to investigate HTRIB gene
polymorphisms to determine if there was evidence for biased transmission of haplotypes
derived from the 861G >C, -161A>T and -261T>G from parents to 343 families with

ADHD children. We also sought to replicate the findings from Li et al. [2005] and
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Smoller et al. [2006] that the association between HTRIB is preferentially with ADHD-
L.

A total of 343 families with an ADHD child were included in the study. The largest
sample was composed of 243 children with ADHD clinical diagnosis recruited at the
Child and Adolescent Psychiatric Division of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). An ADHD consensus diagnosis based on DSM-IV criteria was achieved as
described in detail previously [Roman et al., 2001]. These patients were predominantly
males (82.6%), from European descent (92.1%), and their mean age was 10.3 years.
Most of them presented the combined type (65.6%), and oppositional defiant disorder
was the most common comorbid condition. The remaining 100 families were of
children with ADHD inattentive type. This group was ascertained from 12 public
schools. Inclusion and diagnostic criteria for this sample have been fully described
elsewhere [Schmitz et al., 2006]. The project was approved by the Ethical committee of
HCPA and the coordinating committee of the Graduate Program in Genetics and
Molecular Biology from the Federal University of Rio Grande do Sul. Parents provided
verbal assent to participate.

DNA was extracted from whole blood by a salting out procedure [Lahiri and
Nurnberger, 1991]. The three polymorphisms 861G >C, -161A>T and -261T>G were
genotyped by PCR using primers and methods described elsewhere [Nothen et al.,
1994; Lappalainen et al., 1995; Sun et al., 2002]. Pairwise linkage disequilibrium (LD)
was estimated using the Multiple Locus Haplotype software (mlocusSNP) (Long,
1999). The haplotype family-based association analyses were performed using the
statistical program TRANSMIT [Clayton, 1999].

All SNPs investigated were in pairwise significant LD (861G >C -161A>T: D’ = 0.934;

P = 0.0001; 861G >C -261T>G: D’ = 0.954; P = 0.0001; -161A>T --261T>G: D’ =
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0.940 and P = 0.0001). As shown in Table I haplotype analyses of the 316 informative
ADHD families detected an over-transmission of -261G/-161T/861G haplotype
(p=0.014) and under-transmission of -261G/-161T/861C haplotype (p=0.0009).
However when the same analyses were carried out only with 143 families with ADHD-I
subtype no preferential transmisson of alleles from parents to probands was observed
(Table I).

Our findings indicate an association between ADHD and HTRIB gene These results
concur with the significant evidence of association with ADHD on the basis of the
pooled OR reported by Faraone et al. [2005] for the 861G >C SNP, but in contrast to
reports by Li et al. [2006] and Smoller et al. [2006], no evidences for preferential
transmissions were found for ADHD-I youths.

Our results show that the over-transmitted and the under-transmitted haplotypes (—
261G/-161T/861G and —261G/-161T/861C respectively) differ only at the 861 site.
When only the common SNPs between this study and those investigated by Smoller et
al. [2006] were compared it can be observed that in their study the over-transmitted
haplotype differed from the two observed here at -161 and -261 sites (-261T/-
161A/861G). Duan et al. [2003a], based on reporter gene assays, described that the two
functional promoter SNPS -261T>G and -161A>T exhibit opposing effect on gene
expression, their functional effect on transcription is null when allele -261G and allele -
161T are in the same haplotype as observed here whereas the combination reported by
Smoller et al. [2006] (-261T/-161A) 1s associated with lower HRT'1B expression.

The most consistent associations reported in ADHD studies is with the 861G >C SNP,
although it is a synonymous SNP, Huang et al. [1999] reported an association between
the 861G allele and high B, values for HTRIB binding in prefrontal cortex. These

results suggest that it is possible that the minor allele 861C is associated with fewer 5-
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HTIB receptors. Although it is always claimed that synonymous SNPs are non-
functional, a different gene expression pattern might occur by the following reasons: (1)
transfer RNA (tRNA) concentrations may be variable for different codons; (2)
synonymous changes can modify the predicted messenger RNA (mRNA) folding and
lead to changes in mRNA stability and translation as has been suggested for the
dopamine receptor D2 gene [Duan et al., 2003b]. Therefore considering all the data
available about HTRIB association with ADHD is plausible to hypothesize that the
861G >C might be the risk polymorphism or it is a marker for a yet unidentified
functional SNP at this gene.

Low central serotonergic function has been implicated in the mediation of negative
emotions, impulsive aggressive behaviors, and increased use of alcohol and nicotine
[Williams et al., 2003]. Knockout mice have also shown that HTRIB effects are
associated mainly with hyperactivity and aggressive behaviors [Bouwknecht et al.,
2001]. Therefore our observation of an association with all ADHD families which
included the combined and hyperactive/impulsive subtypes is closer to what were
expected based on animal models than an association specific to the inattentive subtype.
Our results should be interpreted in the context of several limitations. Considering the
whole sample it is of moderate size, but our inattentive subtype sample is larger than
that investigated by Smoller et al. [2006] in which an association was found for this
subtype. Moreover it is important to highlight that only subjects with at most three
symptoms of hyperactivity were included in the inattentive subtype sample, so we have
avoided subthreshold ADHD-combined cases instead of real inattentive cases. We have
only performed two analyses with the TRANSMIT program to avoid multiple testing
but we cannot exclude that our positive association with haplotype 261G/-161T/861G is

a false positive. Besides the 861G >C SNP we concentrated our study in two putative
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functional SNPs (-161A>T and -261T>G) but we cannot exclude a role for 129C>T
(rs6298) and A1180A>G (rs6297) SNPs that presented allele differences in the over-
transmitted and under-transmitted haplotypes described by Smoller et al. [2006].
However Ickowicz et al. [2007] included these last two polymorphisms together with
the 861G >C in their investigation and were not able to disclose an association with
ADHD in general or with the inattentive subtype.

In conclusion, this study found a new evidence of the influence of the 861G >C
polymorphism on ADHD risk but no specific association was observed with the
inattentive subtype alone. Therefore the present results add to the evidences that suggest

arole for HTRIB gene in ADHD genetic susceptibility in Brazilian children.
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Table I. Haplotype Analysis of HTRIB polymorphisms with ADHD and ADHD-
Inattentive type samples

Polymorphisms Total™ Inattentive™
rs11568817 1130058  rs6296 Halﬁ;’;ype P-value’ Halﬁgflype P-value”
T A C 0.235 0.542 0.225 0.449
T A G 0.253 0.336 0.249 0.423
T T C 0.006 0.581 0.011 0.832
T T G 0.014 0.644 0.015 0.883
G A C 0.009 0.436 0.003 0.753
G A G 0.173 0.702 0.168 0.945
G T C 0.003 0.0009 0.001 0.267
G T G 0.304 0.014 0.324 0.882
Global 0.250 0.942

N, number of total sample families=316 and number of inattentive sample families=143
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ABSTRACT

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a common, complex and highly
heritable disorder, characterized by inattentive, impulsive and hyperactive behavior.
Due to the dimensional nature of the disease, it is likely that genes that contribute to the
risk for ADHD do so by conferring risk for specific diagnostic subtypes or symptom
dimensions, therefore the aim of this study was to investigate six genes from the
dopaminergic (DRD4 and DATI), noradrenergic (DBH) and serotonergic (HTR2A,
SLC6A4 and TPH?2) systems, that were reported to be associated with ADHD with
conflicting results, in a sample of children and adolescents with ADHD-Inattentive type
to assess if the lack of replication across the available studies completed so far could be
reduced by the examination of refined phenotypes such as ADHD subtypes. Seven
polymorphisms were genotyped by PCR-based methods in a sample of 128 probands
with ADHD inattentive subtype (ADHD-I) and 100 controls. No significant association
was observed between SLC6A44, HTR2A, THP-2, DRD4, DATI] and DBH gene
polymorphisms and ADHD-I in case-control association analyses. Moreover, family-
based association analyses showed no evidence for biased transmission of any of the
polymorphisms investigated in this sample. These negative results found in the present
study together with data already reported suggest that some symptom-specific genes
might be identified, but probably the DSM-IV categorical subtypes are not the most

appropriate phenotype to find these genes.
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INTRODUCTION

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is among the most common
childhood and adolescent psychiatric disorders, affecting about 5% of children
worldwide (Polanczyk et al., 2007). Although its etiology remains unclear, there is
strong evidence supporting the role of genes in the disorder, its heritability has been
estimated in 76% (Faraone et al., 2005).

ADHD is characterized by developmentally inappropriate and impairing levels of
inattention, hyperactivity, and impulsivity. As currently recognized by the Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition (DSM-IV), the behavioral
symptoms of ADHD load onto two separate dimensions, one reflecting inattentiveness
and the other reflecting a combination of hyperactivity and impulsivity. These
dimensions may be expressed to different extents among children with ADHD, as is
reflected in the current DSM-IV designations of primarily inattentive, primarily
hyperactive/impulsive, and combined subtypes of the disorder but whether these are
genetically distinct is unclear. A major step in elucidating the genetic elements
contributing to a disorder is determining what aspects of the disorder are heritable.
Despite the almost universal reliance of current candidate gene and genetic linkage
studies of ADHD on DSM-IV nosology, very little evidence has been presented
regarding the relative heritabilities or familial specificities of DSM-IV ADHD subtypes.
Faraone et al. (2000) found no evidence of familial distinction between subtypes, a
finding different from that suggested from a twin study (Sherman et a/., 2007) in which
50% to 70% of the underlying genetic influences were estimated to be unique for
hyperactive-impulsive and inattentive symptoms, whereas in Faraone et al. (2000)
family series there was virtually complete genetic overlap for these two dimensions

despite significant variability in symptoms, particularly hyperactive-impulsive
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symptoms. These authors concluded that DSM-IV subtypes do not affect the familial
transmission of ADHD. Instead, it could be attributed to nonfamilial causes. In contrast,
however some studies showed that the DSM-IV subtypes are familial and independently
inheritable (Todd et al., 2001a; Rasmussen et al., 2004). Overall the evidence that
DSM-1V subtypes are genetically distinct, or that they access substantially different sets
of risk or modifier genes, is challenging. Thus examining clinical subtypes separately;
to refine the phenotype definition and to provide more homogenous subtypes that could
better index the genetic liability may help to find ADHD genes.

The focus for genetic studies has been the dopaminergic, noradrenergic and
serotoninergic  systems, in which the pharmacological, biochemical and
neurobiological-study evidences have indicated the involvement of these systems in the
pathophysiology of ADHD. Therefore genes coding for receptors or other proteins
related to these pathways were selected for ADHD genetic studies (for a revision see
Mick and Faraone, 2008). However the lack of replication across the available studies
completed so far suggests that the examination of refined phenotypes such as ADHD
subtypes that may reduce heterogeneity is needed. In an attempt to further refine ADHD
molecular studies we extended the search for the most studied candidate genes to a

Brazilian sample of ADHD primarily inattentive subtype (ADHD-I).

SUBJECTS AND METHODS

A total of 128 families including offspring with ADHD-I were recruited from two
ongoing studies. The largest sample consisted of 100 children recruited from 12 public
schools. The characteristics and diagnostic criteria for this community sample were
fully described by Schmitz et al. (2006). For these 100 cases selected in schools, 100

matched controls (same gender and age), who had at most three inattentive symptoms
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and three hyperactivity and impulsivity symptoms in the SNAP-IV scale completed by
the teacher was included in the study. The second group of 28 children and their parents
was ascertained among those referred to the ADHD outpatient clinic from the Child and
Adolescent Psychiatric Division of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Confirmed ADHD-I cases presenting, or not, comorbidity with other disorders were
included in the study, but to ensure that we would be dealing with a relatively pure
ADHD-inattentive type, we only included cases fulfilling DSM-1V criteria for ADHD—
inattentive type, but that presented at most three symptoms of hyperactivity and
impulsivity

The Ethics committee of HCPA and the Coordinating Committee of the
Graduate Program in Genetics and Molecular Biology of the Federal University of Rio
Grande do Sul approved the study protocol. Parents provided written informed consent

and probands provided verbal assent to participate.

Genotyping

DNA was extracted from whole blood by a salting out procedure (Lahiri and
Nurnberger, 1991). The polymorphisms investigated were the 44bp insertion/deletion
polymorphism (HTTLPR) at the SLC644 promoter, G1438A (rs6311) and His452Tyr
(rs6314) at HTR2A, the 48pb variable number of tandem repeat (VNTR) sequence at
DRD4 third exon, the 40bp VNTR at DAT1 3’-untranslated region and the Tagl
restriction site polymorphism at DBH (1s2519152) and T16073G (rs1843809) at TPH-2.
These polymorphisms were amplified using the polymerase chain reaction (PCR)
conditions as previously described Guimaraes et al. (2007) and Roman et al. (2001),

(2002), respectively. The TPH-2 SNP was genotyped using the TagMan SNP
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Genotyping Assay by demand (Real Time PCR, Applied Biosystems) according to the

manufacturer's recommended protocol.

Statistical Analyses

Allele frequencies were estimated by gene counting. The agreement of genotype
frequencies to Hardy-Weinberg expectations was tested using the goodness of fit chi-
square test. The family-based association analyses for all markers were performed using
the TRANSMIT program (Clayton, 1999). For these analyses heterozygous
parent/proband pairs with the same genotype were excluded since the transmission
status of parental alleles could not be determined (Curtis and Sham, 1995).
In the case-control association approach, we used conditional logistic regression
analysis (Hosmer and Lemeshow, 2000) to compare demographic variables (age;
ethnicity; IQ - intelligence quotient and gender) and clinical variables (CD, conduct
disorder; ODD, oppositional defiant disorder; GAD, generalized anxiety disorder; SAD,
separation anxiety disorder; Major Depression; dysthymia; simple phobia and social
phobia), and the genotype frequencies between probands and controls. All variables
showing some level of association (P < 0.20) with both dependent and independent
variables were considered potential confounders. The analyses were conducted using
SPSS version 12.0 software (SPSS Inc, Chicago, III). A significance level of 5% was
set in all analyses (except for potential confounders, as indicated above). Tests were 2-
tailed. The Sample Size Logistic statistical program (Demidenko, 2007) was used to

calculate statistical power.
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RESULTS

Allele frequencies of cases and controls for all polymorphisms investigated are
shown in Tablel. Genotype frequencies did not show any significant deviation from
those expected according to Hardy-Weinberg equilibrium. No significant
overtransmission of risk alleles for all polymorphisms investigated was seen in the
family-based association analyses (Table 2).
At the case-control association approach, the potential confounders varied for each
polymorphism. In the conditional logistic regression analysis adjusted for potential

confounders, no association was observed as shown in Table 3.

DISCUSSION

Based on previous molecular genetic studies of ADHD, we tested 7 polymorphisms
from 6 candidate genes in a sample of 128 probands with ADHD inattentive subtype
and 100 controls. No significant association was observed between SLC6A44, HTR2A,
THP-2, DRD4, DATI and DBH gene polymorphisms and ADHD-I in case-control
association analyses. Moreover, TDT analysis using the TRANSMIT program showed
no evidence for biased transmission of any of the polymorphisms investigated in this
sample.

Bobb et al. (2005), in a review on molecular genetic studies, observed that 46% of 26
studies using family-based and case-control approaches on the same population found
divergent results. They suggested that both methods should be used to prevent the
possibility of type II error. Furthermore, Pfeiffer and Gail (2003) found equivalent
statistical power for both designs, therefore we used both methods.

It has been suggested that it is highly unlikely that genes confer risk for the overall

spectrum of ADHD (Waldman and Gizer, 2006; Thapar et al., 2006). It is much more
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likely that whatever genes contribute to risk for ADHD, they do so by conferring risk
for specific diagnostic subtypes or symptom dimensions. Most studies that investigated
refined phenotypes used symptoms as quantitative phenotypes or categorically defined
subtypes based on DSM-IV criteria. Although there is some support in the literature for
a specific genetic contribution to ADHD subtypes, at the molecular level few specific
candidate genes were reported to be associated with specific subtypes of ADHD. On the
basis of genetic evidence to date, it is interesting to speculate that dopamine pathways
are generally involved in attentional ability. Genetic analyses in relation to continuous
symptom measures or ADHD subtypes have suggested that some ADHD associated
genes may be more strongly associated with inattention than with
hyperactivity/impulsivity.

Several studies have reported positive and negative findings between DRD4 and
inattention. The most studied polymorphism, the exon 3 VNTR was more strongly
associated with inattention symptoms (Rowe et al., 1998, 2001). McCracken et al.
(2000) reported an association of the DSM-IV primarily inattentive type of ADHD with
the presence of a 120 bp duplication 5’ of the gene coding region. Recently Lasky-Su et
al. (2008) reported that SNPs in the promoter region of DRD4 were associated with
phenotypes generated from ADHD symptoms. The strong correlation of the inattentive
symptoms with these quantitative phenotypes and the subsequent FBAT-PC analyses
suggested this region as primarily associated with inattentive symptoms. In contrast to
these studies Todd et al. (2001b, 2005) failed to demonstrate any significant association
of the 120 bp duplication and of the exon 3 VNTR with ADHD subtypes derived from
latent class analyses. In accordance with these last results, in the present study we did
not find an association between Brazilian youths categorically defined as ADHD-I and

the DRD4 exon 3 VNTR.
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Waldman et al. (1998) found that DATI was associated and linked only with the
combined subtype of ADHD, but not with the Inattentive subtype. Also, no significant
associations were found for DATI polymorphisms using DSM-IV ADHD subtypes or
latent class analysis by Todd et al. (2005). Our analyses presented here showed that the
DATI VNTR is not associated with ADHD-I. Taken together these data suggest that
probably the DAT VNTR 10-repeat allele is more strongly related to hyperactive-
impulsive than inattentive symptoms of the disorder.

Other dopaminergic genes investigated with attentional refined phenotypes were DRDS5
and DRDI. A common 148-bp allele of a microsatellite marker located 18.5 kb from the
D5 dopamine receptor gene (DRDJ5) has been associated with the inattentive and
combined subtypes, but not the hyperactive-impulsive subtype (Lowe et al., 2004).
Luca et al. (2007) found an association with symptoms of inattention, and suggested
that the DRD1 gene is a genetic factor that contributes uniquely to symptoms of
inattention in families selected either for ADHD or for reading difficulties.

Although dopaminergic genes are yet the most studied in ADHD (Mick and Faraone,
2008), genes related to the noradrenergic system also have been the focus of
investigation (Bobb et al., 2005; Roman et al., 2002, 2006). Pharmacological,
biochemical and neuropsychological findings have suggested that noradrenergic
imbalance are likely important in ADHD (Biederman and Spencer, 1999). Animal-
based studies and clinical investigations suggested that noradrenergic projections to the
prefrontal cortex improve cortical functions related to ADHD, such as working
memory, basically through postsynaptic alpha 2 receptors (Biederman and Spencer,
1999; Arnsten and Li, 2005). Among several noradrenergic genes, those encoding
adrenergic receptors and Dopamine-B-hydroxylase (DBH) the enzyme that catalyzes the

conversion of dopamine (DA) into norepinephrine (NE). Considering the strong
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evidence for the involvement of the adrenergic system in attentional mechanisms, the
adrenergic system genes are prime candidates for ADHD-I. Schmitz et al. (2006)
reported an ADRA2A polymorphism associated with ADHD-Inattentive type, replicating
previous findings that have suggested the importance of this gene for the dimension of
inattention (Roman et al., 2003, 2006). Although Faraone et al. (2005) suggested after
a meta-analysis of family-based studies a significant association between ADHD and
the DBH Taql polymorphism (OR:1.33; 95% CI 1.11-1.59), specific investigations with
refined phenotypes or symptom scores have not been performed yet, therefore this study
was the first attempt to disclose an association between DBH and ADHD-I, but we did
not detect a specific influence of this gene on this subtype.

Serotonin 5-hydroxytryptamine (5-HT) is a neurotransmitter involved in a variety of
functions such as attention, sleep, memory and learning, locomotion, control of appetite,
anxiety and drug abuse (Lucki, 1998). These findings were consistent with preclinical
and clinical evidence that serotonergic inputs may moderate dopamine’s effects on
attention and hyperactivity/impulsivity. The review by Mick and Faraone (2008) also
found modest evidence for ADHD to be associated with four serotonergic genes: the
serotonin 1B receptor (HTRIB), serotonin 2A receptor (HTR2A), the serotonin
transporter (SLC6A4), and tryptophan hydroxylase (7TPH) the rate-limiting enzyme in
the biosynthesis of serotonin from tryptophan. Smoller et al. (2006) identified
association between DSM-IV primarily inattentive type of ADHD and a HRT1B 6-SNP
haplotype, including the 861G>C polymorphism and two promoter SNPs with
functional effects on HTRIB expression. We investigated three of these genes (HRT2A4,
SLC6A4 and TPH) but no association with ADHD-I was observed, since no previous
studies were performed between these genes and refined phenotypes, these observations

require replication.
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Other gene polymorphisms were also associated with attentional phenotypes. Using
dimensional analyses, Lasky-Su et al. (2007) found multiple significant Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) SNP-by-socio-economic status interactions
using inattentive symptom count. Todd et al. (2003) reported a relationship between a
variant within the nicotinic acetylcholine receptor alpha 4 subunit gene (CHRNA4), and
severe inattention problems defined by a latent class analysis, but this finding has not
been replicated in a sample DSM-IV categorically defined as ADHD-I or with symptom
count (Lee et al., 2008).

The overall negative results presented in this study should be viewed in the context of
some limitations. Our sample is of moderate size, especially for
transmission/disequilibrium-based methods. Despite of sample size, our investigation
has up of 80% statistical power to detect a previously reported positive result (Schmitz
et al., 2006), therefore we do not think that the negative associations reported herein are
type II errors. As far as we are aware, this study included the largest sample of
clinically assessed subjects with specific ADHD-I and this is the major strength of this
investigation. Furthermore as it was discussed in our previous study (Schmitz et al.,
2006) it is important to highlight that the diagnoses in our study were obtained through
an extensive clinic evaluation that was performed by a child and adolescent psychiatrist
instead of being derived from scores of self-reported scales of symptoms, which is a
limitation in some studies. Also, only subjects with at most three symptoms of
hyperactivity were included, so the sample includes subjects with relatively pure
ADHD-inattentive subtype.

The evidence that DSM-IV subtypes are genetically distinct, or that they access
substantially different sets of risk or modifier genes, is far from compelling. Thus, there

is little support for selecting specific ADHD subtypes in molecular genetic studies or
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examining clinical subtypes separately at present to refine the phenotype definition
(Thapar et al., 2006). McLoughlin ef al. (2007) reported that individual differences in
hyperactive—impulsive and inattentive behaviors are both highly heritable and have a
large genetic overlap. Using a large sample of twins they estimated the genetic
correlation, as 0.57 for girls and 0.62 for boys, which predicts that more than half of the
genes found to be associated with hyperactive impulsive behaviors will also be
associated with inattentive behaviors. The genetic correlations are, however, less then
1.0, which indicates that, despite the substantial genetic overlap between hyperactive—
impulsive and inattentive behaviors, there is some genetic independence. These findings
suggest that many genes associated with the hyperactivity—impulsivity dimension will
also be associated with the inattentive dimension but there is significant genetic
heterogeneity as well. The negative results found in the present study together with
those available in the literature suggest that some symptom-specific genes might be
identified, but probably the DSM-IV categorical subtypes are not the most appropriate

phenotype to find these genes.
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Table 1: Frequencies of the markers analyzed in sample ADHD-I

Polymorphisms Alleles Allele Frequencies®
Cases Controls
SLC6A44
HTTLPR Long 0.51 0.54
HTR24
G1438A G 0.58 0.60
His452Tyr His 0.90 0.93
TPH-2
T16073G T 0.83 0.82
DRD4
VNTR 4 repeat 0.63 0.65
DATI
3’-VNTR 10 repeat 0.70 0.68
DBH
Taql A2 0.60 0.63

Refers to the more frequent allele.
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Table 2: Family study of the SLC644, HTR2A, TPH-2, DRD4, DATI and DBH genes

Polymorphisms Allele Observed Expected ¥’ P-value*
SLC6A44

HTTLPR L 127 129 0.13 0.72
(n=121) S 115 113

HTR24
G1438A G 138 142.16 0.60 0.49
(n=119) A 100 95.84
His452Tyr His 225 220.44 2.01 0.19
(n=123) Tyr 21 25.56

TPH-2
T16073G T 203 195.83 3.18 0.06
(n=120) G 37 44.17

DRD4
VNTR *Others 187 185.31 0.14 0.74
(n=120) 7R 53 54.69

DATI
3’- VNTR 10R 164 161.05 0.36 0.57
(n=115) ®Others 66 68.94

DBH
Taql A2 138 134.70 0.37 0.57
(n=114) Al 90 93.30

n, number of families.
? Group the alleles of the 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 repeat (R).
b Group the alleles of the 3, 6, 7, 8, 9 ¢ 11 repeat (R).

"p-values bases on 10.000 bootstrap samples.
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Table 3: Conditional logistic regression analyses adjusted for potential confounders

Polymorphisms OR CI95% P-value
SLC6A44

HTTLPR

Presence Long allele 0.68 0.35-1.31 0.25

Dysthymia 4.64 0.53-40.53 0.16

1Q 0.96 0.94-0.98 0.01
HTR2A4

G1438A

Presence G allele 0.92 0.47-1.81 0.81

ODD 3.43 1.75-6.74 0.01

His452Tyr

Homozygosis His allele 0.88 0.44-1.77 0.72
TPH-2

T16073G

Presence T allele 1.11 0.62-2.00 0.71

Depression 5.17 0.61-43.55 0.13

GAD 3.40 1.22-9.47 0.02
DRD4

VNTR

Presence 7R allele 0.95 0.55-1.64 0.86

GAD 3.55 1.28-9.88 0.02
DATI

3’-VNTR

Homozygosis 10R allele 1.15 0.68-1.94 0.61
DBH

Taql

Presence A2 allele 0.76 0.36-1.61 0.47
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ABSTRACT

The MAOA gene has been extensively related to aggressive, impulsive and violent
behaviors. Previous studies documented the improvement of oppositional symptoms in
ADHD patients with methylphenidate (MPH). However, the effect of the MAOA gene
in response to MPH has not been investigated. A sample of eighty-five boys from an
ADHD outpatient service was genotyped for the MAOA-uVNTR polymorphism. The
outcome measure was the parent-rated oppositional subscale of the Swanson, Nolan,
and Pelham Scale- version IV. The scale was applied by child psychiatrists blinded to
genotype at baseline and in the first and third months of treatment. A significant
interaction between the presence of MAOA high activity genotype and treatment with
methylphenidate over time on oppositional scores was detected during the 3-months
treatment (n=85; F, 13¢=4.83; P=0.009).These results suggest an effect of the MAOA-
uVNTR high activity genotype on the improvement of oppositional symptoms with
MPH treatment.

Key words: ADHD; pharmacogenetic; MAOA; oppositional symptoms;

methylphenidate.
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INTRODUCTION

Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder (ADHD) is a common psychiatric
disorder in childhood and adolescence, affecting around 5% of school-age children
worldwide (Polanczyk et al., 2007). The syndrome is characterized by severe
inattention, hyperactivity, and impulsiveness. Antisocial, impulsive and aggressive
behaviors are common symptoms of conduct disorder (CD) and Oppositional Defiant
Disorder (ODD) that are highly comorbid and related to ADHD (Biederman et al.,
1991).

With ADHD being a disorder highly responsive to medication, methylphenidate
(MPH) is the most widely used drug to treat this condition (Solanto, 1998; Santosh and
Taylor, 2000). MPH improves not only the cardinal symptoms of ADHD, but also halo
symptoms such as aggressiveness found in ODD and CD (Goldman et al., 1998; Sinzig
et al., 2007). The main and most important action of MPH in neurotransmission systems
is the blockage of transporters, especially the dopamine transporter (DAT1). As a result,
extracellular concentrations of dopamine (DA), noradrenaline (NE) and serotonin (5-
HT) can be elevated (Solanto, 1998; Kuczenski and Segal, 1997; Arnsten and Li, 2005).

Monoamine oxidase A (MAOA) is one of the main metabolic enzymes for the
degradation of catecholamines. Existing evidences suggest that methylphenidate also
inhibits MAOA (Solanto, 1998). As regards the MAOA a variable number tandem repeat
(uVNTR) functional polymorphism is present at the promoter region with two common
alleles (4-repeat and 3-repeat) (Sabol et al., 1998). These are referred as high and low
MAOA genotypes, defined by their significantly different transcriptional activities in
human cell lines (Sabol et al., 1998).

The prevalence of the high and low MAOA genotypes in populations has

stimulated many studies on the association of MAOA with impulsivity, inhibitory
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control, and aggression (Huang et al., 2004; Manuck et al., 2000; Passamonti et al.,
2006). There are a number of studies showing that MAOA genotype influences
vulnerability to environmental stress both in humans (Caspi et al., 2002) and animals
(Newman et al., 2005), and that this biological process can be initiated early in life
(Kim-Cohen et al., 2006). Overall, these investigations above suggest a link between
low MAOA genotype and both impulsive and aggressive behaviors.

There are eight studies reporting on the association between MAOA-uVNTR
polymorphism and ADHD. Seven of these studies found an association with ADHD
(Mick and Faraone, 2008). Although theoretically the genetic variants involved in
susceptibility to ADHD may also be involved in treatment response, to the best of our
knowledge no pharmacogenetic study assessed the role of MAOA in the response to
MPH treatment.

Considering the effect of the uVNTR polymorphism in the MAOA gene on
impulsive/aggressive behaviors, the aim of this investigation was to evaluate the
association between MAOA gene and clinical improvement of oppositional symptoms

with methylphenidate treatment in children and adolescents with ADHD.

METHODS

The sample for this investigation included children and adolescents who were
consecutively evaluated for 2 years in the ADHD Outpatient Clinic at the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. This sample has been fully described by Polanczyk et al.
(2007).

Briefly, the inclusion criteria were: ADHD diagnosis according to DSM-IV
criteria, age between 4 and 17 years, European-Brazilian ethnicity, subjects who were

drug naive for methylphenidate, and prescribed MPH doses of at least 0.3 mg/kg/day.
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The diagnostic process relied on the application of semi-structured interviews (KSADS-
E) by fully trained research assistants. All diagnoses generated were confirmed by
experienced child psychiatrists (see Polanczyk et al., 2007).

The oppositional subscale of the Swanson, Nolan, and Pelham scale-version IV
(SNAP-IV) was selected as the primary outcome measure (Swanson et al., 2001). This
measure has been frequently used in ADHD investigations (Polanczyk et al., 2007; Zeni
et al., 2007).

Clinical assessments were performed by children psychiatrists at the baseline
and at 1 and 3 months of treatment with MPH. Psychiatrists were blinded to patients’
genotypes. Dosages of short-acting methylphenidate were augmented until no further
clinical improvement was detected or until there were limited adverse effects. The mean
daily dosages of MPH were 0.5 and 0.65 mg/kg/day at the first and third months.

The Ethics Committee of the University Hospital approved this study. Written
informed consent was obtained from parents, and children and adolescents gave their

verbal assent to participate.

DNA was extracted from the whole blood lymphocytes by standard procedures.
The MAOA-uVNTR was amplified by PCR using primers and methods previously
described by Sabol et al. (1998).

Comparison among categorical variables was performed using 2 or Fisher’s
exact test. All continuous variables showing a normal distribution were compared
between groups by Student t test; for those variables that did not show a normal
distribution, the Mann-Whitney U test was used. Potential confounders evaluated were
age, sex, ADHD subtype, IQ, MPH dose at baseline (mg/Kg/day) and comorbidity
(mood, anxiety, and disruptive behavior disorders). Potential confounders to be entered

in models were defined based on conceptual analyses of the literature, and by means of
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a statistical definition (association with the study factor and with the outcome at P<
0.10).

Analyses of the SNAP-IV oppositional scores were performed using a mixed-
effects model (MEM), as described by Polanczyk et al. (2007) which provides a flexible
framework for the analysis of repeated measures while accounting for missing data (eg,
loss to follow-up). For each analysis, the best covariance structure fitting the data was
selected based on the one with the lowest Akaike information criterion (AIC) value.
Independent factors included in all models were treatment over time, group assignment
(defined as the presence of the high activity allele), and the interaction between these
factors. An unbiased estimate of the effect size (ES) was computed for the SNAP
oppositional score, according to the method suggested by Cohen (Cohen, 1998).

All analyses were conducted using SPSS version 12.0 software (SPSS Inc,
Chicago, III). A significance level of 5% was set in all analyses (except for potential

confounders, as indicated above). Tests were 2-tailed.

RESULTS

A sample of one hundred and thirteen children fulfilled inclusion criteria to
participate of the study. Twenty-eight subjects were excluded from the sample. Because
the MAOA gene is X-linked, twenty-six girls were excluded. Two boys were also
excluded due to problems in genotyping. Hence, analyses were performed with eighty-
five affected boys. The affected girls were not analyzed separately because of the small
sample size.

The estimated allele frequencies were 0.38 for the 3-repeat (low activity), 0.59

for the 4-repeat allele, and 0.02 for the 5-repeat allele. The rare 2-and-3.5-repeat alleles
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were not observed in this sample. The 4-and-5-repeat alleles were joined because both
have high transcriptional activity. Their pooled frequency was 0.62.

Demographic and clinical characteristics of patients are reported in the Table 1.
No significant between-group differences on potential confounders were found. Also,
no potential confounder was associated with both the presence of high activity alleles
and oppositional scores in the SNAP-IV.

Figure 1 shows the model including treatment over time, the presence of high
activity genotype, and their interaction. As expected, an effect of treatment over time for
the SNAP-IV oppositional scores during the 3 months of treatment was detected with
last-observation carried forward strategy (LOCF) (n=85; effect size 0.30; F» 136=22.94;
P<0001). Although no effect by the presence of high activity genotype was detected
(n=85; F;33=0.33.; P=0.57), there was a significant interaction effect between the
presence of high activity genotype and treatment over time for the SNAP-IV
oppositional scores during 3 months of treatment (n=85; F, 13¢=4.83; P=0.009) (Figure
1). We also performed the same analyses only with completers and the results followed
the same direction (p = 0.002 for the interaction; data available upon request). The
covariance structures with the lowest AIC value for these analyses were the Toeplitz
and Compound symmetry respectively.

Figure 1 also shows that the greatest effect of treatment occurred from baseline
to the first month, but no effect occurred from the first to the third month. Thus, we also
assessed the effects of treatment over time, the presence high activity genotype, and the
interaction between these factors during the first month of treatment. As a result, we
detected significant effects of treatment over time with MPH (n=85; F; 136 =35.25;
P<0.001) and a significant interaction effect between the presence of high activity

genotype and treatment over time on the SNAP-IV oppositional scores (n=85; F 136
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=6.75; P=0.01). No main effect of the genotype was found (n=85; F; 33 =0.01; P=0.91).

The covariance structure with the lowest AIC value for these analyses was the Toeplitz.

DISCUSSION

In this investigation, we documented for the first time that a higher improvement
on oppositional symptoms with methylphenidate treatment was associated with MA4OA4-
uVNTR high activity genotypes.

The biological mechanisms to explain our results is yet to be determined, since
there is no previous pharmacogenetic study assessing the role of any gene in MPH
effects on oppositional symptoms in patients with ADHD. Moreover, even considering
the emergent literature documenting the association between the uVNTR at MAOA
genotype and impulsivity and aggression (Huang et al., 2004; Manuck et al., 2000;
Passamonti et al., 2006), the role of this polymorphism in ADHD is controversial, since
findings have suggested an association between ADHD and either the low and high
transcriptional alleles (Mick and Faraone, 2008). However, it is very important to note
the complex interaction among the monoamine systems of neurotransmitters. For
instance, in MAOA/SHTT double knocked out mice, an elevated accumulation of SHT
has been observed. However, this abnormal accumulation of SHT seems to not occur in
MAOA/SHTT/DAT triple knocked out mice (Mdssner et al., 2006). MPH seems to have
a similar triple blockage effect.

Our study should be understood in the context of some limitations. This was a
naturalistic study. This design might be valuable to better appreciate the role of genetic
factors in routine clinical practice beyond the realm of controlled clinical trials.
However, the naturalistic design is subject of some flaws since the placebo effect cannot

be ruled out and it is difficult to control for confounders. However, we performed an
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extensive assessment of effects of potential confounders between groups. MPH was
administered with no control of adherence by investigators. Although it is not possible
to exclude that the effects we observed were due to lack of adherence, there is no reason
to expect a preferential compliance to MPH according to the presence of high activity
genotypes at MAOA. We could not adjust our findings for between-group differences in
baseline SNAP-IV oppositional scores due to the limited follow-up assessment points
(two) and the fact that the main effect of treatment over time occurred in the first month.
However, no significant between-group difference was found in baseline SNAP-IV
oppositional scores (p = 0.18; effect size=0.29).

Although it is important to study pharmacogenetic effects of reasonable
candidate genes in ADHD, their putative effects are small. Thus, candidate gene studies
should implement strategies that will provide enough statistical power to detect such
small effects. One potential strategy is the examination of specific dimensions of
medication response as presented here, since it may reduce heterogeneity. The present
investigation is only preliminary and further pharmacogenetic studies should be

conducted to replicate our results.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank financial support provided by Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq, Brazil), Institutos do Milénio
(CNPq), PRONEX, Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

(FAPERGS).

85



REFERENCES

Arnsten, AF, Li, BM. (2005) Neurobiology of executive functions: catecholamine
influences on prefrontal cortical functions. Biological Psychiatry 57, 1377-1384.

Biederman, J, Newcorn, J, Sprich, S. (1991) Comorbidity of attention deficit
hyperactivity disorder with conduct, depressive, anxiety, and other disorders. The
American Journal of Psychiatry 148, 564-577.

Caspi, A, McClay, J, Moffitt, TE, Mill, J, Martin, J, Craig, IW et al. (2002) Role
of Genotype in the Cycle of Violence in Maltreated Children. Science 297, 851-854.

Cohen J (1998). Statistical power analysis for the behavioral sciences. (2nd edition).
Hillsdale, New Jersey: Lawrence Erlbaum Associates.

Goldman, LS, Genel, M, Bezman, RJ, Slanetz, PJ. (1998) Diagnosis and treatment
of attention-deficit/hyperactivity disorder in children and adolescents. Council on

Scientific Affairs, American Medical Association. The Journal of the American
Medical Association 279, 1100-1107.

Huang, YY, Cate, SP, Battistuzzi, C, Oquendo, MA, Brent, D, Mann, JJ. (2004)
An association between a functional polymorphism in the monoamine oxidase a gene

promoter, impulsive traits and early abuse experiences. Neuropsychopharmacology
29, 1498-1505.

Kim-Cohen, J, Caspi, A, Taylor, A, Williams, B, Newcombe, R, Craig, IW et al.
(2006) MAOA, maltreatment, and gene-environment interaction predicting children's
mental health: new evidence and a meta-analysis. Molecular Psychiatry 117, 903-913.

Kuczenski, R, Segal, DS. (1997) Effects of methylphenidate on extracellular
dopamine, serotonin, and norepinephrine: comparison with amphetamine. Journal of
Neurochemistry 68, 2032-2037.

Manuck, SB, Flory, JD, Ferrell, RE, Mann, JJ, Muldoon, MF. (2000) A
regulatory polymorphism of the monoamine oxidase-A gene may be associated with
variability in aggression, impulsivity, and central nervous system serotonergic
responsivity. Psychiatry Research 95, 9-23.

Mick, E, Faraone, SV. (2008) Genetics of attention deficit hyperactivity disorder.
Child and Adolescent Psychiatric Clinics North American 17, 261-284.

Maéssner, R, Simantov, R, Marx, A, Lesch ,KP, Seif, 1. (2006) Aberrant

accumulation of serotonin in dopaminergic neurons. Neuroscience Letters 401, 49—
54.

86



Newman, TK, Syagailo, YV, Barr, CS, Wendland, JR, Champoux, M, Graessle,
M et al. (2005) Monoamine oxidase A gene promoter variation and rearing
experience influences aggressive behavior in rhesus monkeys. Biological Psychiatry
57, 167-172.

Passamonti, L, Fera, F, Magariello, A, Cerasa, A, Gioia, MC, Muglia, M et al.
(2006) Monoamine oxidase-a genetic variations influence brain activity associated
with inhibitory control: new insight into the neural correlates of impulsivity.
Biological Psychiatry 59, 334-340.

Polanczyk, G, Zeni, C, Genro, JP, Guimaraes, AP, Roman, T, Hutz, MH,
Rohde, LS. (2007) Association of the Adrenergic a2A Receptor Gene With
Methylphenidate Improviment of Inattentive Symptoms in Children and Adolescents
With Attention-Deficit/Hyperactivitty Disoreder. Archives of General Psychiatry 64,
218-224.

Polanczyk, P, Silva de Lima, M, Horta, BL, Biederman, J, Rohde, LA. (2007)
The Worldwide Prevalence of ADHD: A Systematic Review and Metaregression
Analysis. The American Journal of Psychiatry 164, 942-948.

Sabol, SZ, Hu, S, Hamer, D. (1998) A functional polymorphism in the monoamine
oxidase A gene promoter. Human Genetics 103, 273-279.

Santosh, PJ, Taylor. (2000) Stimulant Drugs. European Child & Adolescent
Psychiatry 9, 27-43.

Sinzig, J, Dopfner, M, Lehmkuhl, G. (2007) Long-Acting Methylphenidate Has an
Effect on Aggressive Behavior in Children with Attention-Deficit/Hyperactivity
Disorder. Journal of Child and Adolescent Psychopharmacology 17, 421-432.

Solanto, MV. (1998) Neuropsychopharmacological mechanisms of stimulant drug
action 1in attention-deficit hyperactivity disorder: a review and integration.
Behavioural Brain Research 94, 127-152.

Swanson, JM, Kraemer, HC, Hinshaw, SP, Arnold, LE, Conners ,CK, Abikoff,
HB et al. (2001) Clinical relevance of the primary findings of the MTA: success
rates based on severity of ADHD and ODD symptoms at the end of treatment.
Journal of the American Academy of Child & Adolescent Psychiatry 40, 168-1779.

Zeni, CP, Guimaraes, AP, Polanczyk, GV, Genro, JP, Roman, T, Hutz, MH,
Rohde, LA. (2007) No significant association between response to methylphenidate
and genes of the dopaminergic and serotonergic systems in a sample of Brazilian
children with attention-deficit/hyperactivity disorder. American Journal of Medical
Genetics Part B (Neuropsychiatric Genetics) 144, 391-394.

87


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zeni%20CP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Guimar%C3%A3es%20AP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Polanczyk%20GV%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Genro%20JP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Roman%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hutz%20MH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rohde%20LA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Table 1: Demographic and Clinical Characteristics of the Sample According to the Presence

of MAOA alleles®

Characteristics High activity Low activity ~ P-value”
alleles allele
(n=52) (n=33)
Age 10.1(3.2) 9.4(2.8) 0.33
IQ 92.7(13.6) 98.4(16.8) 0.10
ADHD subtype - combined 30(57.7) 23(69.7) 0.26
Comorbid conditions
CD 10(19.2) 6(18.2) >.99
ODD 27(51.9) 20(60.6) 0.50
Anxiety disorder 13(25.0) 10(30.3) 0.62
Mood disorder 3(5.8) 4(12.1) 0.42
SNAP-IV Oppositional baseline scores 1.48(0.69) 1.26(0.71) 0.18
Methylphenidate dose prescribed at baseline, mg/Kg/day 0.52(0.18) 0.49(0.15) 0.42
Concomitant prescription of another medication 5(9.6) 3(9.0) >.99
Previous use of medication 4(7.7) 1(3.0) 0.64

ADHD, attention-deficit/hyperactivity disorder; CD, Conduct disorder; ODD, oppositional

defiant disorder; SNAP-IV, Swanson, Nolan, and Pelham Scale-version IV.

* Data are reported as number (percentage) for categorical variables and mean (standard

deviations) for continuous variables. ® Estimated by > test or Fisher exact test (categorical

variables), by t test (continuous variables with normal distribution) or by Mann-Whitney U

test (continuous variables without normal distribution).
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Figure 1: Mean SNAP-IV oppositional scores during methylphenidate treatment according
to the presence of high activity allele (n=85).Treatment over time: F36=22.94; P<0001.
Presence of high activity allele: F g3=0.33.; P=0.57. Treatment over time X presence of high

activity allele: F» 136=4.83; P=0.009.
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Capitulo 6
DISCUSSAO




Discussdes dos aspectos mais especificos desta Tese foram tratados nos capitulos
3 a 5. Neste capitulo final serdo abordadas questdes mais gerais e sera feita uma
tentativa de correlacionar e integrar os resultados obtidos nos capitulos anteriores, bem
como discutir as perspectivas para a continuidade deste trabalho.

Neste estudo foram enfatizados dois aspectos principais, no qual o primeiro ¢ a
utilizagdo de fenotipo refinado para homogeneizacdo da amostra, onde podemos incluir
os trabalhos dos capitulos 3 e 4. O segundo aspecto ¢ o estudo farmacogenético que
possui como principal objetivo encontrar polimorfismos em genes envolvidos na agao
de farmacos, desta forma possibilitando o tratamento dessa doenca e aumento da
eficacia. Neste aspecto inclui-se o capitulo 5.

Os genes do sistema serotoninérgicos foram um enfoque importante do presente
trabalho. Os genes deste sistema sdo menos explorados nos estudos com o TDAH. No
entanto, quando os resultados com esses genes sdo tomados em conjunto, os estudos de
associagdo evidenciaram mais resultados negativos do que positivos podendo-se inferir
que o efeito desses genes seja muito pequeno no transtorno. Outra possibilidade seria a
associacdo destes genes com sintomas e transtornos de externalizacdo, tais como
sintomas de impulsividade ou a presenga de transtorno de personalidade anti-social,
como, por exemplo, os transtornos de conduta ou opositor desafiante, altamente
comorbidos com o TDAH. O envolvimento deste sistema com tais fenotipos foi
evidenciado por muitos autores (Scearce-Levie e cols., 1999; Zhuang e cols., 1999;
Bouwknecht e cols., 2001). Tragos quantitativos como escores de sintomas ja foram
sugeridos como uma boa estratégia de andlise, visto que um espectro maior de pacientes
com uma maior variacdo de sintomas pode ser investigado (Hudziak e cols., 1997;
Todd, 2000b). A partir disso, as analises dimensionais, como por exemplo, de escores
de sintomas de hiperatividade e/ou sintomas de oposi¢do poderiam ser interessantes
para serem utilizadas com esses genes.

Em relacdo a homogeneizacdo da amostra, muitos pesquisadores sugerem o uso
de fenotipos refinados o que significa buscar amostras mais similares clinicamente, no
intuito de diminuir a complexidade da doenga nos estudos genéticos (Faraone e cols.,
2005; Thapar e cols., 2006; Thapar e cols., 2007; Wallis e cols., 2008). O genotipo
refinado deve ser menos complexo geneticamente do que a doenga em si, e por este
motivo, teoricamente, ele teria mais poder estatistico para detectar um efeito pequeno de
um gene individual. Alguns fen6tipos refinados sugeridos para o TDAH sdo os subtipos

clinicos da doenga, presenga de comorbidades e persisténcia da doenga na idade adulta.
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No entanto, ¢ importante ressaltar que para considerarmos estas medidas Uteis, elas tém
que apresentar evidéncias de herdabilidade.

No estudo com o gene HTRIB foram realizadas anélises haplotipicas tanto com a
amostra total de pacientes com TDAH quanto com a amostra apenas do subtipo
desatento. A idéia inicial para esse trabalho foi replicar os estudos de Li e cols. (2005) e
Smoller e cols. (2006), onde esses autores evidenciaram associa¢do com o gene HTRIB
em amostras com o subtipo desatento. No entanto, ndo foram detectadas associagdes de
variantes desse gene com esse subtipo especifico. Esse resultado tomado em conjunto
com aqueles descritos no capitulo 3 no qual, outros genes dos sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico e noradrenérgico foram investigados em pacientes com TDAH do
subtipo desatento mostram que os subtipos categéricos definidos pelos critérios do
DSM-IV ndo parecem uma abordagem promissora para identificar genes de
suscetibilidade ao TDAH. Contudo, Schmitz e cols. (2006) evidenciaram associa¢ao do
polimorfismo -1291 C>G do gene ADRA2A4 e o TDAH subtipo desatento. Dentro ainda
desse contexto, Polanczyk e cols. (2007b) e da Silva e cols. (2007) também
evidenciaram resultados positivos com o mesmo SNP do gene ADRA2A, em estudos
farmacogenéticos, com escores de sintomas de desatengdo. A partir disso, o que
podemos inferir € que o gene ADRA2A parece ter um papel importante na desatencao.

Muitos estudos investigam a herdabilidade dos subtipos do TDAH separadamente
e evidenciam que sdo formas herddveis da doenga (Sherman e cols., 1997; Stawicki e
col., 2006). McLoughlin e cols. (2007) também evidenciaram que o subtipo desatento e
o subtipo hiperativo/impulsivo sdo formas altamente herdaveis da doenca, porém esses
autores enfatizam que os dois subtipos compartilham os mesmos genes, entretanto como
a correlacdo genética ¢ menor que 1 evidencia a existéncia de fatores genéticos
independentes para o desenvolvimento dessas diferentes dimensdes da doenga. A partir
disso, podemos supor, por exemplo, que diferentes fatores ambientais levariam a um ou
outro subtipo do transtorno. Devido a isso, cabe agora salientar a grande importincia
dos estudos de interacdo gene-ambiente, ainda pouco explorados nos estudos com
TDAH.

Possivelmente outras estratégias para identificar genes de suscetibilidade para o
TDAH sejam mais promissoras. As diferencas entre meninos e meninas com TDAH
tanto na prevaléncia dos subtipos como em outras caracteristicas da doenca sugerem que
0s genes possam se expressar diferencialmente entre os sexos (Wolraich e cols., 1996;

Bierdeman e cols., 2002; Spencer e cols., 2007). Em relacio a essa abordagem
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observamos na mesma amostra investigada no presente trabalho uma associagdo do
gene HTR2A4 com o TDAH apenas em meninos (Guimaraes e cols., 2007). Resultados
nessa direcdo foram recentemente descritos por Biederman e cols. (2008). Esses
investigadores verificaram que os genes COMT e SHTT estavam associados a doenga
apenas em meninos enquanto que a associagdo dos genes MAOA e SLC6A2 ocorria
apenas em meninas.

Outra abordagem que poderia resultar em amostras mais homogéneas seria a
investigacdo de pacientes com TDAH e outra comorbidade associada. Como podemos
observar na figura 1 da introdug¢do desta Tese, muitos transtornos co-ocorrem com o
TDAH. As comorbidades que sdo sugeridas, principalmente, como fendtipos refinados
sao o TC, transtorno de humor bipolar e transtorno de leitura (Faraone e cols., 2005;
Thapar e cols., 2006). Muitos autores demonstraram que estas comorbidades juntamente
com o TDAH seriam um subtipo distinto herdavel da doenca (Faraone e cols., 2001;
Diler e cols., 2007; Willcutt e cols., 2007; Christiansen e cols., 2008). Esse tipo de
refinamento ¢ recomendado por Thapar e col. (2006) e Thapar e cols. (2007).

O trabalho do capitulo 4 foi inédito, sendo o primeiro estudo famacogenético
realizado com o gene MAOA e, além disso, também foi o primeiro achado com fun¢ao
de algum gene, interagindo com sintomas de oposi¢cdo em resposta ao metilfenidato.
Como visto no capitulo 1, os estudos farmacogenéticos no TDAH abordam
principalmente os genes dopaminérgicos e assim como nos estudos de associacio,
também possuem resultados inconsistentes. O estudo farmacogenético do gene MAOA ¢
muito relevante, pois, além de ser estudado pela primeira vez neste contexto, o
metilfenidato bloqueia esse gene, como bloqueia também os transportadores de
noradrenalina, serotonina, e mais especificamente dopamina (Solanto, 1998). A partir
disso, pode-se inferir que ao bloquear o gene MAOA e os trés transportadores havera um
aumento extracelular das catecolaminas significante, visto como sendo de melhora para
os sintomas do TDAH. No entanto, os resultados do trabalho do capitulo 4 apontam
para melhora dos sintomas de oposicdo com a diminui¢do das catecolaminas,
inversamente ao principal pressuposto. Seeman e Madras (1998), porém, enfatizam que
o desbalanco ou a desregulacdo das catecolaminas seria mais importante para o
desenvolvimento do transtorno.

Outro aspecto relevante ¢ a busca de novos caminhos, talvez, diminuir o enfoque
nos genes ja extremamente estudados e partir para estudos com genes ainda nao

explorados nessa doenga. Muitos autores sugerem a possibilidade do efeito da
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combinag¢do de diferentes genes no desenvolvimento do transtorno. A partir disso, outra
possibilidade seria o estudo da interagdo gene-gene, no qual poderia se estudar a
interacao de genes ja extensamente analisados com genes ainda nao explorados.

Os resultados encontrados pelos estudos moleculares no TDAH ainda sdao muito
inconsistentes e sua aplicabilidade ainda parece muito remota. Contudo, ¢ necessario
ainda percorrer um longo caminho para o melhor entendimento deste transtorno tao
complexo. Esta caminhada, porém deve continuar com muito afinco, pois os resultados
a serem alcangados sdao de extrema importancia. Esses resultados podem ser utilizados
para o auxilio no diagnoéstico, aprimoramento dos farmacos e desenvolvimento de novos
farmacos, podendo assim ajudar e auxiliar na melhoria de vida de muitas criancas e

adolescentes, além de adultos com a persisténcia da doenca.
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Capitulo 8
ANEXOS




GRUPQO CE PESQUISAE PGS~GRADUAC}AO
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUCAO

As Comissdes Cientifica e a Comissao de Pesquisa e Etica em Saude, que
& reconhecida pela CONEP como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA,
reanalisaram o projeto:

Numero: 98201

Titulo: “ESTUDO DO TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENGAO E HIPERATIVIDADE —
SUSCETIBILIDADE GENETICA E IDENTIFICAGAO DE GENES CANDIDATOS.”

Autores: Luis Augusto Rohde, Mara Helena Hutz e Tatiana Roman.

« O mesmo foi aprovado, por estar adequado ética e metodologicamente,
inclusive quanto aoc seu Termo de Consentimento Informado, de acordo

com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvende

Seres Humanos (Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude} e
as Resolugbes Normativas do GPPG/HCPA. Os autores deverdo
encaminhar relatorios semestrais sobre o andamento do Projeto.

Porto Alegre, 16 de setembro de 1998.

&
‘// 7 —
Prof® Themis éeféel da Silveira,
Coordenadora do GPPG e CEP/HCPA.

/
E
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

ESTUDO DO TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E
HIPERATIVIDADE — SUSCETIBILIDADE GENETICA E
IDENTIFICACAO DE GENES CANDIDATOS

Antes de sua participagio neste estudo, é preciso esclarecer alguns detalhes
importantes, para que possiveis davidas sejam resolvidas. Em caso de qualquer outra
divida quanto a pesquisa ou sobre os seus direitos, vocés poderdo contatar Tatiana
Roman, bidloga e Mestre em Genética e Biologia Molecular, responsavel pelo estudo,
pelo telefone (051)316-6735.

Qual o objetivo desta pesquisa?

O objetivo do nosso estudo € conhecer um pouco mais sobre algumas das causas
do transtorno de deficit de atengdio e hiperatividade (TDAH). Atualmente ja se sabe que
esta ¢ uma doenca bastante complexa, com caracteristicas que variam de um caso para
outro, e causada por diferentes fatores. Estes fatores tanto podem ser ambientais, como
genéticos. A participagio de genes ¢ um aspecto que comegou a ser estudado
recentemente, e sobre o qual ainda ndo existem resultados definitivos. Assim,
pretendemos esclarecer um pouco mais a respeito da contribuigo genética no TDAH.

Como vamos fazer isso? O nosso propésito é investigar se determinados genes
que parecem participar do desenvolvimento do TDAH realmente agem como fatores
causais. Devido a grande variagiio clinica do TDAH, também estudaremos a
possibilidade de cada um destes genes atuarem diferentemente em cada caso da doenga,
ou seja, terem alguma relagdo especifica com um determinado sintoma ou caracteristica.

Para chegar a estes resultados, de acordo com o método escolhido por nés, as
criangas ¢ os pais vdo ser avaliados, através de uma anilise de DNA. Nesta analise
observaremos quais os genes, entre todos aqueles investigados, ocorrem em cada
individuo, e como ¢ a distribuicio destes genes em cada familia. Observaremos,
também, como os genes se distribuem em relagdo aos sintomas apresentados pelas
criangas, bem como com a medicagdo utilizada, receitada pelos médicos. Comparando-
se e analisando-se os dados de todas as criangas e todas as familias, poderemos chegar
aos objetivos colocados.

Como ¢ feita esta andlise do DNA?

Sera coletada de cada individuo uma amostra de 5ml de sangue, atraves de
pulsio venosa, usando-se agulhas e seringas descartaveis. Esta coleta sera feita por um
individuo treinado. De cada amostra de sangue seré extraido o DNA, em laboratorio.
Com o DNA teremos acesso a informagfio genética que pode estar relacionada com a
doenca, conforme explicado no item anterior. As amostras sdo identificadas por
nimeros, diferentes daqueles utilizados pelo Hospital. A quantidade de sangue coletada
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sera suficiente para se extrair o DNA necessario ao estudo, que serd completamente
utilizado durante o mesmo. Ap0s a investigagio, o DNA ndo ficara armazenado, sendo
desprezadas possiveis sobras deste material.

Quais os riscos em parficipar?

Poderé haver a formagio de um hematoma local em fungdo da coleta de sangue.
Além deste, ndo ha qualquer outro risco, nem para o paciente, nem para os pais, em
participar deste projeto.

O que a familia ganha com este estudo?

Este estudo poderé trazer varios beneficios, mesmo que a longo prazo. Com a
analise do DNA, poderemos saber se diferentes genes atuam como fatores causadores
da doenca, e se estes genes atuam diferentemente em cada caso, como estamos supondo.
Tendo-se observado isto, poderemos determinar com mais precisio que mecanismos
biologicos estdo envolvidos, e quais os medicamentos mais adequados, o que facilitard a
escolha do tratamento, e o tornara mais eficiente. Além disso, havendo determinantes
genéticos, estes poderdo ser observados precocemente, o que contribuird para estratégias
de prevengdio. Por fim, a sua participagdo ajudard no desenvolvimento de novos
conhecimentos, que poderdo eventualmente beneficiar vocés e outras pessoas que
enfrentam o mesmo problema.

Quais sdo os seus direitos?

Os seus registros médicos serio sempre tratados confidencialmente. Os
resultados deste estudo poderiio ser usados para fins cientificos, mas vocés ndo serdo
identificados por nomes.

Sua participagio no estudo ¢ voluntaria, de forma que, caso vocés decidam nido
participar, isto ndo afetar4 o tratamento normal a que a crianga tem direito.

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PACIENTES

ACORDO EM PARTICIPAR DE UM ESTUDO EM GENETICA

Numero do Estudo: Caéd. de Ident. do Individuo:

Nome do Individuo:

Data de Nascimento: / /

Nome do Pai:
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Nome do Pai:

Médico Supervisor:

Assinatura do paciente:
Asginatura do Pai:
Assinatura da Mae:

Assinatura do Médico Supervisor:

Data:
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